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RESUMEN. La periodontitis agresiva se asocia a la presencia de periodontopatégenos y a una respuesta
alterada de los polimorfonucleares neutréfilos (PMN). La interleuquina 8 (IL-8) recluta y activa estas células en
los sitios de infeccion. En la presente investigacion se analiz6 la presencia de IL-8 en fluido crevicular de 17
pacientes con periodontitis agresiva y 11 individuos normales. En todos los pacientes y controles se realizd
evaluacion médica indicadora de salud sistémica, nivel de insercion (NI), indice de placa (IP), indice de sangria
(SS) y volumen de fluido crevicular (VFC) con Periotron 8000. En el fluido crevicular se midié concentracion y
cantidad total de IL-8 con ELISA. El andlisis estadistico no mostr6 diferencias significativas entre los pacientes
y controles en relacién con relacion a edad 36,94 (D. E. 8,62) y 30,18 (D. E. 8,61) y a la higiene oral IP =
49,35% (D. E. 24,65) y 34,27% (D. E. 19,45) respectivamente. Los pacientes se diferenciaron de los controles
en su pérdida de insercion NI (p = 0.000039), en el SS (p = 0,007) y en el VFC (p = 0,00001). Aunque la
concentracion de IL-8 en pacientes y controles no mostré diferencias 315,4 y 426,4 pg/mL respectivamente (p >
0,05), el contenido total de IL-8 si (mediana 1844,06 y 229,87 pg respectivamente, (p = 0,0013). En definitiva
se demuestra asociacion entre periodontitis agresiva, NI, VFC y el contenido total de IL-8. Este estudio muestra
la importancia de la IL-8, fundamental en la respuesta de los PMN en la periodontitis.

Palabras clave: IL-8, periodontitis agresiva, periodontitis destructiva, polimorfonuclear neutroéfilo,
periodontopaticos, Periotron, fluido crevicular.

ABSTRACT. The aggressive periodontitis is associated to the presence of periodontal pathogens and altered
response in the polymorph nuclear Neutrophils (PMN). The interleukin 8(IL-8) recruits and activates these cells
in infection sites. This paper analyzes the presence of IL-8 in crevicular fluid, of 17 patients with aggressive
periodontitis and 11 healthy or with minor gingivitis individuals (controls). In all of them, it was carried out
medical evaluation, attachment level (AL), plaque index(Pl), bleeding on probing index(BP) and crevicular
fluid volume (CFV) using Periotron 8000. Concentration and total amount of Interleukin 8 in CFV are measured
by ELISA. Statistical analyses are carried out with the programs Prism 4.0 and Log Xact 4.1. There are not
significant differences between patients and controls with regard to their age and oral hygiene. Patients and
controls with mean age of 36.94 (SD 8.62) and of 30.18 (SD 8.61) present IP = 49.35% (SD 24.65) and 34.27%
(SD 19.45) respectively. The patients differed from the controls in their AL (p = 0.000039), BP (p = 0.007) and
CFV (p = 0.00001) values. The concentration of IL-8 in patients (315.4 pg/ iL) and controls (426.4 pg/ iL) does
not show differences (p > 0.05), but the total amount of IL-8 is different (median 1844.06 and 229.87 pg,
p=0.0013, respectively). In summary there is association among Aggressive Periodontitis, AL, VFC and the total
content of IL-8. This study shows the importance of IL-8 in the response of Neutrophils.

Key words: IL-8, aggressive periodontitis destructive periodontitis, polymorpho nuclear neutrophils,
periodontopathogens, Periotron, crevicular fluid.
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INTRODUCCION

La periodontitis es una enfermedad infecciosa que
afectalostejidos periodontalesy de soportedel dien-
te, debido aun desequilibrio entrelarespuestainmu-
ne del hospedero y las biopdiculas formadas por la
floradel surco gingival. En lareciente clasificacion
de las periodontitis, la periodontitis agresiva
engloba alas periodontitis destructivas de aparicion
temprana, donde los individuos jovenes ademas del
factor bacteriano enlostejidos periodontal es, presen-
tan algunas caracteristicas de susceptibilidad familiar
hecialaperiodontitisdestructiva; laperiodontitiscr 6-
nica es la que se asocia a biopeliculas por procesos
acumulativosalolargo del tiempo con manifestacio-
nes de més frecuencia en la edad adulta. Sin embar-
go, la periodontitis crénica puede presentarse en
individuosj6venespor retencién deplacao biopeliculas
ensurcogingival y laperiodontitisagresivaen sujetos
susceptibles de edades mayores.'® En la enferme-
dad periodontal hay aumento de la carga bacteriana
con predominio de patégenos que producen gran can-
tidad de factores de virulencia* Asociadas a la
periodontitis se han encontrado un grupo de bacterias
principa mentegramnegativasy dgunasgrampositivas,
en su mayoria anaerdbicas o que crecen preferible-
mente en ambientes microaerobios y que tienen €
calificativo de periodontopéticas. Entre las
grampositivas estan: Peptostreptococcus micros
(Pm), Streptococcus intermedius (Si) vy
Eubacterium ssp y entre las gramnegativas:
Porphyromonas gingivalis (Pg), Tannerella
forsythia (Tf) (antes Bacteroides forsythus (Bf)),
Actinobacillus actinomycetemcomitans (Aa),
Eikenella corrodens (Ec), Treponema denticola
(Td), Campylabacter rectus (Cr) y Fusobacterium
nucleatum (Fn).**

La respuesta inmune es importante en el mante-
nimiento de la salud periodontal. Los
polimorfonucleares neutréfilos (PM N) son lapri-
mera linea celular de defensa en tejidos
periodontalesy su funcionamiento es fundamen-
tal en la proteccion inicial contra las bacterias
periodontopéticas.®® En el proceso de migracion
de leucocitos al sitio colonizado por bacterias, la
expresion de moléculas de adhesion y la produc-

cion local de citocinas quimiotacticas se conside-
ran como & evento necesario parael mantenimiento
del equilibrio hospedero-parasito. La IL-8 es una
quimiocina gque se cree sea la molécula clave en
dirigir el movimiento delosleucocitosque van des-
delacirculacion hastael tejido injuriado.’> ™

En €l individuo sano las células epiteliales y otras
célulasdel tejido periodontal liberan IL-8 que atrae,
activay mantiene alos PMN como células pro-
tectoras del tejido. El estimulo mayor parala pro-
duccién de quimiocinas es dado por los productos
bacterianos tales como lipopolisacaridos (LPS)
gue inician una reaccion en cascada de citocinas
proinflamatorias, incluidalalL-8.51213

Se postula que los gradientes de IL-8 que se for-
man son necesarios para la atraccion de células 'y
tienen un papel importante en el desarrollo de la
respuesta inflamatoria. El fluido crevicular es un
exudado normal del plasmaque fluye por el surco
gingival, contiene citocinas y componentes
inflamatori os que se asocian con la periodontitis, y,
aumenta durante el proceso inflamatorio,® sin
embargo, los niveles de IL-8 encontrados en pa-
cientes periodontales en el fluido crevicular no
siempre se correlacionan con la enfermedad. Hay
reportes de presencia de IL-8 aumentada en pa-
cientes con periodontitis'# 1617 pero igualmente se
muestra su presencia en individuos sanos 'y con-
centraciones bajas en bolsas profundas.®® El obje-
tivo de la presente investigacion es estudiar si en
nuestros pacientes con periodontitis destructiva
(agresiva) losnivelesdelL-8 en el fluido crevicular
tienen asociacion con la enfermedad.

MATERIALESY METODOS
Pacientes y controles

L os paci entes estudiados se dividieron en dos gru-
pos. 17 pacientes con periodontitis destructiva, que
enlaclasificacion actua pueden denominarse como
pacientes de periodontitis agresiva’? por su histo-
riapersonal de periodontitisde aparicién temprana
y su historiafamiliar de periodontitis destructiva, y
11 individuos sin periodontitiso con gingivitisleve,
gue consultaron alaFacultad de Odontologiade la
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Universidad de Antioquia(Medellin, Colombia). A
todos seles determiné la salud sistémica mediante
evaluacion médica y examenes de laboratorio
(hemograma compl eto con sedimentacion, glucemia,
urea, creatininay citoquimico de orina). Los pa-
cientes con periodontitis agresiva presentaron pér-
didas 6seas y de nivel de insercién mayor de 6
mm en més de un sitio, signosradiogréficosy clini-
cosde actividad, dados por sangriao pusal sonda-
je, y pérdida de la cortical 6sea en los sitios con
bolsas profundas. Todos |os pacientes tenian en su
historia clinica una serie completa de radiografias
periapicales. Aungue no fue criterio de seleccion,
los pacientes presentaron pérdidas 6seas localiza-
das. Los controles se seleccionaron con base en
su examen clinico y radiogréfico, con salud
sistémica y sin historia de tratamiento para
periodontitis. Ninguno de los pacientes o controles
estaba tomando antibidticos ni esteroides en los
ultimos tres meses, no tenian cirugias recientes ni
tratamiento periodontal activo en el dltimo afo.
Todoslos pacientesy controlesfueron notificados
delosobjetivosdelainvestigaciény del protocolo
y firmaron un consentimiento informado. El Comi-
té de Etica de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Antioquiaaprob6 dicho protocolo.
L os pacientes fueron instruidos sobre la enferme-
dad periododontal y su tratamiento, motivados en
larealizacion de una correcta higiene oral y remi-
tidos atratamiento periodontal.

Par ametros clinicos registrados

indice de placa. Se tomo porcentaje de superfi-
cies con placa tefiida con eritrosina. Un total de
cuatro superficies por diente.

indice de sangria. Se tomé porcentaje de super-
ficies con sangria al sondaje. Un total de 6 super-
ficies por diente.

Nivel de insercion. En 6 sitios en cada diente se
registro profundidad de bolsay ubicacion del mar-
gen gingival en relacion con relacion a la linea
amelocementariay en cada sitio se registro el ni-
vel clinico de insercion. En cada paciente se
promediaron los valores de pérdida de insercion
dividido por €l total desitios.

Se registrd fichado periodontal completo, movili-
dad, compromisos de bi otrifurcacion, dientes pre-
sentes, historiafamiliar de periodontitisy habito de
fumar.

Volumen del fluido crevicular gingival (VFC)

La recoleccion del fluido crevicular se realiz6 en
un diadiferente alos examenes clinicos, paraevi-
tar quelaeritrosinautilizadaen losindicesde pla-
Ca, sangre u otros, contaminaralastirillas de toma
de lamuestra. El Periotron 8000 (Plainview, New
Cork, USA) sirvié paramedir el volumen, dado en
unidades periotron UP que luego fueron traslada-
dasamicrolitros (uL) utilizando unatablade valo-
res por medio delaférmula:

P=0,170 + 261,350 V- 334,000 V/2 + 330.490 V -
116,730 V* (19)

P = unidades Periotron, V = volumen de fluido
crevicular

Deacuerdo con el examen clinico, se escogieron 5
sitios enfermos en los pacientes y 5 sitios en los
controles; en estos ultimos se preferian superio-
res, sin sangria al sondaje en el registro clinico,
paralatoma de las muestras. Las muestras se to-
maron con tirillas provistas por Oraflow Inc.
(Plainview, New York). El area de los dientes se-
leccionados paratomar lamuestra, sesecd y aislé
previamente con rollos de algodén. Lastirillas se
colocaron en la entrada del surco gingival hasta
encontrar leve resistenciay se descartaban cuan-
do habia sangria o pus

Después de estandarizar latoma de muestras, para
los sitios enfermos la muestra se tomé durante 5 s
por tirillay 30 sen sitios sanos de los controles. El
tiempo diferente para sanosy enfermos fue deter-
minado por los autores en sus ensayos de
estandarizacion, observando que |os pacientes f&
cilmente en més de 5 s saturan las tirillas, y las
lecturas por encimade 166 UP (unidades periotron)
no son confiables en el aparato. Por €l contrario,
en este mismo tiempo (5 s), los controles dan lec-
turas casi despreciables. De acuerdo con
Goodson,? el volumen recogido en 30 sen losindi-
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viduos sanos se asimil6 como el volumen en repo-
so. En los enfermos, por lo ya explicado, se reco-
gidlamuestraen 5 spor tirilla, y luego se multiplico
por 6, equiparando este volumen con las muestras
deloscontroles.

Lalecturade lastirillas en el Periotron se realizo
enlamismaformaen todoslos pacientesy no hubo
distancia mayor de un metro entre el pacientey el
equipo, ni demora en lalectura para evitar que se
secara la muestra. Se siguieron las instrucciones
de calibracion del Periotron sugeridas por los fa-
bricantes.

Cuantificacion de IL-8

Unavez determinado el VFC, las cinco tirillas de
cada paciente y control, tomadas asépticamente,
se colocaron en un vial con 600 ML de solucién
PBS (pH 7,2) con suero bovino fetal al 0,5% y
fueron centrifugadasa3000x g, 4 °C por 15 min;* el
sobrenadante se conservo a menos 70 °C hasta
gue serealiz6 la cuantificaciéon de IL-8.

Los niveles de la IL-8 se obtuvieron midiendo la
concentracion de IL-8, dada en picogramos por
microlitro ( pg/pL), por una prueba de ELISA en
sandwich (BD Biosciences, San Diego, CA). La
cantidad total de IL-8 fue calculadamultiplicando
laconcentracion por e volumen del fluido crevicular
(volumen delamuestraleidaen €l Periotrén), dado
en picogramos (pg). Brevemente, una solucion de
anticuerpos de captura paralalL-8 cubrid las pa-
redes de un inmunoplato por todala noche, a dia
siguiente se agreg6 duplicados de una solucion de
la muestra y de estandares (IL-8 humana
recombinante); después delavar paraeliminar sus-
tancias no unidas, se adiciond un segundo anticuerpo
biotinilado y finamente, la reaccién de color se
obtuvo agregando un conjugado de peroxidasa-
avidina. Lalecturase hizo a450 nm utilizando un
espectrofotdmetro para microplatos (Power Wave
X Bio-Tek instruments, INC Winooski, Vt).

ANALISISESTADISTICO

Las pruebas de significancia se seleccionaron de
acuerdo con la normalidad de las variables. La

normalidad se verificd con € indice de Shapiro
Wilks. Paralaedady el indicedeplacaseutilizé la
prueba de T de Student, y la prueba de Man-
Whitney paralas demés variables. Dichosandlisis
se realizaron con el programa Prisma 4.0
(GraphPad Software, Inc, San Diego, CA).
Adicionamente serealizé regresion logisticabinaria
tanto asintGtica como exacta para el modelo pato-
logiadentaria= concentracion delL-8 + contenido
total delL-8 + nivel insercion + indice de sangria+
Placa+ edad + volumen + N.° dientes. Dicho an&-
lisis se gjecut6 con el programa LogX acta® (Cytel
Software, Cambridge, MA).

RESULTADOS

Todos|osindividuos estudiados tenian buena salud
general de acuerdo con la evaluacién médica.

Entre pacientes y controles no se evidencio dife-
rencias significativas en cuanto a hébito de fumar;
53% de los pacientes fumaban y 18% de los con-
troles o hacian (p = 0,07). Enlastablas 1y 2 se
muestran los indices clinicos y los resultados de
laboratorio con relacion al VFC y alas concentra-
cionesy cantidad total de IL-8 en los pacientesy
los controles.

SAlo las variables edad e indice de placatuvieron
distribucién normal. Lanormalidad severifico con
el indice de Shapiro Wilks.

No hubo diferencias significativas en cuanto aedad
olahigiene oral delos pacientesdadapor €l indice
de placa. El promedio de edad en pacientes fue de
36,94 afios (entre 13-48) y enlos controlesde 30,18
(entre 17-47).

Como era de esperarse, 10s pacientes se diferen-
ciaron de los controles en su pérdida de nivel de
insercion (p = 0,000039), en el sangrado a sondaje
(p=0,007) y en el volumen defluido crevicular (p
=0,00001).

Adicionamenteseredizd regresiénlogisticabinaria
tanto asintética como exacta, para €l modelo de
alteracion dentaria = concentracion de IL-8 + Ni-
vel deinsercion + indice de sangria+ placa + edad
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+ volumen + N.° dientes, y se confirmé la asocia- En definitiva se demostré asociacion entre
cién delaperiodontitiscon €l nivel deinsercion, el periodontitisagresivay losnivelesdeinsercion, el
volumen crevicular y el contenido total delL-8. El volumen crevicular y el contenidototal delL-8 (gra-

indice de sangriaen este model o multivariado pier- fico 1). No se demuestra asociacién con la con-
desusignificancia. centracion de IL-8.
Tabla 1

Promedios de edad e indice de placa*de pacientes con periodontitis agresiva y de controles sanos**

Enfermos (n = 17) Sanos ** (n = 11)
Intervalo
de Desv. Intervalo Desv.
) Media ’ Min. Max. de confianza Media ’ Min. Max.
confianza Est. 95% Est.
95% °
Edad 32,50- 24,39-
(afios a3y 3094 862 13 48 a5 06 3018 861 17 a7
cumplidos) ' ’
indice
36,67- 21,20-
de 49,47 24,65 2 100 34,27 19,45 6 67
placa* 62,02 47,34

* % de superficies con placa, cuatro superficies por diente. Con la prueba T de Student no se demostré diferencias significativas.
**  Con sitios de sangria al sondaje (gingivitis localizada), sin evidencia clinica o historia de periodontitis.

Tabla 2
Datos clinicos y de interleuquina 8 en fluido crevicular de pacientes con periodontitis agresiva y de controles sanos*

Enfermos (n = 17) Sanos ** (n = 11)
Mediana Rango Minimo Méximo Mediana Rango Minimo Méximo
intercuartil intercuartil
Nivel de insercion - *x
(mm)** 3,3 1 2,5 5,6 2,1 0,2 1,8 2,9
Sangr'(ﬁsiff”da'e 3,34 25 14 86 21 25 2 50
Vol FC (uL)**** 4,5%* 2,16 1,92 7,08 0,43 0,21 0,25 0,75
_Qkkkkk
IL-8 3154 1.105,9 50,8 2.179,2 426,43%%xx 831,7 249,6 2.277,6
(pg/uL)
¢ (tg;LiiLL'a 1.844,06 3.036,45 97,53 10.852,42  229,87****x 424,42 129,79 787,96
* Con sitios de sangria al sondaje (gingivitis localizada), sin evidencia clinica o historia de periodontitis
* Los pacientes presentaron lesiones periodontales localizadas y la pérdida promedio de insercion refleja esta caracteristica.

*Significativos por la prueba de Mann Whitney p = 0,00003.
b Prueba de Mann-Whitney, significativa *** p = 0,007. Porcentaje de sitios con sangria al sondaje.
**x%*  Significativos por la prueba de Mann-Whitney p = 0,00001. pL, calculados de acuerdo las unidades periotrén dado por el promedio

de tirillas en 30 s.
**%%  pp/mL= concentracion de IL-8 en picogramos por microlitro calculados mediante la prueba de ELISA. No se demuestra diferencia

significativa por test de Mann-Whitney.
**+xxx Cantidad total de IL-8 en picogramos diferencias significativas por la prueba de Mann-Whitney p = 0,0013.

DISCUSIONY CONCLUSIONES i
los neutrdéfilos, y se presenta frecuentemente en

La periodontitis agresiva es una infeccion que se miembros de una misma familia, y aunque
manifiestaen individuos con respuesta alteradade sistémicamente se encuentren saludables, pueden
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tener trastornos en el funcionamiento delos PMN,
en especial en su respuesta quimiotactica.® *°>La
IL-8 es una citocina con capacidad quimiotactica
y de activacion principalmente de PMN con un
papel clave en el periodonto.®

Una vez se produce IL-8 en €l tejido, ésta actla
como un potente activador de los neutrofilos, pues
causa su desgranulacién con liberacion de enzimas
(B glucuronidasa, elastasa, gelatinasa), induce la
explosién respiratoriay estimulalafagocitosis, ac-
tividadestodas proinflamatorias que potencialmente
pueden ocasionar dafio tisular.?? En este estudio la
presencia de IL-8 se detectd en todos los pacien-
tes (con periodontitis agresiva-destructiva'y con-
troles sin periodontitis con sitios de inflamacion
gingival). Aunque en nuestro caso no hubo dife-
rencias en la concentracion de IL-8 dada en
picogramos por microlitro, entre ambos grupos, esta
citocina se encontré aumentada en los sitios en-
fermos delos pacientes, igual mente, reportado por
otros autores, el fluido gingival;% 2* sin embargo,
otros encuentran situaciones diversas.'® % % Es-
tas discrepancias pueden explicarse por €l tipo de
estimulo dado por unainfeccién microbiana com-
plejaen el surco gingival, y en especia en los pa-
cientes con periodontitis agresiva o destructiva, y
adiferencias genéticasen larespuestadelos PMN
ante estos microorganismos. El estimul o puede ser
por componentes microbianos que interacttian con
receptores en diferentes células estableciendo se-
fial es que se transmiten por diferentes mensajeros
celulares seglin los microorganismos. Cepasdiferen-
tes de A actinomicetemcomitans, Campylobacter
rectusy E corrodens interactian en forma distinta,
al estimular alosfibroblastos gingivales paralapro-
duccién de IL-8.2"-% En leucocitos periféricos, cdu-
las epiteliales gingivales y células endoteliales, P
gingivalisy T denticola pueden estimular
diferentemente como también inhibir la produccion
de quimiocinas como la |L-8.%%

Como mencionamos antes la|L-8 activay atrae a
losPMN, y estarespuestaateradao hiperrespuesta
puede generar aumento de lainflamacién.

El estimulo bacteriano también puede influir ne-
gativamente en laformacion de gradientesde | L-8

necesarios para la presencia de neutréfilos. Las
proteasas liberadas por las bacterias
periodontopatdgenas tales como Porphyromonas
gingivalis (Pg), Fusobacterium nucleatum (Fn)
y Treponema denticola (Td); disminuyen el nivel
de IL-8 pero se mantiene el de otras citocinas, po-
siblemente perpetuando una respuesta
inflamatoria.®*%

La concentracion de la IL-8 no fue diferente en
los pacientes. En pacientes similares alos estudia-
dosen estetrabajo (con periodontitisjuvenil locali-
zada), algunos tuvieron defectos significativos en
la quimiotaxis, pero se mostraron como un grupo
heterogéneo en cuanto alafuncion de los PMN .3
En este estudio no hubo diferencia entre los con-
troles y los pacientes en cuanto a habitos de fu-
mar, otros autores han encontrado que en pacientes
fumadores con periodontitis agresiva hay mayor
produccién de IL-8.3* En este trabajo no estudia-
mos la concentracion tisular de IL-8 ni la presen-
cia y funcionalidad de PMN en los tejidos
periodontales, ni la interaccion con los
periodontopatdgenos, aspectos que aclararian la
funcion delos PMN en estos pacientes. Reciente-
mente hay publicaciones que reportan lapresencia
de proteasas bacterianas que pueden perturbar y
degradar citocinas. Pg es capaz de degradar dife-
rentes citocinas, incluyendo ala IL-8,* molécula
fundamental en el mantenimiento de la defensa.

Este estudio muestralaimportanciadelalL-8 como
sustancia fundamental de larespuestainnata dada
por losPMN enlaperiodontitis. Al igual que otras
citocinasy componentesinflamatorios, su cantidad
total (pg) se incrementa asociada con el aumento
defluido crevicular, propio del proceso inflamato-
riolocal y, quereflegjalacondicién fisiol 6gicaloca
lizadaen el paciente,® ambos parametros muestran
diferencias significativas (tabla 2). La concentra-
cion de IL-8 (pg/uL) no es diferente en pacientes
y controles sin periodontitis. La funcion de los
neutrofilos es fundamental paralasalud en losteji-
dos periodontal es, como también su presenciay ac-
tivacién alli, lo que trae como consecuencia luego
gue la respuesta inmune mediada por linfocitos y
macroéfagos que lleva ala destruccién periodontal.
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Son muchos |os aspectos que alin no estan claros
sobre el funcionamiento delalL-8 y los PMN en
salud y enfermedad, que a ser estudiados en los
paci entes susceptibles, facilitan laprevencion, diag-
nostico y tratamiento de las enfermedades
periodontales.

Gréficol
Contenido total de interleuquina 8 en picogramos por sitio,
en 17 pacientes con periodontis agresiva y 11 pacientes sanos
y con gingivitis. Prueba de Mann-Whitney (p = 0,0013)

6.000 ——
5.500 =
5.000 =
4.500 =
4.000 =
3.500 =
3.000 =
2.500 =
2.000 =
1.500 =
1.000 =

500 =

i ===

N = 1n 17
Controles Pacientes

Pg/sitio de IL-8

Seria bueno tener informe de la flora microbiana
presente en los pacientes, cuando se miden
citoguinas como lalL-8. En muchos delos pacien-
tes estudiados se hicieron cultivos (datos no mos-
trados) y en ninguno de ellos se aisl6 Aa pero en
muchos de ellos se aislé Pg en gran nimero.
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