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RESUMEN

En la enfermedad periodontal se observan procesos inflamatorios en los que participan
moléculas que, ademés de concentrarse en la saliva, pueden ser ttiles como indicadores
de dano tisular. Mediante la cuantificacion espectrofotométrica de los niveles de
aspartato aminotransferasa en saliva, el presente estudio reporta un incremento de dicha
enzima en la saliva de pacientes con enfermedad periodontal, en pacientes gravidas y en
pacientes gravidas con enfermedad periodontal, en comparacién con mujeres sanas. Lo
anterior sugiere que la saliva contiene biomarcadores que pueden cuantificarse mediante
métodos no invasivos, sencillos y rdpidos. Aunado a lo anterior, el presente estudio
sugiere que con este método es posible determinar un diagndstico temprano de la
enfermedad periodontal y asi disefiar tratamientos adecuados para las pacientes, ademas
de evitar complicaciones en el embarazo. Objetivo: Determinar los niveles de aspartato
aminotransferasa en saliva no estimulada en pacientes gravidas y no gravidas con y sin
enfermedad periodontal. Metodologia: Se analizaron muestras de saliva de pacientes
gravidas en el segundo trimestre de gestacion y no gravidas entre 20 y 35 afios de edad a
(con y sin enfermedad periodontal) que acudieron a la clinica de la Facultad de
Estomatologia de la BUAP. El andlisis se realiz6 con un kit para la determinacién
cuantitiva de aspartato aminotransferasa en un espectrofotémetro con longitud de onda
de 340 nm. Resultados: los niveles de aspartato aminotransferasa en pacientes gravidas
con y sin enfermedad periodontal aumentan en comparaciéon con mujeres sanas y no
gravidas. Conclusiones: la saliva es un fluido cuyos biomarcadores como la AST puede
emplearse para determinar el estado de enfermedad periodontal en pacientes gravidas y

asi evitar complicaciones en el parto.
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ABSTRACT.

Inflammatory processes are observed in periodontal disease. Many molecules are
present in salivaand may be useful as indicators of tissue damage. Amino transferase is
an enzyme that could be quantified by spectrophotometric methods. In this study,
increased levels of salivary AST of pregnant patients with or without periodontal
disease were observed in comparison to healthy women. This suggests that saliva
contains useful biomarkers that can be quantified by non-invasive, simple and rapid
methods. In addition, the present study suggests that it is possible to determine an early
diagnosis of periodontal disease with this method, and thus design appropriate
treatments for patients, in addition to avoiding complications in pregnancy.Objective:
To determine aspartateaminotransferase levels in unstimulated saliva ofpregnat and
non-pregnatpatientswith and without periodontal disease.Methodology:Saliva samples
were analyzed from pregnant and no-pregnantpatients in the second trimester of
pregnancy, and between 20 and 35 yearsold (with and without periodontal disease).
Women attendedat the clinic of the School of Stomatology (BUAP). The analysis was
carrie doutwith a kit for the quantitative determination of aspartateaminotransferase in a
spectrophotometerwith a wavelengthof 340 nm. Results:
Aspartateaminotransferaselevels in gravid patients (with and without periodontal
disease) areincreased incomparisontohealthy and non-pregnantwomen.Conclusions:
saliva is a fluid whosebiomarkerssuch as AST can be usedto determine thestateof

periodontal disease in gravidpatientsin ordertoavoidcomplications in childbirth.
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1. INTRODUCCION.

La etiologia de la enfermedad periodontal estd asociada con infecciones de
patégenos anaerobios que crecen y se reproducen en el surco gingival. En la etapa
inicial, se observa inflamacién gingival provocada principalmente por la placa
bacteriana que descansa en los 6rganos dentarios adyacentes a la encia. En esta etapa no
se pierden estructuras de soporte subyacentes y se desarrolla lo que se conoce como
gingivitis. En su forma mds grave, la enfermedad periodontal evoluciona a una
periodontitis, caracterizada por inflamacién crénica de los tejidos, sangrado gingival,
formacién de bolsas periodontales; destruccion del ligamento periodontal, del cemento

radicular y del hueso alveolar, en consecuencia pérdida de 6rganos dentarios.

La prevalencia e incidencia de la enfermedad periodontal se identifican
principalmente en la poblaciéon adulta, especialmente en pacientes que presentan
afecciones inmunoldgicas, cambios hormonales, antecedentes hereditarios de lesiones
bucales, conductas de poca higiene oral, tabaquismo, entre otras. De hecho, afio con afo
se incrementa el nimero de evidencias clinicas y cientificas que sugieren una
importante asociaciéon entre la enfermedad periodontal y diversas alteraciones
sistémicas no orales, tales como: céncer, enfermedades cardiovaculares, diabetes tipo 2,
infecciones del tracto respiratorio, padecimientos cardiovaculares y neurodegenerativos,
y situaciones adversas del embarazo. No obstante, queda por establecer si los patdgenos
periodontales estimulan el desarrollo de las alteraciones sistémicas no orales, o si la

enfermedad sistémica provoca el aumento de la poblacidn bacteriana en el periodonto.

La microbiota puede causar inflamacién oral, pero también puede contribuir
directamente a la inflamacién sistémica, aumentando la liberacién de toxinas o la fuga
de microorganismos hacia el torrente sanguineo. La asociacién entre la inflamacién oral
y la inflamacion sistémica es fundamental para comprender como la enfermedad

periodontal estd involucrada en el desarrollo de una alteracién no oral.



Establecer un diagndstico precoz de la enfermedad periodontal, favoreceria la
deteccion temprana de posibles complicaciones tanto orales como no orales, y con esto
se podrian implementar estrategias preventivas, tratamientos Optimos y eficaces. Lo
anterior podria ser posible considerando que la respuesta a la enfermedad periodontal
incluye la liberacién de biomarcadores que pueden identificarse facilmente en la saliva
y en el fluido gingival crevicular. De esta manera, se establecerian métodos no
invasivos y de fécil recoleccién para determinar cuantitativamente la actividad

inflamatoria y el nivel de destruccion tisular oral o sistémico.

Un biomarcador o marcador biolégico es una molécula cuya concentraciéon puede
determinarse de manera cuantitativa para ser evaluada como indicador de procesos
biolégicos normales, procesos patolégicos o respuestas farmacoldgicas a una
intervencion terapéutica. Entre las moléculas que se han estudiado como biomarcadores
en la saliva y en el fluido gingival crevicular se encuentran enzimas, inmunoglobulinas,
hormonas, interleuquinas, citoquinas, quimioquinas, prostaglandinas, toxinas

bacterianas.

La aspartato aminotransferasa (ATS) es una enzima citoplasmatica presente
principalmente en algunos tejidos corporales como el higado, corazén y musculo
esquelético. La liberacién de AST hacia el medio extracelular estd asociada con dafio y
destruccioén tisular, por lo que la medicién de los niveles de esta enzima en la saliva,
como ya lo reportan algunos estudios, puede resultar importante en el diagnostico
precoz de la enfermedad periodontal y su posible asociacién con complicaciones no

orales como lo es el embarazo.

Las infecciones maternas pueden contribuir al desarrollo de enfermedad periodontal
y provocar resultados adversos en el embarazo, que incluyen parto prematuro, rotura
prematura de las membranas, preeclampsia, aborto espontdneo, retraso del crecimiento
intrauterino, bajo peso al nacer, muerte fetal y sepsis neonatal. Aproximadamente el
40% de las mujeres gravidas muestran evidencias clinicas de este padecimiento. Aunado
a lo anterior, la deteccién temprana con métodos de recoleccion salival no invasivos de

enfermedad periodontal podria evitar las complicaciones mencionadas en el embarazo.



2. HIPOTESIS.

Los niveles de la enzima aspartato aminotransferasa (AST) se elevan en
pacientes embarazadas con y sin enfermedad periodontal, en comparacién con pacientes

sanas.



3. OBJETIVOS.

3.1 OBJETIVO GENERAL:

Analizar y comparar los niveles aspartato aminotransferasa en la saliva no
estimulada de pacientes gravidas con y sin enfermedad periodontal y en pacientes no

gravidas con y sin enfermedad periodontal.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Determinar las concentraciones de AST en U/L (unidades por litro) en la saliva de las

pacientes, empleando el método espectrofotométrico.

2. Comparar los resultados obtenidos para establecer la utilidad del método no invasivo

de recoleccion de saliva y la determinacién de los niveles de AST como biomarcador.



4. ANTECEDENTES.

4.1 Enfermedad periodontal.

La enfermedad periodontal es uno de los padecimientos inflamatorios mds comunes
en la poblacién adulta. Se ha reportado que aproximadamente 3.9 billones de personas
en el mundo tienen enfermedad periodontal, por lo que se ha considerado incluso, como
una pandemia que se acompafa de discapacidad, deterioro del habla, baja autoestima y
disminucién en la calidad de vida (1, 2-3). Las lesiones periodontales pueden afectar la
encia sana (Fig.1), provocando inflamacién de ésta, condicién que se conoce como
gingivitis ( Fig. 2), la cual, se considera como la forma leve o moderada de la
enfermedad. Si la inflamacion es cronica, la enfermedad evoluciona hasta su forma
severa conocida como periodontitis (Fig. 3) en sus diferentes etapas. En la etapa inicial,
es decir, en la gingivitis inducida por biopelicula dental (Fig.2) se observa inflamacién
gingival sin pérdida de Organos dentarios; mientras que, en la etapa avanzada,
periodontitis, se manifiestan complicaciones como sangrado y pérdida de drganos

dentarios (Fig. 4,5,6) (Caton Jack G. 2018)

Figura 2. Gingivitis



Figura 6.Estadio IV Periodontitis Severa con potencial para pérdidida de la denticion.



Figuras1-6 : fotografias de pacientes propios que representan el estado fisico clinico
de las diferentes estadios de la enfermedad Periodontal basados en la Severidad.

La etiologia de la enfermedad periodontal se debe a ciertas bacterias de la cavidad
oral. El estudio de los patégenos periodontales y la inflamacion ha recibido mucha
atencion en los dltimos afios debido a su potencial influencia en la periodontitis y en el
desarrollo de enfermedades sistémicas. Las evidencias, cada vez en aumento, sefialan
que existen asociaciones entre las enfermedades orales con diversos padecimientos no
orales como el cancer colorectal, enfermedades cardiovasculares y gastrointestinales,
diabetes tipo 2, infecciones del tracto respiratorio, patologias neurodegenerativas como

la enfermedad de Alzheimer, complicaciones en el parto, entre otras (3) (Fig. 2).
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Sin embargo, atin queda por establecer si los patégenos periodontales especificos
estimulan el desarrollo de enfermedades sistémicas, o si la efermedad sitémica provoca
el crecimiento y desarrollo de baterias (biopelicula) en la cavidad oral. Si estos
patégenos son los causantes de enfermedades sitémicas no orales, entonces serian el
objetivo obvio para disefiar intervenciones terapeuticas. No obstante, por lo menos, en
un sentido bdsico y préctico, estos microbios resultan ser marcadores bioldgicos que

pueden predecir la susceptibilidad para desarrollar un padecimiento no oral.

Los patégenos periodontales pueden promover el desarrollo de enfermedades no
orales de manera directa o indirecta, ya que pueden migrar hacia el torrente sanguineo.
La acumulacién de bacterias en los 6rganos dentarios debido a una pobre higiene dental
y/o a factores ambientales induce una respuesta inflamatoria que puede resultar en
periodontits y el pérdida 6sea (7-3) y podria ser también daiiina sistémicamente para el

huésped (3).

4.1.1 Patogenos periodontales y biopelicula.

En la cavidad oral coexisten alrededor de 500 a 700 taxones baterianos, que integran
lo que se conoce como microbiota, microflora o microbioma oral (8,10-3). La saliva, el
epitelio gingival y el biofilm, son los sitios principales donde se alojan estos patdgenos.
Sin embargo, alrededor de 30 especies de bacterias, principalemente patogenos
anaerobios Gram-negativos, producen endotoxinas que pueden contribuir directamente

al desarrollo de la enfermedad periodontal ya alteraciones sistémicas.

Muchos de los microorganismos del microbiota oral se adhieren a la superficie de los
6rganos dentarios formando una capa o biofilm que se conoce como placa dento
bacteriana. En esta capa, las bacterias pueden sobrevivir de tal forma que desarrollan
resistencia tanto a los mecanismos inmunolégicos del hospedero como a tratamientos
con antibidticos (11-3). A medida que esta capa madura, se promueve la disbiosis, es
decir, el cambio progresivo de bacterias Gram-positivas a especies Gram-negativas

anaerobias que infectan y debilitan el tejido gingival, iniciando procesos inflamatorios y



en consecuencia la enfermedad periodontal (12-3). Cualquier trauma epitelial de la
encia como el hecho de cepillarse los dientes, usar hilo dental, e incluso masticar, puede
desencadenar el rompimiento de capilares sanguineos que se encuentren en proximidad
de la placa dento bacteriana, y asi promover la entrada de patégenos al torrente
sanguineo (14-3). De hecho, la bacetremia se ha observado en pacientes sometidos

previamente a tratamientos dentales.
4.2 Periodonto y periodontitis.

El periodonto es la unidad funcional que mantiene y proteje al O6rgano dentario
dentro del hueso alveolar, se encuentra formado por diferentes estructuras anatomicas
el cemento radicular, el ligamento periodontal, el hueso alveolar y la encia que recubre
a estas estructuras; en su porcion externa forma parte de de la mucosa de la cavidad
oral, en la porcidn interna la encia forma parte de la mucosa masticatoria y se encuentra
formada por tejido conectivo fibroso denominado ldmina propia, estd cubierta por
epitelio, recubre al hueso alveolar, se encuentra en contacto directo con el diente y se
continda con el ligamento periodontal. La encia adherida estd unida firmemente a la
superficie del hueso alveolar y del cemento radicular. La encia libre rodea al cuello del
6rgano diente y termina el fondo del surco gingival. Este surco se forma una vez que el
diente ha erupcionado, tiene forma de “V” y es poco profunda ubicada entre la encia
libre y la superficie dentaria. El epitelio estd formado por: el epitelio sulcular (extension
del epitelio bucal no queratinizado y vertiente interna de la encia libre) y el epitelio de
union (deriva del epitelio reducido del esmalte) que es la estructura que forma la
verdadera unién del diente con la encia y se le denomina unién dento-gingival,

fundamental para la salud dental (T Cate 1996).

La periodontitis se caracteriza por ser una enfermedad infecciosa de etiologia
multibacteriana en la que se observa pérdida de los tejidos de soporte del diente
(ligamento periodontal, cemento radicular y hueso alveolar) (Listgarten, 1986).
Clinicamente se puede determinar la pérdida de insercion clinica y la formacién de
bolsas periodontales (Flemmig, 1999; Gonzdlez y Rivera, 2017). Esta enfermedad es

multifactorial y estd asociada a factores microbianos, factores asociados al huésped o



genéticos, factores epigenéticos y aquellos relacionados con habitos personales, como

el tabaquismo (Page et al., 1997; Gonzdlez y Rivera, 2017).

Los pardmetros para el diagnéstico clinico de enfermedad periodontal como el nivel de
insercion clinico (NIC) y profundidad al sondeo (PS), son de facil uso, eficaces y poco
invasivos. Sin embargo, éstos solo permiten diagnosticar la enfermedad al momento de
efectuar la evaluacion. La evaluacion radiografica de la pérdida de hueso alveolar y la
determinaciéndel NIC mediante una sonda periodontal son también herramientas ttiles
e indispensables para el diagndstico (Goodson, 1992). Actualmente se tiene un nuevo
esquema de clasificacion para las enfermedades y condiciones periodontales y
periimplantares, situacion que se realizé par facilitar el diagndstico y decision de
tratamiento, esta nueva clasificacion se realiz6 en conjunto por la Academia
Americana de Periodontologia (AAP) y la Federacion Europea de Periodontologia
(EFP). Dentro de las enfermedades Gingivales inducidas por placa bacteriana se
describen aquellas que son modifacadas por factores de riesgo sistémico y entre
ellas encontramos a las asociadas a hormonas sexulaes como los cambios que se

sucitan en el embarazo y que pueden favorecer a la enfermedad periodontal. (Caton

Jack G.2018)

En la actualidad la investigacion en el diagnéstico de las enfermedades periodontales ha
sido dirigida hacia métodos no invasivos que puedan ser cuantificados mediante la
identificacion de biomarcadores o marcadores biologicos de destrucciéon (Taba,
2005).La saliva y el fluido gingival crevicular (FGC) son de fécil recoleccion y
contienen biosustancias sistémicas y locales que se derivan de la enfermedad
periodontal, por ello podrian servir para la evaluacién de estos biomarcadores de

periodontitis y otras enfermedades sistémicas (Ozmeric, 2004; Kim, 2013).

La forma no invasiva del andlisis de la saliva y el FGC claramente pueden beneficiar la
determinacién el estado periodontal actual, asi como monitorear la respuesta al
tratamiento (Zambon et al., 1985). Estudios relacionados con la patogénesis de las
enfermedades periodontales usan marcadores bioquimicos e inmunolégicos en saliva y
FGC para establecer un pardmetro cuantitativo de la extension de la destruccion

periodontal, con lo cual se permitiria predecir el progreso de la enfermedad. Dentro de

10



los biomarcadores que han sido estudiados en la saliva y el FGC para el diagndstico
periodontal incluyen proteinas, enzimas, inmunoglobulinas, interleuquinas, citoquinas,
quimioquinas, prostaglandinas, hormonas, y toxinas bacterianas principalmente (Taba,

2005; Grupta, 2013).

En la literatura se ha descrito que el aumento de la concentraciéon de las enzimas
aspartato  aminotransferasa  (AST), alanina aminotransferasa(ALT), gamma
glutamiltranspeptidasa GGT, fosfatasa alcalina(ALP) y de la inmunoglobulina A
(IgA)en saliva, estdn relacionados con la enfermedad periodontal (Grupta, 2013, Kim,

2013; Rathnayake, et al., 2017).

Estas enzimas se elevan en saliva de pacientes con enfermedad periodontal, por ello
pueden ser consideradas como biomarcadores de la condicién funcional de los tejidos
periodontales. Lo anterior propone nuevas formas de diagndstico y de evaluacién para
estudiar la eficacia de la terapia de la salud periodontal (Zhang, et al., 2012; Dabra,

China, Kaushki, 2013; Konerus, 2014).
4.3 Biomarcador o marcador biologico.

El término biomarcador se usa para medir la interaccién entre un sistema bioldgico
y un agente (quimico, fisico o bioldgico). Los biomarcadores son sustancias que
proveen informacion sobre el estado normal o patolégico de un individuo o de una
poblacién y permiten comprender con mayor profundidad a las enfermedades para
establecer la prevencion, diagndstico, tratamiento y/o conocer la progresion de la
enfermedad, asi como la respuesta a la terapia (Albertini, 1999; Vainio, 2004; Vand Den
Brand et al., 2002; Schulte, Hauser, 2011). Es una molécula cuyos niveles se pueden
cuantificar objetivamente y por lo tanto puede ser util como un indicador entre procesos

bioldgicos sanos y patologicos.

Algunos de los posibles biomarcadores de destruccion periodontal mas estudiados y que
cuentan con resultados promisorios son la piridinolina (ICTP), ostecalcina,
prostaglandina E2 (PGE2), interleuquina 17 (IL-17) y la aspartatoaminotransferasa
(AST). Gonzdlez J., Rivera S., 2017:
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4.4 Aspartato aminotransferasa (AST).

La aspartatoaminotransferasa (ATS), también conocida como transaminasa glutdmico-
oxalacética (GOT), es una enzima que se localiza citoplasmdticamente, se encuentra
ampliamente distribuida en el corazén e higadoy en menor grado en el musculo
esquelético, rifiones, pancreas, vaso, pulmones y cerebro. El dafio a estos tejidos da
como resultado la liberacion de AST al medio extracelular , lo cual se asocia con

muerte celular y deterioro tisular (Lamster, 1997).

Chambers y colaboradores en 1984 midieron los cambios del nivel de ATS en FGC
durante el desarrollo de periodontitis y reportaron un aumento de los niveles de ATS y
pérdida de insercién. Persson y colaboradores (1990) relacionaron la elevacion de los
niveles de ATS en FGC en los sitios con pérdida de insercion y los valores maximos de

ATS con inflamacién gingival severa.

Rivera y colaboradores (2006) describieron que la actividad de AST aument6 en forma
significativa en el FGC de pacientes con enfermedad periodontal cuando se compard
con los sujetos clinicamente sanos, y sugirieron que los tejidos periodontales dafiados

liberan enzimas citosélicas al FGC

Se ha observado que en mujeres embarazadas con gingivitis o periodontitis
independientemente de su estadio o grado asociada, pueden tener alguno de las
siguientes complicaciones: partos prematuros, productos con menor peso al nacer,
complicaciones de los estados diabéticos preestablecidos o de diabetes gestacional,
sufrir problemas con riesgo de eclampsia o preeclampsia, complicaciones por
enfermedades renales preestablecidas o desarrolladas durante la prefiez si al embarazo
se suma (de manera directa o indirecta) diabetes, diabetes gestacional, eclampsia o
preeclampsia (Lopez et al., 2002; Castellanos,y Diaz, 2009; Santos-Pereira, 2007;
Offenbacher, Beck, 2007; Toygar et al.,2007).
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4.5 Saliva.

La saliva es una solucién hipoténica secretada en un 90% por las glandulas salivales
mayores, incluyendo a las parétidas, sub-mandibulares y sublinguales. Las gldndulas
salivales presentan una alta permeabilidad y se encuentran rodeadas por abundantes
capilares lo que permite un intercambio mds 4gil de moléculas. Las personas
normalmente sanas producen 600 ml de saliva por dia. El 99 % de la saliva es agua, en
ella se encuentran moléculas como la amilasa salival, mucopolisacdridos, mucinas
lisozimas e iones como Na*, K*, Ca?*, CI". Entre sus funciones encontramos: limpieza
oral eliminando bacterias y detritus, la amilasa salival, presente en la saliva cataliza la
hidrdlisis de maltosa y glucosa; la lisozima tiene un efecto bactericida. Esto hace de la
saliva un elemento importante del sistema inmune en humanos. En la saliva se puede
encontrar factores de riesgo para algunas patologias ya que en ella se puede excretar KI,

Pb y Hg, o transmitir virus como el de la rabia, hepatitis, polio.

Actualmente la saliva es considerada como una fuente potencial de marcadores
bioldgicos lo que facilitaria pruebas de diagndstico con métodos no invasivos. La saliva
contiene varios tipos de proteinas en su composicion, algunas han sido descritas por su
actividad protectora contra enfermedades de la cavidad oral. Las diferencias en las
concentraciones de algunas de las proteinas presentes en la saliva se relacionan con
sujetos con enfermedades sistémicas como la diabetes mellitus (Rao, et al; 2006), la
fibrosis cistica (Minarowski, et al; 2008) céncer oral (Hu, et al; 2007). La presencia de
otras proteinas ha sido relacionada con la presencia de caries dental. El diagndstico con
estudios no invasivos no se encuentra limitado a enfermedades de la cavidad oral,
permitird el diagndstico de enfermedades sistémicas, sindromes, deficiencias
hereditarias y en ginecologia, principalmente en mujeres embarazadas podria
representar un método seguro, no invasivo de primera eleccion (StepanPodzimek et al.,

2016).
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5. MATERIALES Y METODOS.
5.1 DISENO DEL ESTUDIO.

El disefio de estudio es comparativo,experimental y prospectivo.

5.2 UNIVERSO DE ESTUDIO.

Fueron seleccionados pacientes embarazadas y no embarazadas entre 20 y 25 afios de
edad (con o sin enfermedad periodontal) sin considerar periodo de embarazo, la

muestra poblacional se selecciond de las pacientes que acuden a la clinica de la Facultad

de Estomatologia de la BUAP.

5.3 TAMANO DE MUESTRA.

Se incluyé una muestra de 22 pacientes en total y se clasificaron en cuatro grupos
experimentales de acuerdo a su diagndstico previamente realizado: grupo de pacientes
sanas (S) con 5 personas; grupo de pacientes con enfermedad periodontal (EP) con 6
mujeres; grupo de pacientes gravidas o embarazadas (EMB) con 5 personas; y grupo de

pacientes gravidas con enfermedad periodontal (EMB/EP) con 6 participantes.

5.4 CRITERIOS DE SELECCION.

Fueron inclusion pacientes entre 25 y 35 afios de edad embarazadas y no embarazadas
con y sin enfermedad periodontal. Se excluyeron pacientes fumadoras, con
antecedentesenfermedades hepaticas, vasculares o respiratorias, pacientes diabéticas o
enfermedades inmunoldgicas. Se eliminaron Criterios a aquellas pacientes que no

acudieron a la citas.

5.5 DESCRIPCION DE PROCEDIMIENTOS.

5.5.1Evaluacion de pacientes e historia clinica.
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La evaluacion la realiz6 el investigador previo llenado de la historia clinica y

autorizacion del paciente, se realizd andlisis clinico periodontal y de acuerdo a los

siguientes

periodontal.

criterios se determiné la ausencia o

presencia de

Criterios:

Descrpcion Caédigo
Ausencia de inflamacién,sin bolsas | SANO
periodontales con menos del 10% de

zonas afectadas

Inflamacion gingival/leve, moderada o | Enfermedad
severa con presencia de  bolsas | periodontal

periodontales en mas del 10% de zonas

afectadas.

5.5.2 Toma de muestra salival

enfermedad

A las pacientes seleccionadas se les indicé no cepillar sus dientes, ni consumir

alimentos por lo menos una hora antes a la toma de saliva. Se les solicité depositar la

saliva no estimulada en un tubo estéril de 15 ml (Fig. 3) hasta conseguir un volumen

entre 0.1 y 1 ml de muestra. El tubo se rotul6 con las iniciales de la paciente y de

acuerdo con su estado de salud. Las muestras se guardaron a 2-8 grados C (Navazesh,

1993) para su posterior andlisis en un espectrofotometro uv-visible.
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Figura 8. En la imagen izquierda se muestra el procedimiento para recolectar la saliva
no estimulada por el método de escurrimiento. En la imagen derecha se muestran los

tubos rotulados que contenian la muestra.

5.5.3 Analisis de aspartato aminotransferasa

Una vez obtenidas, las muestras de saliva se analizaron en un espectrofotémetro
Genesys 20 (ThermoSpectronic), el cual permite mediciones sencillas en el rango
correspondiente a 325-1100 nm. La actividad de la enzima aspartato aminotransferasa
(AST) se determind espectrofotométricamente y de acuerdo a las instrucciones de los

reactivos de la casa comercial Spinreact. El procedimiento se detalla a continuacién:
5.5.3.1 Preparacion de las muestras y del espectrofotometro.

Las muestras se incubaron a temperatura ambiente y constante (25° C) durante 30
minutos. Durante este periodo se preparo el espectrofotdmetro de acuerdo con el manual
de Thermo Spectronic para medir la absorbancia de las muestras a una longitud de onda
de 340 nm. Se utilizaron celdas (cubetas) desechables, estériles y libres de ARNasas,
con 1 cm de paso de luz (UVette Eppendorf) (Fig. 4). Asi mismo, el blanco del anélisis

se realiz6 con agua destilada de acuerdo con las instrucciones de Spinreact (Fig. 5).
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Figura 9. Cubetas o celdas desechables para mediciones espectrofotométricas con una
base cuadrangular de 1 x 1 cm. Los reactivos para realizar el andlisis también se
muestran en la imagen (frascos &mbar de tapa blanca y azul).

Figura 10. Espectrofotémetro Genesys 20 ajustado a cero de absorbancia (A) a 340 nm
con agua destilada.

5.5.3.2 Preparacion de los reactivos.

Los reactivos 1 y 2 se prepararon de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se

describen a continuacién:

a) Reactivo 1 (amortiguador): Tris pH 7.8 (80 mmol/l), lactato deshidrogenasa (800
U/1), malato deshidrogenasa (600 U/I), L-aspartato (200 mmol/l).
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b) Reactivo 2 (sustrato): NADH (0.18 mmol/l), a-cetoglutarato (12 mmol/l).

A un volumen de reactivo 2 se le afiadieron 4 volimenes de reactivo 1 para obtener el
reactivo de trabajo (RT). La determinacion de la actividad enzimética de AST se realiz6
anadiendo 100 pl de muestra de saliva a 1 ml de RT, por lo que se prepar6 un volumen
total de 30 ml de RT, lo cual correspondié a 6 ml de reactivo 1 mds 24 ml de reactivo 2.

(Fig. 6).

Figurall. Preparacion de 30 ml de reactivo de trabajo RT. Se incub6 durante 1 minuto
a temperatura ambiente. Frasco con tapa blanca corresponde al reactivo 1. Frasco con
tapa azul corresponde al reactivo 2.

5.5.3.3Preparacion de las muestras a analizar.

Con una micropipeta de rango de volumen entre 20 y 200 pl se midié 100 pl de la
primera muestra de saliva y se afiadi6 a 1 ml de reactivo de trabajo (RT) previamente
colocado en la celda o cubeta, figura 7. Se incubé durante 1 minuto a temperatura
ambiente (25 grados C) se puso en marche el cronémetro y se ley6 la absorbancia cada
minuto durante tres minutos, figura 8. Para las siguientes muestras se procedié de la

misma manera.
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Figura 12. Micropipeta (Rainin, de 20-200 [J1) para medir el volumen de saliva.

GEN=SYS 20

Figura 13. Lectura de la absorbancia de la muestra (se muestra un ejemplo). Se
obtuvieron tres mediciones por muestra.

La AST es una enzima que cataliza la transferencia de un grupo amino del L-
aspartato al a-cetoglutarato, produciendo glutamato y oxaloacetato. El oxaloacetato se
reduce a malato en presencia de malato deshidrogenasa y de nicotinamin adenin
dinucledtido en su forma reducida (NADH). La velocidad en la que disminuye la
concentracion de NADH en la solucién es proporcional a la concentracion catalitica de
AST en la solucion, es decir si en la muestra estd presente la enzima AST, entonces

habrd una disminucién de NADH. Esta disminucién puede medirse de acuerdo con el
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rango de absorcion de NADH, el cual resulta 6ptimo a la longitud de onda de 340 nm.
Por lo tanto, la absorbancia medida es en realidad es en realidad una medida

proporcional de lo que queda de NADH sin reaccionar en la solucién RT.

5.6 Interpretacion de los datos de absorbancia.

La AST es una enzima que cataliza la transferencia de un grupo amino del L-
aspartato al a-cetoglutarato, produciendo glutamato y oxaloacetato. El oxaloacetato se
reduce a malato en presencia de malato deshidrogenasa y de nicotinamin adenin
dinucleétido en su forma reducida (NADH). La velocidad en la que disminuye la
concentracion de NADH en la solucién es proporcional a la concentracion catalitica de
AST en la solucion, es decir si en la muestra estd presente la enzima AST, entonces
habrd una disminucién de NADH. Esta disminucion puede medirse de acuerdo con el
rango de absorcién de NADH, el cual resulta éptimo a la longitud de onda de 340 nm.
Por lo tanto, la absorbancia medida es en realidad es en realidad una medida

proporcional de lo que queda de NADH sin reaccionar en la solucién RT.

5.7 CONSIDERACIONES ETICAS.

"Todos los procedimientos estardn de acuerdo con lo estipulado en el Reglamento de la

ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud”:

e Titulo segundo, capitulo I, Articulo 17, Seccién 1II, investigacién con riesgo minimo,
se anexa hoja de consentimiento informado.

e Titulo tercero. De la investigacion de nuevos recursos profilacticos, de
diagnostico, terapéuticos y de rehabilitaciéon. Capitulo I Articulos 61-64 Cuando
se realice investigacion en seres humanos sobre nuevos (o se modifiquen) recursos
profilacticos, dx, terapéuticos o rehabilitacion, ademds deberén solicitar autorizacion

de la Secretaria presentando documentacién requerida.
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6. RESULTADOS

En la tabla 1 se muestran los resultados obtenidos en el presente estudio. En rosa
palido se agrupan las pacientes sanas (SANA). En azul las pacientes con enfermedad
periodontal (EP). En verde las pacientes gravidas o embarazadas (EMB). En rosa las
pacientes con enfermedad periodontal y gravidas (EMB/EP). Los datos generales
incluyen: nimero de muestra procesada en el espectrofotometro; iniciales, edady estado
de salud (incluyendo los meses de gestacion si es el caso) de las pacientes. En seguida,
se muestra la lectura de las absorbancias (ABS) obtenidas en cada minuto. La columna
siguiente,contiene la varianza de las absorbancias entre los minutos, es decir, el valor
absoluto de la diferencia entre las absorbancias medidas en los minutos 1 y 2 y los
minutos 2 y 3. Los datos de la varianza representan la velocidad de cambio de las
absorbancias por minuto, es decir qué tan rdpido estd disminuyendo NADH por la
presencia de AST. Posteriormente, la columna que sigue, muestra el promedio de la

varianza (AA/min). Finalmente, se muestra el producto de AA/min por el factor 1750 en

la dltima columna.

DATOS GENERALES ABSORBANCIA (ABS) [VARIANZA DE ABS ENTRE LOS MINUTOS (AA)[ PROMEDIO/MIN | (AA/min)*1750
MUESTRA|PACIENTE | EDAD [OBSERVACION|1min [2min |3min | Minutos1y2 | Minutos2y 3 (AA/min) u/L

20 AS 21 |SANA 0.604| 0.603| 0.604 0.001 0.001 0.001 1.75
15 ARS 22 |SANA 0.589| 0.589 0.588 0 0.001 0.0005 0.875
9 DD 26 |SANA 0.588| 0.587| 0.588 0.001 0.001 0.001 1.75
12 GE 23 |SANA 0.583| 0.583| 0.584 0 0.001 0.0005 0.875
11 DS 26 |SANA 0.579| 0.579| 0.58 0 0.001 0.0005 0.875
22 LL 35 |EP 0.629| 0.629 0.627 0 0.002 0.001 1.75
21 MFS 23 |EP 0.623| 0.622| 0.621 0.001 0.001 0.001 1.75
19 BG 23 |EP 0.619| 0.619] 0.618 0 0.001 0.0005 0.875
1 M 35 |EP 0.588| 0.59| 0.59 0.002 0 0.001 1.75
14 1] 26 |EP 0.581| 0.581| 0.58 0 0.001 0.0005 0.875
17 D 27 |EP 0.581| 0.58] 0.579 0.001 0.001 0.001 1.75
8 DLT 20 [EMB/3/SANA | 0.651| 0.651| 0.651 0 0 0 0
10 SM 35 |EMB/3/SANA | 0.588| 0.587| 0.587 0.001 0 0.0005 0.875
6 AH 24 |EMB/2/SANA | 0.672| 0.669| 0.668 0.003 0.001 0.002 3.5
18 SG 24 |EMB/2/SANA | 0.586| 0.586| 0.584 0 0.002 0.001 1.75
16 CJ 23 [EMB/2/SANA | 0.579| 0.578| 0.579 0.001 0.001 0.001 1.75
5 MG 20 |EMB/2/EP 0.691| 0.691| 0.691 0 0 0 0
3 SC 27 |EMB/2/EP 0.662| 0.66| 0.659 0.002 0.001 0.0015 2.625
13 VR 35 |EMB/2/EP 0.607| 0.606| 0.606 0.001 0 0.0005 0.875
7 1Q 20 |EMB/2/EP 0.589| 0.59| 0.59 0.001 0 0.0005 0.875
4 FD 30 |EMB/1/EP 0.651| 0.649 0.647 0.002 0.002 0.002 3.5
2 AM 25 |EMB/1/EP 0.628| 0.628 0.627 0 0.001 0.0005 0.875

Tabla 1. Resultados de la muestras de saliva colectada por el método de escurrimiento.
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La multiplicacion por el factor 1750 se debe a que la actividad enzimatica de la AST
depende del “€” (coeficiente de extincién molar o absortividad) del NADH a 340 nm, el
cual tiene un valor de 0.00622 (M cm™). La actividad en unidades por litro (U/L) de
AST es la cantidad de enzima que produce 1 nmol/L de NADH por minuto.

U/L = (AA/min/absortividad) x (volumen total/volumen de la muestra)
U/L = (AA/min/0.00622) x (1.1 m1/0.1 ml)

U/L = AA/min x 1746

Aproximando a 1750

U/L = AA/min x 1750

La unidad internacional (UI) es la cantidad de enzima que convierte 1 pumol de
sustrato por minuto en condiciones estdndar. La concentracién se expresa en unidades
por litro (U/L) por ello en la tabla se muestra en la dltima columna los valores en U/L..

6.1. Analisis estadistico

Se obtuvo el promedio de las U/L por grupo. Los datos se normalizaron con respecto
al grupo de pacientes sanas y se grafico el porcentaje (pacientes/sanas) * 100. La
desviacidn estandar y el error estdndar se obtuvieron utilizando el programa Excel. Para
el andlisis estadistico se empled el programa Sigma Plot, versién 11.0. Se aplicé una
prueba t de Student, comparando cada uno de los grupos contra el grupo de pacientes
sanas. Los resultados se muestran en la grafica 1. La comparacién de los grupos contra
el control muestra una p < 0.001, indicando que existe una diferencia estadisticamente

significativa entre los grupos comparados. Alfa = 0.005.

SALUD PROMEDIO | NORMALIZACION | DESVIACION ERROR P
ESTANDAR | ESTANDAR

SANA 1.225 100 0.47925724 0.21433035 =1

EP 1.458333333 119 0.45184806 0.1844662 <
0.001

EMB 1.575 129 1.29783474 0.58040934 <
0.001

EMB/EP | 1.458333333 119 1.31735214 0.53780676 <
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Tabla 2. Analisis estadistico

e
S

(Pacientes / SANAS ) * 100

Sana Ep Emb Emb/Ep

Figura 9. Los grupos de pacientes con enfermedad periodontal (EP), gravidas (EMB),
y gravidas con enfermedad periodonal (EMB/EP), también se analizaron con la prueba
T. Los resultados mostraron que entre el grupo EP y EMB existe una diferencia
significativa (p < 0.001), al igual que entre EMB y EMB/EP. Entre el grupo EP y
EMBV/EP no existe diferencia significativa, p> 1.
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7. DISCUSION

En el presente estudio se determinaron los niveles de aspartato aminotransferasa
(AST) en la saliva no estimulada de pacientes grdvidas y no gravidas, que fueron
diagnosticadas con enfermedad periodontal o sin enfermedad periodontal. Para la
evaluacion de las concentraciones de la enzima en unidades por litro (U/L), se emple6 el
método espectrofotométrico. Este método estd basado en la cuantificaciéon de la
absorbancia de NADH (nicotin adenin dinucledtido en su forma reducida) que queda en
solucién una vez que ha reaccionado la enzima AST. La deteccion de los niveles de
AST estd basada en el acoplamiento de dos reacciones quimicasque se describen a

continuacion.

Inicialmente se tiene una solucién que designamos como reactivo de trabajo (RT).
De acuerdo con las instrucciones del fabricante o la casa comercial Spinreact esta

solucién RT contiene una mezcla de los siguientes reactivos (ver material y métodos):

Reactivo Sustancias Concentracion
TRIS pH 7,8 80 mmol/L.
Lactato 800 U/L
deshidrogenasa
R1 (tamp6n) (LDH)
Malato 600 U/L
deshidrogenasa
(MDH)
L-Aspartato 200 mmol/L
R2 (sustrato) NADH 0.18 mmol/L
[J-cetoglutarato | 12 mmol/L

Tabla 3. Sustancias y concentraciones de los reactivos R1 y R2 que se mezclan en la
reaccion de trabajo RT de acuerdo a las instrucciones de la casa comercial Spinreact.

En presencia de la enzima AST, el grupo amino (-NH3*) del L-aspartato (R1) se
transfiere al a-cetoglutarato (R2), ya que, que como su nombre lo indica, la actividad de

la enzima consiste en catalizar la reaccién de la figura 10.
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Figura 14. Transferencia del grupo amino del L-aspartato al a-cetoglutarato,
forméndose como productos oxaloacetato y glutamato. Imagen tomada de la pagina
http://www3.uah.es/bioquimica/Tejedor/BBM-II farmacia/temal3.htm.

El oxaloacetato reacciona en presencia de la malato deshidrogenasa (MAD) (R1) con el
nicotinaminadenin dinucleétido en su forma reducida (NADH) (R2) para formar malato
y nicotinaminadenin dinucleétido en su forma oxidada (NAD') de acuerdo con la

reaccion quimica siguiente:

COO CoO"

CH NADH +H*

2 NAD* CH

. ~
C_’O malato deshidrogenasa’ H C O H

2

COO-

oxalacetato

COO

malato
Figura 15. Formacién de malato en presencia de malato deshidrogenasa del R1. Imagen
tomada y modificada de la pagina
https://www.biologiasur.org/index.php/component/content/article/164-
metabolismo/434-metabolismo-2-soluciones
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Muchos ensayos bioldgicos se basan en las reacciones reversibles de 6xido-reduccion
de NAD+ (forma oxidada) y de NADH (forma reducida) acopladas a sistemas
enziméticos del metabolismo de los aminodcidos. Tal es el caso de la enzima AST.
Debido a que la forma reducida (NADH) absorbe luz en una longitud de onda especifica
de 340 nm, es posible determinar la velocidad (la concentracién por minuto) con la que
desaparece NADH. NADH, que se encuentra en el R2, reaccionara con el oxaloacetato
unicamente si la AST logré catalizar la transferencia del grupo amino del L-aspartato al
a-cetoglutarato; por ello, a medida que AST forma oxaloacetato, las concentraciones de
la NADH disminuyen, pues estd reaccionado con el oxaloacetato (ver las figuras 10 y
11). La velocidad de disminucién de las concetraciones de NADH pueden cuantificarse
espectrofotométricamente de acuerdo a la longitud de onda de 340 nm, y lo mads
importante, de acuerdo con las reacciones arriba descritas, esta velocidad es
proporcional a la concentracion catalitica de AST, es decir a la actividad de AST. Como
se describid anteriormente, la actividad enzimdtica de AST depende del coeficiente de
extincion molar del NADH a 340 nm, que es de 0.00622 M'cm™, e inidca la capacidad
de absorcion especifica del NADH a esa longitud de onda en un medio de 1 cm de

ancho por 1 cm de largo (medida de la celda o cubeta usada en el espectrofotémetro).

La actividad medida en unidades por litro (U/L) de AST es entonces la cantidad de
enzima que produce 1 nmol/LL de NADH por minuto y se calcula a partir del promedio
de las diferencias entre las absorbancias medidas por minuto (LJA/min) y su

multiplicacion por el factor de 1750 como se describid anteriormente.

Los resultados de la tabla 1 y el andlisis estadistico muestran que los grupos de
pacientes con enfermedad periodontal (EP), el grupo de embarazadas (EMB) y de
mujeres con enfermedad periodontal y embarazadas (EMB/EP) presentan niveles de
AST mayores en comparacion con el grupo de mujeres sanas, en una proporcion de 19
%, 28 % y 19 % respectivamente para cada grupo. Los datos sugieren que la saliva de
las pacientes contiene niveles de AST cuantificables por el método espectrofotométrico
y que la tendencia estadistica muestra valores significativos (p =< 0.001) para cada
grupo. De manera interesante, el grupo con niveles mds altos de AST resulto ser el de

mujeres embarazadas, lo cual sugiere la susceptibilidad de desarrollar baceteremia en
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las embarazadas y que ello representa un riesgo alto de sufrir complicaciones en el
embarazo. Asi mismo y también de manera interesante el grupo EP y el grupo EMB/EP
no presentan diferencias significativas, esto quizd se deba a la edad de gestacion de las
pacientes gravidas en este grupo (1 y 2 meses) en comparacion con la edad de gestacion
del grupo de embarazadas (2 y 3 meses), lo cual podria sugerir que entre mayor edad de
gestacion mayor susceptibilidad de desarrollar enfermedad periodontal evolutiva a
periodontitis, lo cual puede ser mds claro al aumentar el nimero de casos con

diferencias en la edad gestacional.

Los datos muestran una clara tendencia de un aumento de los niveles de AST en
personas con enfermedad periodontal y que esto se agrava si la paciente es gravida. Un
aumento en el nimero de casos analizados podria suponer una tendencia similar y mas
contundente. Por lo tanto, existe dafo tisular periodontal importante que puede inducir a

complicaciones en el parto.
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8. CONCLUSION

1. Los biomarcadores enzimdticos en la saliva son cuantificables por métodos
espectrofotométricos especialmente si se acoplan a reacciones de 6xido-reduccion que

implique la participacién de NAD.

2. La recoleccion en saliva y la cuantificacion de los niveles de biomarcadores
enzimaticos que sugieran dafio tisular como es el caso de la AST en la enfermedad
periodontal, puede aplicarse de manera efectiva al ser un método sencillo y no invasivo
para brindar un diagnéstico oportuno asi como un tratamiento Optimo para la

enfermedad, especialmente si estd acompafia al estado de gravidez de las pacientes.

3. El enfermedad periodontal en mujeres gravidas puede detectarse en etapas tempranas
mediante la recoleccion de saliva y la cuantificacion de AST con el fin de evitar

complicaciones en el parto.
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9. ANEXOS

9.1 Hoja de consentimiento informado

-~
(i)cnu DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

De acuerdo con las disposiciones contenida en la Ley General de Salud, titulo Quinto *
investigacién para la salud”, Capitulo Unico ,articulo 100,fraccién IV, asi como del Reglamento de
a Ley General de Salud en materia de Investigacién para la Salud, titulo Segundo * de los
aspectos éticos de la Investigacién en Seres Humanos” capltulo |, Disposiciones comunes, Articulo
13 que sefiala que en toda investigacién en la que el ser humano sea sujeto de estudio,
deberdn prevalecer el criterio del respeto a su dignidad y a la proteccién de sus derechos y
bienestar, articulo 14 fraceién V,20,21y 22 de dicho reglamento; y de conformidad con los
principios éticos contenidos en la Declaracién de Helsinki, se me ha explicado e informado
que:

€l estudio al que me he ofrecido participar y en el estado de embarazo que presento, no se
corre riesgo alguno ya que solo serd analizada la saliva recolectada y depositada en un
recipiente especial para  realizar un andlisis quimico,

Se me ha informado que no existe riesgo de padecer dolor o molestia alguna en la
recoleccién de la saliva.

Seme ha informado que no existe riesgo alguno para el embarazo ni para el ser que esté en
mivientre, entendido que es una muestra simple de saliva,

Se me ha informado aclarado y asegurado que puedo preguntar hasta mi complacencia todo
o relacionado con el estudio asi como retirar mi consentimiento en cualquier momento que
volo decida sin que me afecte en mi atencién profesional.

Autorizo la publicacién de los resultados manteniendo en anonimato mi identidad,

Los gastos de dicha estudio serdn cublertos por el investigador e informo que no he recibido
ni recibiré pago alguno por la participacién en el estudio.

Con fecha, en Puebla Pue., habiendo comprendido lo anterior
¥ una vez que se me aclararon todas las dudas con respecto a mi participacién en el estudio
Yo,

Acepto participar en el estudio. EVALUACION DE LOS NIVELES DE ASPARTATO
AMINOTRANSFERASA EN SALIVA DE PACIENTES EMBARAZADAS Y SU
RELACION CON LA ENFERMEDAD PERIODONTAL

Nombre y firma de consentimiento informado

FERNANDO DE J. MARTINEZ ARRONIZ

INVESTIGADOR
9.2 Hi ri lini
. istoria clinica.
EXPEDIENTE CLINICO
4. ANTECEDENTES PERSOMALES PATOLOGICOS (APR)
T T
PPr— SARANPIEN HIPOTENSIGNARTERAL
oweran =y e e kT
= e s
s | [ [ | oo
. HISTORIA MEDICA GENERAL NEUNONIA OLCERS GASTRICA
T S e
p— ECr o — Er I ] P T ST o e
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9.3 Periodontograma

ANTECEDENTES GINECO-OBSTETRICO

MENARCA:

RITMO MENSTRUAL:

EDAD DE INICIO DE LA VIDA SEXUAL: METODO DE FLANIFICACION:

NUMERG DE EMBARZOS: GLTIMO PAPANICOLAO:

RS FECHA APROXIMADA DE LA ULTMA REGLA:

PARTO NATURAL: 574 EMEARAZADA: rPe——

"ABORTOS: ESTA AMAMANTANDO: Criterios:

Descrpeion Codigo

PERIODONTOGRAMA

Ausencia de inflamacion, sin  bolsas | SANO

L periodontales con menos del 10% de

zonas afectadas

BUCAL Inflamacién gingival/leve, moderada o | Enfermedad
severa con  presencia  de  bolsas | periodontal

periodontales en mas del 10% de zonas

afectadas.

M
utfiu

LINGUAL

DIAGNGSTICO CLINICO:
OBSERVACIONES:
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