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RESUMEN

OBJETIVO. Valorar la utilidad de la medicién de la esterasa leucocitaria y la
Interleucina 1 beta en fluido crevicular gingival como marcadores biolégicos de
la progresion de periodontitis. MATERIAL Y METODOS. Se efectu6 un estudio
con un disefio de casos y controles entre Agosto 2005 a Febrero 2006,
definiendo como casos a pacientes con diagnoéstico de periodontitis confirmada
y controles a pacientes sin periodontitis. Se recolectaron muestras de 290
pacientes colocando puntas de papel estandarizadas dentro del surco gingival.
Se midieron niveles de esterasa leucocitaria de forma cuantitativa y
semicuantitativa ,también IL-1B por ELISA en fluido crevicular gingival. Para la
medicion semicuantitativa de esterasa leucocitaria se utilizaron tiras reactivas
Multistix-10SG. Para la cuantificacion de la misma se midio
espectrofotométricamente a 400 nm. Se calculé un factor de absorcion y se
reporté en numero de leucocitos/pl. Se cuantifico la IL-1B a través de una
prueba de ELISA por medio del kit comercial marca Peprotech. Se evaluaron
factores de riesgo asociados, profundidad de sondeo, resorcién ésea e indice
de placa bacteriana obtenidos del expediente clinico. RESULTADOS . La
esterasa leucocitaria semicuantitativa mostr0 cambios de color en tiras
reactivas con los casos y negativo en los controles. Los niveles de esterasa
leucocitaria cuantitativa para casos fueron de 11 a 80 leucocitos/ul y en
controles de 0 a 10 leucocitos/pl . Los niveles de IL-13 para casos mostraron
niveles mayores de 5.2 ng/ml y para controles menores de 5.2 ng/ml. Las
pruebas enzimaticas tuvieron asociacion positiva con sondeo mayor de 6 mmy
pérdida ésea mayor de 4 mm e indice de placa bacteriana mayor del 70%.
CONCLUSIONES. La progresion de la enfermedad periodontal puede ser
medida a través de los niveles de esterasa leucocitaria y de IL-1 encontradas
en fluido crevicular gingival.

Palabras clave: Periodontitis, Citocinas, Marcadores de inflamacion,
Diagndstico rapido.

iv



Esterasa Leucocitaria e Interleucina 1 beta en el diagnostico de periodontitis

ABSTRACT

PURPOSE: To value the useful measurement of the leukocyte esterase and
Interleukin -1beta in gingival crevicular fluid as a biologic mark predictor in the
progresion of periodontal disease. METHODS: In a case-control study between
August 2005 and February 2006 defining as cases patients with confirmed
diagnosis of periodontal disease and controls patients with no periodontal
disease. Samples from 290 patients was collected with standarized paper
points positioned in the gingival sulcus. The quantification and semi-
quantification of the leukocyte esterase levels and IL-18 with an ELISA assay
in gingival crevicular fluid was performed.. The semiquantification of the
leukocyte esterase used Multistix -10SG strips. The quantification was
measured at 400 nm wave length spectrum. An absorbance factor was
calculated trough leucocytes/ul. An ELISA assay was performed to get the
quantification of IL-18 through a commercial ELISA Kit (Peprotech). The
associated risk factors , deep probbing, bone resortion and plaque index was
got from the clinic data file. RESULTS: The leukocyte esterase
semiquantification color developed was evident in cases but negative in
controls. Leukocyte esterase quantification dropped in cases 11-80 leucocytes
/ul and in controls 0-10 leucocytes /ul . IL-1B levels got cases over 5.2 ng/ml
and controls less than 5.2 ng/ml. Enzymatic tests had positive association with
over 6 mm deep probing, over 4 mm bone resortion and over 70% plaque
index. CONCLUSIONS. The progresion of periodontal disease can be
measured through the levels of leukocyte esterase and IL-1B collected from the
gingival crevicular fluid.

Keywords: Periodontitis, Cytokines, Inflamation markers, Point of cure testing.
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I. INTRODUCCION

La enfermedad periodontal se caracteriza por la pérdida de la union del tejido
conectivo y su insercion al hueso alrededor del diente asi como la formacion de

bolsas debido a la migracién apical del epitelio de unién. **

Esta enfermedad en 2005 reporta en estudios de prevalencia,un aumento de
10% en la adolescencia a 90% en los 40 afios y, pasada la cuarta decada, la
gran mayoria de la poblacién muestra algtn signo de periodontitis.>® En México
en el mismo afio se reporta una tasa de incidencia de gingivitis y enfermedad
periodontal de 445 casos por cada 100,000 habitantes en un grupo de 25 a 44
de edad. En el estado de Guerrero durante el mismo periodo de tiempo en un
estudio sin especificar grupos de edad se han reportado 11,000 casos de

enfermedad periodontal en el total de la poblacién.’

La etiologia bacteriana de la enfermedad periodontal comprende tres bacterias:
Porphyromona gingivallis, Bacteroides forsythus y Treponema denticola’

La placa dentobacteriana es el factor predisponente principal, sin embargo
existen multiples factores que agravan la permanencia o evolucion de la
enfermedad periodontal. La complejidad de la microflora asociada y el papel
inmunoldgico que juega el huésped, la susceptibilidad genética y su respuesta
metabdlica, determinan la progresién de la enfermedad causando trastornos

no solamente a nivel local sino sistémico.?*?

Existen diversos factores de riesgo asociados a la periodontitis como la
diabetes mellitus , cuyos sujetos que la padecen tienen 3 veces la probabilidad
de sufrir pérdida de insercién periodontal,™® el tabaquismo que implica 2.82
veces un riesgo de gravedad de complicar la condicién periodontal, ** las
cardiopatias, cuyos sujetos que padecen periodontitis tienen un 25% mas de
riesgo de complicar padecimientos coronarios,'® cambios hormonales como el
embarazo, pubertad y menopausia que agravan las condiciones de los tejidos
de soporte periodontal hasta un 18% mas que aquellas personas sin trastornos
hormonales.'® Otros factores implicados en menor proporcién son:

enfermedades virales como SIDA, herpes, candidiasis cuya seropositividad en

1]
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combinacion con la edad confiere un aumento de hasta 2 veces el riesgo de

pérdida de insercion,'’*®

y factores genéticos como los polimorfismos del gen
de Interleucina 1 beta relacionados con enfermedad periodontal severa en
adultos.’® Estos factores estan asociados con la destruccién de tejidos,
infiltracion de marcadores de inflamacion cronica, mediadores de respuesta
biolégica y secrecion de productos causantes de lisis celular y demas

reacciones catabdlicas que traen consigo trastornos a nivel sistémico.?°

La periodontitis, al estar asociada con enfermedades cronico degenerativas;
desarrolla condiciones que agravan y aumentan las concentraciones de
enzimas catabdlicas en el fluido cervicular gingival en pacientes con diabetes
no controlada y con trastornos cardiovasculares comparado con aquellos que
no la padecen. En la enfermedad periodontal aguda, los niveles de glucosa se
elevan, se altera la microflora bacteriana, disminuye la respuesta inmunolégica
y aparecen pequefias lesiones vasculares trastornando el metabolismo del
colageno. Al incrementarse el nimero de bacterias en la placa dental comienza
la liberacion activa de componentes celulares que incrementan la respuesta
inflamatoria, asi como el aumento de linfocitos, monocitos y macréfagos que se
infiltran a los tejidos para liberar citocinas y prostaglandinas que exacerban la
respuesta inflamatoria. Se liberan proteinas de fase aguda, linfocitos Ty B y
células plasmaticas asi como anticuerpos en contra de microorganismos

pudiendo causar una reaccion cruzada con los tejidos del huésped.” (Figura 1)

El criterio utilizado para el diagnéstico en la enfermedad periodontal es limitado
para determinar el estadio del dafio cuando se requiere conocer la actividad de
la protedlisis, ya que se necesitan marcadores especificos que identifiquen
fases o0 episodios de dicha actividad. Estudios han demostrado que la
determinacién de mediadores en fluidos biolégicos son buenos indicadores de
la actividad inflamatoria. Otros estudios relacionan la patogénesis de
enfermedades periodontales identificando marcadores bioquimicos o
inmunoldgicos en saliva y fluido crevicular reflejando la extension de

destruccion periodontal y prediciendo la progresion futura de la enfermedad.”

2]
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ESMALTE

Rompimisnto da coligeno v
r2zbzorcion oe2z

Figura 1. Componentes celulares que intervienen en el desarrollo de la
Periodontitis.
Adaptado de Gin Compendium. Julio 2004 /Vol 25,No 7,Supll.

Actualmente el clinico valora solamente el estado del paciente a través el
sondeo periodontal, el control radiografico y modelos de estudio. No se usa el
analisis del fluido crevicular gingival (FCG), que puede ser Util para determinar
el estado periodontal de forma rapida y precisa y donde se pueden hacer
mediciones detectando metabolitos para determinar la progresion de la
enfermedad. El fluido crevicular gingival es el producto de la filtracién capilar de
los vasos sanguineos, linfaticos y epitelio de union y sulcular principalmente,
transudado en condiciones basales o inflamatorias, conteniendo elementos
bioquimicos que se ofrecen como marcadores de diagnéstico o prondstico de

la periodontitis.?*2°

3]
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Las esterasas leucocitarias son enzimas que hidrolizan los enlaces éster; se
encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza, en bacterias, hongos y
animales. Estan contenidas en los granulos de los neutrofilos, estan presentes
en cuadros inflamatorios correlacionados con procesos bacterianos infecciosos
como la periodontitis. Para medir su actividad, se han desarrollado métodos in
vitro empleando un sustrato convencional para detectar su actividad como el p-
nitrofenil acetato (p-NFA), el cual es una molécula con un enlace éster en su
estructura que al hidrolizarse desarrolla color, y puede ser monitoreado a una

longitud de onda de 400 nm.?®%’

La Interleucina 1 beta (IL-1B), es una citocina de respuesta temprana
producida por monocitos , macréfagos y células que activan los linfocitos T
potencializando la respuesta inmune. Interviene en una gama de eventos
proinflamatorios y sus niveles elevados estan estrechamente relacionados con
procesos de enfermedad periodontal crénica. Junto con el Factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) conforman uno de los ejes mayores de citocinas
proinflamatorias de respuesta a endotoxinas bacterianas, virus, mitdgenos o
antigenos, trauma y procesos degenerativos 0seos con alta actividad
osteoclastica, pudiendo inducir la liberacibn de citocinas secundarias. Su
sobrexpresibn ha sido encontrada en procesos degenerativos 0seo-

cartilaginosos como la artritis reumatoide.?

Se han encontrado niveles elevados de Interleucina 1 beta con pruebas de
ELISA en fluido crevicular gingival en pacientes con enfermedad periodontal
cronica y con pobre control glicémico en diabetes tipo 2; asi como en madres
comprometidas periodontalmente, con partos prematuros con bajo peso en
recién nacidos' Los fibroblastos pueden llegar a producir PGE2 en respuesta a
la IL-1p.

Las pruebas de ELISA son una herramienta util para determinar los niveles de
IL-1B8 en el FCG evidenciando su relacion con la progresion de la enfermedad

periodontal.?*3*

4]
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El objetivo del presente estudio fué valorar la utilidad de la medicion de
esterasa leucocitaria y de Interleucina 1 beta en fluido crevicular gingival como
marcadores biolégicos y como prueba diagnostica de la progresion de la
enfermedad periodontal comparandolos con los parametros clinicos de
profundidad de bolsas al sondeo, pérdida Osea y placa bacteriana, con la

subsecuente estimacién de factores asociados.
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Il. MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 un estudio de casos y controles con un tamafio de muestra de 290
pacientes con una razén 1:1, de 15 y mas afios de edad, de uno y otro sexo en
la clinica de investigacion y especializacion en endoperiodontologia en la
Facultad de Estudios Superiores Iztacala de la Universidad Nacional Autbnoma
de México en Tlanepantla Estado de México, en el periodo de agosto de 2005
a febrero de 2006. Los Casos fueron definidos por diagnéstico confirmado de
enfermedad periodontal basado en la profundidad de sondeo, pérdida désea
detectada radiograficamente e indice de placa dentobacteriana mayor al 20%,
los Controles fueron sujetos sin enfermedad periodontal. Todos los
participantes en el estudio firmaron un consentimiento informado. Se
excluyeron aquellos pacientes que estuvieron en desacuerdo con el estudio,
con alguna discapacidad fisica que les impidiera trasladarse al lugar del
estudio, presentaran alguna enfermedad grave y abandonasen el estudio.

(Anexos 1y 2)

Valoracion clinica. Con base en el expediente clinico, se analizaron los
factores de riesgo asociados como los demograficos (edad y sexo); patolégicos
(diabetes, hipertension arterial, tabaquismo, medicamentos) e higiénico
dietéticos (cepillado e indice de masa corporal). Todos los pacientes con
diagnéstico confirmado de hipertension arterial y diabetes mellitus refirieron
estar bajo control meédico antes de ser admitidos a la clinica de

endoperiodontologia (Anexo 3).

Valoracion periodontal. Para el diagnéstico de enfermedad periodontal se
considero el nivel de insercion a través del sondeo, el nivel de pérdida 6sea

valorada radiograficamente y el indice de placa dentobacteriana. (Anexo 4)
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Recoleccidén de muestra de fluido crevicular gingival. Se insertaron puntas
de papel absorbente estandarizadas de 0.45 mm (Hygienic) dentro del surco
gingival por 2 min previo aislado del campo con rollos de algodén y secado con
corriente de aire por 15 segundos en la zona mas comprometida
periodontalmente de los Organos dentarios primeros molares 0 incisivos
centrales, y se absorbié un promedio de 2.5 L de fluido crevicular gingival, se
introdujo en un tubo eppendorf con 150 pL de agua estéril, y se transportd a
un vial de plastico y congelo a

-70°C.

Valoracion semicuantitativa de esterasa leucocitaria en FCG. De la
dilucion anterior de fluido crevicular gingival se tomaron 20 uL y se colocaron
en una tira reactiva para analisis de orina marca Multistix-10SG en el lugar
marcado para leucocitos dando un tiempo de reaccion por 2 minutos. El
resultado se categorizé de acuerdo a la coloracion obtenida en trazas, leve,
moderada o severa. No se tomaron en cuenta los cambios de color después de

2 minutos de reaccion. (Anexo 5y)

Valoracion cuantitativa de esterasa leucocitaria en FCG. Para cuantificar la
esterasa leucocitaria se utilizO como sustrato cromogénico el p-nitrofenil
acetato (p-NFA) 50 mM en dicloro metano (Sigma Aldrich N8130). La mezcla
de reaccion para medir la actividad de esterasas estaba compuesta por: 20 pL
del sustrato (ImM concentracion final) diluido en Tris-HCI (pH 8.0) 20 mM,
NaCl 150 mM y TritonX-100 0.01% M a la que se le agregd 40 pL de la
muestra del FCG a una cubeta de cuarzo (Amersham) para realizar la medicion
de la dilucion, se agité suavemente por 30 segundos esperando 2 minutos de
reaccion procediendo a leer espectrofotométricamente a 400 nm ( Ultrospec
3300 pro Amersham Biosciences). La absorbancia resultante se expresd en
namero de leucocitos/microlitro utilizando una curva de calibracion disefiada

para tal fin. (Anexo 6)
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Determinacion de Interleucina -1 Beta. Mediante prueba de ELISA con un
anticuerpo recombinante anti IL-13 y como sistema revelador la Avidina biotina
se midi6 la cantidad de IL-1B usando un kit comercial de ELISA
(PEPROTECH).*?

Se siguieron las especificaciones del fabricante y se elaboré una curva de
calibracion con concentraciones desde 0 a 3 ng/ml. Se colocaron 50 pL de la
dilucién de FCG a cada pozo. Se permitié el desarrollo de color durante 10
minutos, se midio la absorbancia a 405 nm en lector de placas de ELISA marca
multiskan AFCENT V1.24 Termo Labsystems Los resultados se reportaron en

ng/ml de acuerdo al factor de dilucion. (Anexo 7)

Andlisis estadistico. Con la informacion del expediente clinico se elabor6 una
base de datos y se incorporaron las mediciones obtenidas de esterasa
leucocitaria y de IL-1B8. Se recodificaron las variables, se determinaron las
frecuencias simples para las variables cualitativas, media y desviacion estandar
para las variables cuantitativas simétricas, se utillizd el paquete estadistico
STATA v.8. aplicandose una prueba de regresion logistica multinomial,
calculando la raz6n de momios (RM) crudos y ajustados con sus respectivos

intervalos de confianza al 95%.y valor de “p”. (Cuadros 2-7)
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[ll. RESULTADOS.

Para evaluar la progresion de la enfermedad periodontal se midié la esterasa
leucocitaria y la Interleucina 1 beta en fluido crevicular gingival, y se estimaron

los factores asociados a la enfermedad periodontal .

Se incluyeron las caracteristicas de 290 personas, 145 Controles y 145 Casos
identificados con diagndstico preliminar de periodontitis. El rango de edad de la
poblacidon estudiada fué de 15 a 90 afios con media de 43.8+14.3, la edad
media de casos fue de 45.3+12, el sexo femenino representé el 68%. Se
identificé por entrevista que 11% padecia diabetes mellitus, 19% hipertension

arterial y 14% fumaba (cuadro 1).

Se observé aumento en la profundidad de bolsas al sondeo periodontal de 6 y
mas mm en los casos, 28% diferente a los controles. De manera similar se
encontré incremento en la pérdida 6sea entre los casos por arriba de 4 mm

distinto a los controles, (cuadro 2).

La semicuantificacién de esterasa leucocitaria mostré una tendencia
ascendente conforme aumentaba la progresién de la enfermedad. La reaccion
colorimétrica mostré6 cambios perceptibles en los controles y en los casos con

periodontitis mostraron niveles moderados a altos (cuadro 3).

La medicion cuantitativa de esterasa leucocitaria mostré para los controles
un rango de 0 a 10 leucocitos/uL por microlitro, mientras que en los casos fué
de 11 a 20 leucocitos/pL para periodontitis leve, 21 a 50 leucocitos/uL para la
periodontitis moderada y 51 a 80 leucocitos/uL para la periodontitis severa

(cuadro 3y Figura 2).
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Cuadro I. Caracteristicas de la poblacion* de casos y controles.

VARIABLES CONTROLES CASOS Subtotal TOTAL
n=145 (50%) n=145 (50%) Casos (%0)
Sin Periodontitis Con Periodontitis N=290 (100%)
LEVE MODERADA SEVERA
145 (50%) 55 (18.9%) 46(15.8%) 44(15.2%) 145 (50.0) 290(100%)
SEXO
Femenino 100 (34.4) 38 (13.1) 33 (11.3) 28(9.6) 99 (34.2) 199 (68.6)
Masculino 45 (15.5) 17 (5.8) 13 (4.4) 16 (5.5) 46 15.8) 91(31.3)
EDAD
15-30 41(14.3) 8(2.7) 5(1.7) 6(2.0) 19 (6.4) 60 (20.7)
31-44 25(8.6) 18 (6.2) 10 (3.4) 14 (4.8) 42(14.4) 67(23.0)
45-60 65 (22.4) 18 (6.2) 26 (9.0) 23(7.9) 67(23.0) 132 (45.5)
61-74 11(3.7) 11(3.7) 4(1.3) 1(0.3) 16(5.5) 27(9.3)
75-90 3(1.0) 0 1(0.3) 0 1(0.3) 4(1.3)
X'=438+14.3 X'=42.1+16.0 X =459+13.3 X =471+£116 X =43.1+11.2 X =45.3+12.0
Niveles de Glucosa
80 -110 mg/dl 80 (27.5) 19 (6.5) 26 (8.9) 21(7.2) 66(22.7) 146(50.3)
111-130 mg/di 65 (22.4) 36 (12.4) 20 (6.8) 23(7.9) 79(27.2) 144(49.6)
X =109.6£10.7
Diabetes Mellitus
NO 133 (45.8) 52 (17.9) 39 (13.4) 33 (11.3) 124(42.7) 257(88.6)
S| 12 (4.1) 3(1.0) 7(2.4) 113.7) 33(11.4) 33(11.4)
IMC kg/m2
<185 9(3.1) 0 0 0 9(3.1)
18.5-24.9 45 (15.5) 20 (6.8) 18 (6.2) 18 (6.2) 56 (19.3) 101 (34.8)
>25y mas 91(31.3) 35(12.0) 28 (9.6) 26(8.9) 89 (30.6) 180 (62.1)
X'=26.09 +4.2
T.A. Sistélica
100 - 120 mm 109( 37.5) 41(14.1) 33 (11.3) 33 (11.3) 107 (36.8) 216 (74.5)
121 - 160 mm 36 (12.4 14 (4.8) 13 (4.4) 11(3.7) 38(13.1) 74 (25.5)
X=1194.£72
T.A. Diastélica
60 - 80 Hg 88 (30.3) 25(8.6) 26 (8.9) 20 (6.8) 71(24.4) 159 (54.8)
81 - 110 Hg 57 (19.6) 30(10.3) 20 (6.8) 24 (8.2) (25.5) 131 (45.2)
X'=80.8 £7.12
HIPERTENSION
NO 120(41.3) 44 (15.1) 40 (13.7) 31(10.6) 115 (39.4) 235 (81.1)
S| 25 (8.6) 11(3.7) 6(2.0) 13 (4.4) 30 (10.3) 55(18.9
TABAQUISMO
NO 130 (44.8) 44 (15.2) 39 (13.4) 35(12.0) 110 (37.9) 248 (85.9)
S| 15(5.2) 11(3.7) 7(2.4) 9(3.1) 33 (11.3) 42 (14.1)
FRECUENCIA
CEPILLADO
1-2 por dia 114 (39.3) 46 (15.8) 39 (13.4) 38 (13.1) 123 (42.4) 237 (81.7)
3y mas por dia 31(10.6) 9(3.1) 7(2.4) 6 (2.0) 22(7.5) 53(18.3)
FRECUENCIA HILO
DENTAL
No usa 106(36.5) 42 (14.4) 36 (12.4) 40 (13.7) 118 (40.6) 224 (77.2)
1-2 pordia 38(13.1) 12 (4.1) 10 (3.4) 4(1.3) 26 (8.9) 64 (22.1)
3y mas por dia 1(0.3) 1(0.3) 0 0 1(0.6) 2(0.6)

*-Clinica Endoperiodontologia -FESI* UNAM , Tlanepantla Edo. De México.
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Cuadro Il. Mediciones clinicas periodontales de casos y controles por
diagnostico preliminar.

Parametros CONTROLES CASOS Total
clinicos Subtotal n= 145 (50%) Subtotal N=290
n= 145 (50%) Con Periodontitis Casos(%) (100%)
Sin LEVE  MODERADA
periodontitis]SEVERA
INDICE DE PLACA{ 145(50%) 55(18.9)  46(15.8) 145 (50%) | 290 (100%)
BACTERIANA 44(15.2)

0-20% 35(12.1) 8(2.8) 6(2.0) 19(6.5) 4 (18.6)
21-50% 68(23.4) 24(8.3) 19(6.6) 54(18.6)] 122(42.1)
51-70% 21(7.2) 6(2.0) 13(4.5) 32 (11.1) 53(18.2)
71-100% 21(7.2) 17(5.8) 8(2.7) 40 (13.8) 61(21.1)

X=47.3+27.9

SONDEO
1-3 mm 11(3.8) 2(0.6) 13 (4.4) 147 (50.7)
4-5 mm 32(11.0) 16(5.5) 49 (16.9)] 60 (20.7)
6-7 mm 8(2.8) 16(5.5) 29 (10.0] 29(10.0)
8-mas mm 4(1.3) 12(4.1) 54 (18.6)] 54 (18.6)

X=4.2+29

IPERDIDA OSEA
0 mm 1(0.3) 0(0) 1 (0.3)) 135 (46.5)
0.5-3 mm 54(18.6) 7(2.4) 61211  122(42.1)
4- 6 mm 0(0) 39(13.4) 43(14.8) 53(18.2)
7-mas mm 0(0) 0(0) 40 (13.8)) 61(21.1)

X=2.06 +2.6

* Clinica Endoperiodontologia- FESI / UNAM Tlalnepantla Edo. De México.
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Cuadro lll. Pruebas de laboratorio de casos y controles por diagndéstico

preliminar.
Prueba CONTROLES CASOS Subtotal Total
enzimatica n=145 (50%) n= 145 (50%) casos( %) [N=290
Sin Con Periodontitis (100%)
Periodontitis Leve Moderada Severa
Esterasa 145 (50%)} 55(18.9) 46(15.8) 44(15.2)1 145(50%) 290 (100%)
Leucocitaria
semicuantitativa
Trazas 105 (36.2) 0 0 0 0 105 (36.2)
Baja 40 (13.8) 53(18.2) 0 2(0.6) 55 (19.0) 95 (32.8)
Moderada 0 (0) 2(0.6) 44(15.1) 1(0.3) 47 (16.2) 47 (16.2)
Alta 0(0) 0 2(0.6) 41(14.1) 43(14.8) 43 (14.8)
Esterasa
Leucocitaria
cuantitativa
0 -10 leucocitos/uL 145 (50) 1(0.3) 0 0 1 (0.3) 146 (50.3)
11-20 leucocitos/uL 0 (0) 54(18.6) 0 0 54(18.6) 54 (18.6)
21-50 leucocitos/pL 0(0) 0 46(15.8) 6(2.0) 52(17.9) 52 (17.9)
51-80 leucocitos/pL 0(0) 0 0 38(13.1) 38(13.1) 38(13.1)
Interleucina 1-B
0 -2.97 ng/ml 73(25.1) 0 0 0 0 73(25.1)
2.98-5.17 ng/ml 69 (23.7) 3(1.1) 0 0 3(1.1) 72 (24.8)
5.18- 7.55 ng/mi 3(1.1) 52(17.9) 17(5.8) 0 69 (23.7) 72 (24.8)
7.56 -mas ng/ml 0 (0) 0 29(10.0) 44 (15.2) 73(25.1) 73(25.1)

*-Clinica Endoperiodontologia- FESI / UNAM Tlanepantla Edo. De México

12 |



Esterasa Leucocitaria e Interleucina 1 beta en el diagnostico de periodontitis

@

T 90

2 80 .

S5 70 ‘e

g 7) 60 S S S S TS

O O 50 . . . °

-l g 40 - . . S

8 Q 30 . . . . .

E 20 . . .

S 104 . -

LluJ) o e ¢ T T T T
0 2 4 6 8 10

Pérdida Osea mm

Figura 2. Tendencia progresiva entre la cuantificacion de Esterasa
leucocitaria y la pérdida 6sea.

Con las pruebas de ELISA se observaron niveles de Interleucina 1 beta
incrementados en forma directamente proporcional a la progresién de la
enfermedad. En los controles se observd rangos de 0 a 5.2 ng/mly en los
casos mostraron rangos de 5.2 ng/ml a mas. De acuerdo a los niveles de
Interleucina 1-beta los casos concordaban con los diagndésticos de periodontitis
moderada y severa mientras que los niveles por debajo de 5.2.ng/ml
comprendieron los pacientes control o con diagnéstico de periodontitis leve

(cuadro 3y figura 3).

12
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Figura 3. Asociacion positiva entre los niveles de Interleucina 18 y la

destruccién 6sea.

En un andlisis de riesgo crudo que posiblemente contengan algun efecto de
confusion mostré que aquellos pacientes con niveles de placa bacteriana por
arriba del 50% tienen hasta tres y media veces el riesgo de padecer
periodontitis en comparacién con aquellos que estan por debajo del 50%. (RM
3.51C g5 1.5 — 7.8). De manera similar , la profundidad de bolsas al sondeo
por arriba de 4 mm tiene 46 veces el riesgo de padecer enfermedad
periodontal en comparacién con aquellos pacientes con sondeo menora 4 mm
(RM 45.9 IC g5, 13.0 — 161.0). La pérdida 6sea por arriba de los 4 mm tiene
mas de 700 veces el riesgo de padecer periodontitis en comparacién con
aquellos pacientes sin pérdida 6sea (RM 743.0 IC g5 10.5 — 5.2 x 10%,
Cuadro 4.
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Cuadro IV. Relacion de parametros clinicos de casos y controles
asociados con diagnoéstico de periodontitis por razén de momios con
intervalo de confianza al 95%

VARIABLE CONTROLES CASOS Riesgo crudo Valor pt
n (%) N (%) RM © 1Cgs0s
INDICE DE
PLACA
BACTERIANA
0-20 % 35(12.2) 19 (6.5) 1.0*
21-50 % 68 (23.4) 54 (18.6) 14 (0.7 -2.8) 0.2610
51-70 % 21(7.2) 32 (11.1) 2.8 (1.2-6.3) 0.0094
71-100 % 21(7.2) 40 (13.8) 35(1.5-7.8) 0.0012
SONDEO
-3 mm 134 (46.2) 13 (4.4) 1.0*¥
4-5 mm 11(3.8) 49 (16.9) 45.9(13.0-161.0) <0.0001
6-7 mm 0 (0) 29 (10.0) - <0.0001
8 y mas mm 0 (0) 54 (18.7) - <0.0001
PERDIDA
OSEA
0 mm 134 (46.2) 1(0.3) 1.0
05-3 mm 11 (3.8) 61(21.1) 743.0 (10.5-5.2 x 104 <0.0001
4 -6 mm 0 (0) 43 (14.8) - <0.0001
7 y mas mm 0 (0) 40 (13.8) - <0.0001

I
-Clinica Endoperiodontologia- FESI/ UNAM Tlanepantla, Edo. De México.
® Razdn de momios
IC g5 Intervalo de confianza al 95%
*Valor y categoria de referencia
tNivel de Significancia
Andlisis de Regresion Logistica
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El primer modelo de andlisis de regresion logistica politomica de la
semicuantificacién de esterasa leucocitaria, mostré que los casos en que la
profundidad de bolsas al sondeo eran de 6 a 7 mm, tienen 5 veces el riesgo de
presentar niveles moderados de esterasa leucocitaria (RM=5.04 ICgsy, 3.2 —
7.7). Cuando la profundidad de bolsas al sondeo es mayor a 8 y mas mm
tiene hasta 20 veces el riesgo de padecer niveles altos de esterasa leucocitaria
(RM=20.4 I1Cgs9, 9.4 - 44.4). También se observdé que entre los pacientes
diabéticos existe 3 veces el riesgo de desarrollar niveles altos de esterasa
leucocitaria (RM=3.2 ICg 0.7 14.2) sin embargo no es estadisticamente

significativo para los niveles convencionales (cuadro 5).
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Cuadro V. Andlisis de Regresion Logistica Politdbmica de
semicuantificacién de Esterasa leucocitaria con sondeo y Diabetes

mellitus para el diagndstico de periodontitis.

\Variables Analisis RLPI Valor pt
Bivariado crudo
RM ® 1Cgs04 RM ® 1Cgs0s

[Esterasa leucocitaria
Semicuantitativa BAJA

SONDEO (1-5 mm) 1.0 1.0* -

SIN DIABETES 1.0 1.0* -

[Esterasa Leucocitaria
Semicuantitativa

MODERADA
50 (3.2-7.7)
SONDEO (6-7 mm) <0.0001

CON DIABETES 1.8 (0.8-3.9) 21 (0.6-7.3) 0.228
[Esterasa leucocitaria
Semicuantitativa ALTA

SONDEO (8 y mas mm) - 204 (9.4-444) <0.0001

CON DIABETES - 32 (0.7-14.2) 0.123

-Clinica Endoperiodontologia -FESI /JUNAM *, Tlanepantla Edo de México .
1 Regresion Logistica Politomica

® Razon de momios

IC os% Intervalo de confianza al 95%

*Categoria y valor de referencia

t Nivel de Significancia
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El segundo modelo de Regresion logistica politomica para la cuantificacion de
esterasa leucocitaria elevada para predecir periodontitis, mostré que la
profundidad de bolsas al sondeo de 6 a 7 mm tuvo casi siete veces la
probabilidad de asociacion con niveles de 21 a 50 leucocitos/puL de esterasa
leucocitaria (RM=6.6 ICgs0, 4.0 — 10.7), y 55 veces el riesgo de alcanzar niveles
de 51 a 80 leucocitos/puL de esterasa leucocitaria cuando la profundidad de
bolsas al sondeo es de 8 y mas mm (RM=55.3 ICgsy, 17.0 — 179.2). La
presencia de altos indices de placa dentobacteriana por arriba del 70%
incrementa 2 veces el riesgo de alcanzar niveles altos de esterasa leucocitaria
(RM=2.2 1Cgsy 1.1 — 4.2) y si se es diabético el riesgo es de hasta 4 veces
mayor (RM=3.8 I1Cgs¢, 0.7 — 20.4) pero no tuvo significancia estadistica al 95%
(cuadro 6).
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Cuadro VI. Analisis de regresion logistica politémica para la
cuantificacion de esterasa leucocitaria elevada para diagndstico de

periodontitis con factores de riesgo asociados.

Variables Analisis Bivariado RLPt Valor pt
crudo RM® [Cos%
RM® [Cosq,
ESTERASA LEUCOCITARIA
NORMAL
0 -20 leucocitos /pL
1.0 1.0*
SONDEO (<6mm)
1.0 1.0
[PLACA BACTERIANA  (0-50%)
SIN DIABETES MELLITUS
ESTERASA LEUCOCITARIA
NIVEL MEDIO
21-50 leucocitos/pL]
SONDEO (6-7 mm)
- 6.6 (4.0 -10.7) <0.0001
[PLACA BACTERIANA (51-70%) | 28 (1.2-6.3) 09 (0.6-14)  0.804
CON DIABETES MELLITUS 1.8(0.8-3.9) 1.3 (0.3-5.2) 0.636
ESTERASA LEUCOCITARIA
NIVEL ELEVADO|
51-80 leucocitos/pL
SONDEO (8 y mas mm) - 55.3 (17.0-179.2)  <0.0001
|PLACA BACTERIANA (70-100%) 35(1.5-17.8) 2.2 (1.1-4.2) 0.019
|CON DIABETES MELLITUS - 3.8 (0.7-20.4) 0.120

-Clinica Endoperiodontologia -FESI / UNAM , Tlalnepantla Edo de México .
1 Regresion Logistica Politomica

® Razon de momios

IC 954, Intervalo de confianza al 95%

*Categoria y valor de referencia

t Nivel de Significancia
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Para el tercer modelo de regresion logistica multiple con un punto de corte de
riesgo para Interleucina 1 B con valores de 5.2 y mas ng/ml, se observé que
pacientes con profundidad de bolsas al sondeo por arriba de 6 mm tienen 24
veces el riesgo de desarrollar niveles superiores a 5.2 ng/ml ( RM=23.7 1Cgsy
5.8 -95.9) y con una pérdida 6sea mayor a 4 mm tienen 85 veces el riesgo de
desarrollar niveles superiores a 5.18 ng/ml (RM=85.5 ICgs¢, 19.7 — 371.4)

cuadro 7.

Cuadro VII. Analisis de Regresion Logistica multiple ¢ de Interleucina 1 f**
con sondeo y pérdida 6sea

Variables Analisis Bivariado RLM . Valor pt
crudo
RM® |C95% RM® |C95%
——
Sondeo
<6 mm 1.0 1.0 -
>6 mm - 23.7 (5.8 -95.9) <0.0001

Pérdida 6sea

< 4mm 1.0 1.0* -

>4 mm 85.5 (19.7 - 371.4) <0.0001

I——
-Clinica Endoperiodontologia Facultad de estudios superiores Iztacala -Tlanepantla, Edo. De
México
RLM « Regresion Logistica multiple
® Razon de momios
IC 954, Intervalo de confianza al 95%

*Categoria y valor de referencia
t Nivel de Significancia
** Punto de corte de riesgo para IL-1B 5.18 ng/ml y mas

No se encontré asociacion positiva entre la periodontitis y los factores de riesgo
como edad, sexo, frecuencia de cepillado e hilo dental, niveles de glucosa,
indice de masa corporal, hipertension y tabaquismo.
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DISCUSION:

En éste trabajo se propuso medir la esterasa leucocitaria en forma
semicuantitativa y cuantitativa asi como la Interleucina 1 beta en fluido
crevicular gingival, para determinar la progresion de la enfermedad periodontal,
con la hip6tesis de que la severidad de la lesion periodontal medida a traves
de la profundidad de bolsas al sondeo, la pérdida 6sea y el aumento de la placa
bacteriana esta asociado con un aumento en los niveles de ésta esterasa y de

ésta citocina.

Nuestro estudio mostré que niveles moderados de esterasa leucocitaria medida
semicuantitativamente tienen una asociacion positiva con la profundidad de
bolsas al sondeo de 6 a 7 mm (RM=5.0 IC 95% 3.2-7.7) y niveles altos de
esterasa leucocitaria tienen relacion directa con profundidad de bolsas al
sondeo superiores a 8 mm (RM=20.4 IC 95% 9.4 -44.4).

Un estudio refiere el uso de tiras reactivas para medir de forma
semicuantitativa la esterasa leucocitaria en saliva de pacientes pediatricos

valorando niveles moderados a severos de enfermedad periodontal®®

Las referencias sobre la esterasa leucocitaria medida de forma
semicuantitativa entre otras enzimas en estudios efectuados en saliva, esputo u
otros fluidos corporales han sido dtiles al evaluar la progresién en diversos

procesos patoldgicos, entre ellos la periodontitis®***

No se encontraron estudios publicados que refieran la medicion de esterasa
leucocitaria en forma semicuantitativa en fluido crevicular gingival para medir
progresion de periodontitis. Con base en los resultados del estudio, se propone
éste método accesible y practico para su aplicacién practica en el consultorio

dental.

Se encontro que la medicion cuantitativa de la esterasa leucocitaria mostro que
los niveles de 21 a 50 leucocitos/pL se incrementaron cuando la profundidad de
bolsas al sondeo fué de 6 a 7 mm (RM=6.6 IC 95% 4.0 -10.7), y niveles altos
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de 51 a 80 leucocitos /uL aumentaron cuando la profundidad de bolsas al
sondeo fué mayor a 8 mm (RM =55.3 IC 95% 17.0-179.2).

De manera similar, nuestro estudio mostré que los niveles de la medicion
cuantitativa de esterasa leucocitaria se incrementan con altos indices de placa
dentobacteriana en pacientes con periodontitis severa (RM =2.2 IC 95% 1.1 —
4.2).

Después de una busqueda en las bases de datos Medline y Lilacs de 1996 a la
fecha, con los descriptores esterasa leucocitaria, periodontitis y fluido crevicular
gingival, no se reportan estudios sobre la progresion de periodontitis asociado

con niveles de esterasa leucocitaria medidas de forma cuantitativa.

Este trabajo parece ser el primero en mostrar dicha asociacion, sin embargo su
accesibilidad al cirujano dentista de practica general es cuestionable, por la
complejidad del método, por lo que se requiere simplificar su procedimiento

para volverlo de utilidad préactica.

Se mostré que niveles de IL-1B superiores a 5.2 ng/ml estan relacionados
directamente con el incremento de profundidad de bolsas al sondeo superior a
6 mm (RM=23.7 IC 95% 5.8 -95.9) y pérdida ésea superior a 4 mm (RM= 85.5
IC 95% 19.7-371.4). Nuestros resultados mostraron una tendencia similar con
lo publicado por Stashenko® donde reporta niveles en casos de 8 a 11.7 ng/ml
y controles 2 a 5 ng/ml estableciendo la correlacion de niveles elevados de
ésta citocina con enfermedad periodontal cronica y procesos degenerativos

0seos.

Otro estudio de casos y controles efectuado por Faizuiddin®® reporta niveles de
IL-18 en sujetos con periodontitis de 890 pg/ml y en sujetos sanos de 9 a 18
pg/ml. Sin embargo éstos resultados son diferentes a los nuestros porque el
método es diferente, se reportan en otras unidades de medicion vy fueron

elaborados con otro kit comercial diferente al que nosotros usamos.
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En la interpretacion de resultados de la Interleucina-1 beta debemos considerar
otros procesos patolégicos que pueden modificar los datos, pues aunque los
mediadores inflamatorios comparten actividad similar pudieran ser el producto
de actividad proteolitica diferente.*”*° Aln asi, su medicién puede contribuir
para complementar el diagndstico clinico, sin embargo no es accesible en éste
momento por la complejidad de procesar la técnica en el laboratorio siendo de
dificil manipulacién para el cirujano dentista de préactica general.

Con éstos resultados, se torna factible la elaboracién de kits comerciales que
sean practicos y manipulables que puedan facilitar al cirujano dentista su
utiidad  contribuyendo al diagnéstico de la progresion de la enfermedad

periodontal,

Nuestros estudio no encontrdé asociacion positiva entre la periodontitis y los
factores de riesgo como edad, sexo, frecuencia de cepillado e hilo dental,
niveles de glucosa, indice de masa corporal, hipertension y tabaquismo, Esto
podria deberse a que no se encontraron valores estadisticamente significativos
en el analisis bivariado, esto podria explicarse debido al tamafio de muestra

con el que trabajamos que no permitié establecer una asociacion.

Una de las posibles limitantes en el estudio podria ser la introduccion de
sesgos de seleccion al incluir conjuntamente casos incidentes y prevalentes.
La seleccion de controles podria originar sesgos por falta de homogeneidad
debido a que la inclusion de controles sin enfermedad periodontal, no se
descartd que pudiera tener algun otro padecimiento odontolégico que alterara

la condicién periodontal o la respuesta inmune.**>?

El disefio metodoldgico y la utilidad del estudio de casos y controles es un tipo
de muestreo que permite identificar la asociacién existente entre los
pardmetros clinicos que identifican a la periodontitis y las pruebas enziméaticas

en la progresion de la enfermedad periodontal.
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CONCLUSIONES:

Se encontré una asociacion positiva entre la severidad de la lesion periodontal
y los cambios en la esterasa leucocitaria medida en forma semicuantitativa por
lo tanto podemos concluir que la medicion de la misma es util para determinar
la progresion de la periodontitis usando tiras reactivas pudiendo realizarse de

manera accesible en el consultorio dental.

Existe una relacion directa entre la severidad de la enfermedad periodontal
medida a través de la profundidad de bolsas al sondeo, el aumento de placa
bacteriana y el incremento de la cuantificacion de esterasa leucocitaria. Esta
fue una medicibn mas precisa que la esterasa lecucocitaria medida
semicuantitativamente, sin embargo se requiere simplificar el procedimiento
para hacer accesible su utilidad al cirujano dentista de practica general en el

consultorio.

Se encontré que los niveles elevados de IL-1B estuvieron asociados con el
aumento en la profundidad de bolsas al sondeo y una elevada pérdida ésea,
sin embargo en éste momento su aplicacién es cuestionable para el cirujano
dentista de practica general en el consultorio por la complejidad de

manipulacion.

Con éstos resultados podemos concluir que los niveles de  esterasa
leucocitaria y de IL-1B encontrados en muestras de fluido crevicular gingival
son una herramienta util para medir la progresion de la enfermedad periodontal
complementando la informacién de los parametros clinicos y contribuyendo a

la precision del diagndstico .
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ANEXO 1

Definicion operacional de las variables

28 |



Esterasa Leucocitaria e Interleucina 1 beta en el diagnostico de periodontitis

DEFINICION OPERACIONAL DE LAS VARIABLES

VARIABLE |DEFINICION |DEFINICION ESCALA DE INDICADOR
DE TEORICA OPERATORIA  |MEDICION

RESPUESTA

Enfermedad |Pérdidadela |Sonda periodontal |Cuantitativa milimetros
periodontal union del tejido | Fox Williams ordinal

conectivo y su
insercion al
hueso
alrededor del
diente y en
conjuncién con

milimetrada, para
medir profundidad
de bolsas

Valoracion

Semicuantitativa

Pérdida 6sea en mm

la formacion de radiografica de rdinal por Niveles

bolsas pérdida 6sea 1)Leve (2-3)
; 2)Moderado

periodontales (4-6)

de_b|do_a, la 3)Severo (7 a+)

migracion

apical del

epitelio de Indice de placa Cuantitativa Porcentaje

union dentobacteriana ordinal

(insercion

epitelial)

Identificacion
de fase clinica
a través de la
deteccion de
Esterasa
Leucocitaria

Enzimas de los
Neutrofilos
presentes en
fluido
crevicular
gingival en
procesos
inflamatorios
correlacionados
con procesos
bacterianos
infecciosos

Valoracion a Semicuantitativa | Presencia en niveles
través de tira Ordinal 1) Trazas
reactiva 2) BajoLeve
3) Moderado
4) Alto
Valoracion a Cuantitativa Leucocitos/ pl
través de Ordinal

Espectrofotometria

Identificacion
de IL-1p

Citocina
proinflamatoria

Identificacion de
citocina en prueba
de Elisa

Cuantitativa

ng/mi
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Variable de | Definicién Teorica | Definicion Escala de | Indicador
Exposicion Operativa Medicion
GRUPO1 [DEMOGRAFICOS
Edad Periodo cronoldgico de | Aplicacion de Cuantitativa | Afios cumplidos
tiempo de afios de vida | respuesta en Ordinal
cumplidos namero de los
afios cumplidos al
momento.
Sexo Conjunto de Aplicaciéna la Cualitativa | 1)Masculino
caracteristicas anatomo- | respuesta de Nominal 0) Femenino
fisiologicas que seleccion en
distinguen al hombre de | Masculino o
la mujer entre los Femenino
individuos de una misma
especie
GRUPO 2 PATOLOGICOS
Diabetes Hiperglicemia cronica | Aplicacion de Cuantitativa 1) Hasta 110 mg/dl
por deficiencia en la prueba nominal 2) Arriba de 110 mg/dl
produccion de Insulina, | ACUTREND con
afectando el tira reactiva .
metabolismo intermedio | Dato aportado por
de los carbohidratos, el expediente
proteinas y grasas. Y clinico
cuyos niveles de
Glucosa en sangre se
encuentren por arriba de
110 mg/dl
Antecedentes [ Todo historial familiar | Aplicacién de Cualitativa 1) Si
Heredo- de Diabetes Mellitus respuesta en el Nominal 0) NO
familiares de | incluyendo abuelos, cuestionario
Diabetes padres, hermanos, tios.
Mellitus.
Tension Cifra que dé como Medicién con Cuantitativa [ 1)Hasta ~ 130/90 mm/Hg
Arterial resultado latoma de la | baumanometro de Razdn
tension arterial digital 2)Arriba de 130/90 mm/Hg
considerandose el
primer ruido
presion sistélica y
el segundo como
diastolica, y cuyos
valores normales
oscilen entre
120/80 mm/hg.
Dato aportado del
expediente
clinico.
Antecedentes | Todo historial familiar | Aplicacién de Cualitativa 1) Si
Heredo- de Hipertension arterial | respuesta en el Nominal 0) NO
Familiares de | incluyendo abuelos, cuestionario
Hipertensién | padres, hermanos, tios.
Arterial
Medicamentos | Agente terapéutico Mencidn de Cualitativa 1) Antihipertensivos
prescrito por médico aquellos nominal 2) Hipoglucemiantes
tratante para control de | medicamentos que orales
enfermedad o estabilidad | se ingieren para 3) Anticonceptivos
hormonal control de orales
enfermedades por 4) Analgésicos,

prescripcion
médical

antinflamatorios
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Variable de Definicion Teorica | Definicion Escala de |Indicador
Exposicion Operativa Medicion
GRUPO 3 HIGIENICO-
DIETETICOS
Placa Masa gelatinosa Presencia de superficies | Cuantitativa | Porcentaje

Dentobacteriana

compuesta por colonias
de bacterias que se
adhiere tenazmente a la
superficie dentaria y
estructuras adyacentes

pigmentadas a través del
contacto con tabletas
reveladoras en
comparacion con las
superficies no
pigmentadas de los
organos dentarios
presentes , mediante la
obtencién de una regla
de tres simple.

ordinal

Frecuencia de
cepillado

Remocién mecanica de
Placa Dentobacteriana
por el cepillado dental

Numero de veces con
gue acostumbra
cepillarse el paciente,
Aplicacion de respuesta
al cuestionario

Cuantitativa
Ordinal
Continua

Ndmero de veces
que se cepillaen
el dia

Frecuencia de uso

Remocién mecanica de

Ndmero de veces con

Cuantitativa

Ndmero de veces

de Hilo Dental Placa dentobacteriana | que acostumbra pasar el | Ordinal que utiliza el hilo
de superficies hilo dental . Aplicacion dental x dia
interproximales por el | de respuesta al
hilo dental cuestionario

Tabaquismo Intoxicacidn cronica Aplicacion de respuesta | Cualitativa 1) Si
debido a la ingesta por | a cuestionario Nominal 0) No
tabaco a través de Dicotomica
cigarros o puros de
manera voluntaria

Frecuencia de Namero de cigarrillos | Aplicacion de respuesta | Cuantitativa | NUmero de

Tabaquismo

fumados por dia

a cuestionario

Ordinal
Continua

cigarrillos que
consume al dia.

Indice de Masa
Corporal

Indice de peso de una
persona en relacién con
su altura

Peso en Kilos entre talla
en metros al cuadrado

Cuantitativa
de
Proporcion

Kg/m®
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ANEXO 2

Carta de consentimiento informado
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DE GUERRERO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
IZTACALA

U ACADEMICA DE CIENCIAS QUIMICO-BIOLOGICAS DIVISION DE IN\/ESTIGACION Y POSGRADO
UNIDAD ACADEMICA FACULTAD DE MEDICINA ESPECIALIZACION EN ENDOPERIODONTOLOGIA
MAESTRIA EN CIENCIAS BIOMEDICAS

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

FOLIO \ | | | |
México, D.F.a__ de del afio 200__
El que suscribe: C. de afios de edad, con
Domicilio en

Declaro bajo protesta de decir verdad, que autorizo a los médicos, odontélogos y quimicos de la Cl'nica de
Endoperiodontologia de la Facultad de Estudios Superiores de Iztacala en la Cd. De México D.F. al Laboratorio de
Biomedicina ubicado en la misma Facultad en Los Reyes lztacala s/n. y a la Maestria en Ciencias Biomédicas de la
Universidad Auténoma de Guerrero cuyo representante es el C.D. David Antonio Avila Arizmendi; para brindar
informacion necesaria y formar parte del Proyecto de Investigacion: Medicicion de esterasa leucocictaria e
Interleucina 1 beta en fluido crevicular gingival como marcadores de enfermedad periodontal.

Entiendo que la entrevista se llevara acabo en los lugares antes mencionados en los horarios que se me
indiquen o que asi se convengan, durante la entrevista se realizara una historia clinica que se incluira
preguntas familiares, personales y de salud, ademés de mediciones y signos vitales (presion arterial y glucosa e
Indice de masa corporal); se tomaran muestras asi como estudios, se realizaran de forma gratuita con la
finalidad de evaluar mi estado de salud. Asi mismo; cada vez que se efectlen los estudios me proporcionaran

los resultados de los andlisis y estudios de gabinete realizados.

Estoy enterado (a) que la entrevista serd breve no mas de 30 minutos y que el entrevistador (a) se pondra en contacto
para obtener mas informacion posteriormente. Estoy de acuerdo en participar en este proyecto y enterado (a) de que
las respuestas a mis preguntas y demas informacion no seran reveladas a nadie y sera confidencial. Reconozco que he
recibido informacion amplia y precisa, con un lenguaje claro y sencillo, por ello manifiesto que estoy satisfecho (a)
con la informacion recibida y que comprendo el alcance de los riesgos del procedimiento y tratamiento.

Del mismo modo designo

a

Parentesco: para que mi nombre y representacion reciba
informacion sobre el estado de salud, diagnostico, tratamiento y pronostico; Asi mismo autorice los procedimientos
médicos de diagnostico y/o terapéuticos, en el caso de que me encuentre con incapacidad fisica o mental.

Entiendo que el responsable de la investigacion Dr. David A. Avila Arizmendi, seré la persona a quien debo buscar
en los lugares arriba mencionados, o en el teléfono celular: 7441-23-92-22 o en el correo electrénico:
davilariz@yahoo.com.mx, en caso de que tenga alguna pregunta acerca del estudio.

Firmo este consentimiento por mi libre voluntad, en presencia de un testigo y sin haber estado sujeto (a) a
ningun tipo de presidn o coercién para hacerlo. Con el derecho a revocar en cualquier momento este
consentimiento con el entendimiento del alcance y consecuencias que pueden generarse.

Acepto Testigo

Nombre y firma del paciente Nombre y firma del testigo

Entrevistador

Nombre y firma del entrevistador (a)
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ANEXO 3

Reporte de resultados
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DE GUERRERO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
IZTACALA

U ACADEMICA DE CIENCIAS QUIMICO-BIOLOGICAS DIVISION DE IN\/ESTIGACION Y POSGRADO
UNIDAD ACADEMICA FACULTAD DE MEDICINA ESPECIALIZACION EN ENDOPERIODONTOLOGIA

MAESTRIA EN CIENCIAS BIOMEDICAS

REPORTE DE RESULTADOS

Folio: Nombre:
Expediente:

CLAVE: CASO A CONTROL B

MEDICIONES CLINICAS

SONDEO mm
PERDIDA OSEA mm
INDICE PDB %

PARAMETROS QUIMICOS

EL SC Nivel
ELC leucocitos / ul
IL-1B ng/ml

FACTORES DEMOGRAFICOS

EDAD Afios
SEXO

FACTORES PATOLOGICOS

DIABETES 1(S1), 2 (NO)

ANTECEDENTES HF 1 (SI), 2 (NO) Quién:

HIPERTENSION ART 1(Sl),2 (NO)

ANTECEDENTES HF 1 (S1),2 (NO) Quién:

MEDICAMENTOS 1 (Antihipertensivos), 2(Hipoglucemiantes), 3(Anticonceptivos orales),

4(Analgésicos, antinflmatorios; 5(Antibi6ticos) 6 (Otros)

FACTORES HIGIENICO DIETETICOS

FRECUENCIA DE CEPILLADO No. De veces x dia
FRECUENCIA DE HILO DENTAL No. De veces x dia
TABAQUISMO 1(S1) 2 (NO)
FRECUENCIA TABAQUISMO No. De cigarros x dia
IMC kg/m2

OTRAS OBSERVACIONES

ELABORO: C.D.. DAVID A. AVILA ARIZMENDI
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ANEXO 4

Historia clinica de endoperiodontologia
FES Iztacala UNAM
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ANEXO

Instructivo y colorimetro de Tiras reactivas MULTISTIX-105G
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! r@ ) Hecho en México por: Bayer de Meéxico, S.A. de C.}
- Diagndsticos. Via orelos 330-E Col. Santa Clara, C
no exponga el frasco a los rayos solares directos. Pa
Pruebas y tiempos de lectura: clinico in vitro.
Negativo Cel./ul Traz + + +++
» ap. fg ap. 70 ap. 725 ap. 500

Leucocitos :

Guia de color de tiras reactivas Multistix 10 SG.

Reaccién colorimétrica.
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ANEXO 6

Protocolo de calibracion para obtener el factor de
absorbancia en en fluido crevicular gingival
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Protocolo de calibracién para obtener el factor de absorbancia en pruebas
de esterasa leucocitaria en fluido crevicular gingival.

Recuento de leucocitos:

Se procedié a recolectar una muestra de contenido purulento de un absceso
periodontal de un paciente afectado y se colecté en un tubo eppendorf con 2 ml
de solucion fisiologica estéril. Posteriormente se centrifugd y se desechd el
sobrenadante existente. Se afiadieron otros 2 ml de solucion fisiolégica esteéril,
volviéndose a centrifugar , repitiendo el mismo procedimiento hasta obtener
una dilucion tal que permitiera contar en una camara de Neubauer una
suspension de 2000 leucocitos/ ul. Una vez hecho el recuento de leucocitos, se
prepararon una serie de 7 tubos con diferentes diluciones a partir de la solucion
madre .

Diluciones a partir de la solucion madre de 2000 leucocitos/ pl

Tubo Concentracién Sol. fisiol6gica Susp madre de 2000
final leucocitos/ pl

1 0/l 200 ul 0

2 100 / ul 190 ul 10 ul
3 200/ ul 180 / pl 20 ul
4 400 / ul 160 / pl 40 pl
5 800 / ul 120/ pl 80 ul
6 1600 / ul 40 / 160 pl
7 2000 / ul 0 200 ul

Posteriormente se numeraron los tubos a diferentes concentraciones.

Concentraciones leucocitarias para medir la actividad de p-NFA

Blanco (l) 2 3 4 5 6 7

Tubos
Concen t.

0/ul 20 - - - - - -
100/l |- 20 |- - - - -
200/ ul |- - 20 |- - - -
400/l |- - - 20 |- - -
800/l |- - - - 20 |- -
1600 / pl |- - - - - 20 |-

2000/ pl |- - - - - - 20
p-NFA (1 ml Iml|Iml {Iml |Iml {Iml [1ml
1mM

Se agitaron los tubos en el vortex y se dejan reposar por 2 minutos, para ser
leidos posteriormente en el espectrofotbmetro a una absorbancia de 400 nm.
Con éstas lecturas se procede a sacar el factor de absorbancia confrontado vs.
el numero de leucocitos /pl.
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Absorbancias resultantes en diluciones de 2000 leucocitos/pl

Absorbancias a 400
nm
2000 Leucos/[] | 00 (1 100/ O 200/0 ()1 4000 O 1 1800 L L1 J1600/L) 11 [2000/0) ()|
Tiempo (min) 1 2 3 4 5 6 7
0 0.039 | 0.076 0.043 0.079 0.13 0.068 0.31
1 0.04 0.076 0.048 0.08 0.135 0.075 0.439
2 0.042 0.079 0.051 0.082 0.136 0.079 0.455
3 0.045 | 0.079 0.053 0.083 0.14 0.083 0.469
4 0.044 | 0.081 0.058 0.085 0.146 0.075 0.491
5 0.047 0.085 0.061 0.089 0.149 0.082 0.539
6 0.048 0.086 0.062 0.092 0.153 0.087 0.557
7 0.05 | 0.088 0.064 0.094 0.156 0.092 0.559
8 0.051 | 0.087 0.065 0.097 0.16 0.096 0.586
9 0.058 0.093 0.079 0.109 0.179 0.139 0.669
10 0.063 0.099 0.098 0.117 0.193 0.178 0.706
15 0.064 | 0.095 0.102 0.124 0.189 0.199 0.724

De éstos resultados de obtiene un factor de absorbancia vs. nimero de

leucocitos /(] .

0.25
y = 0.000x + 0.071
0.2 R2 =0.973
e /
c 0.15
o
o
2 /
(%]
LS
0.05
0
0 200 400 600 800 1000
Leucocitos/ul

Factor de absorbancia de nimero de leucocitos/ul alos 15 min

Y=0.001x + 0.0711

Y=abs

X= Concent.

X= y- 0.0711 / 0.0001
R2=.9739

Ecuacion resultante para obtener el factor de absorbancia., que se aplica a
cada una de las absorbancias obtenidas.
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Desarrollo de color en diluciones de 2000 a 100 leucocitos/C] | en 15 minutos.
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ANEXO 7

Técnica de ELISA para Interleucina 1 Beta
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Técnica de ELISA de IL-1 beta (Peprotech).

Descripcion:
Este kit sirve para cuantificar IL-1 B natural o recombinante en un sandwich de
ELISA en un rango de 16 a 3000 pg/ml. Suficiente para 1000 placas de ELISA.

ALMACENAMIENTO Y RECONSTITUCION:

Anticuerpo de captura:

100 ug de antigeno afin purificado de cabra anti hiL-1Beta. Reconstituir en 1 ml
de agua estéril para una concentracion de 100 pug/ml. Hacer 10 alicuotas de
100 pl.

Anticuerpo de deteccién:

100 ug de antigeno biotinilado purificado de cabra anti hiL-1 Reconstituir en 1
ml de agua estéril para una concentracion de 100 pg/ml. Hacer 10 alicuotas de
100 pl

Standard IL-1p humana: 1 pg de hiL-1 B recombinante. Reconstituir en 1 ml de
agua estéril para una concentracion de 1 ug/ml . Hacer 10 alicuotas de 100 pl
Nota: Las soluciones reconstituidas del anticuerpo de captura y de deteccidn
deben ser guardados a 4-82C por mas de 2 meses o alicuotados y guardados
en congelacién a —202C por 6 meses. Los de la curva standard deben ser
guardados a 4-82C porl semana o alicuotados y guardados en congelacion a —
202C por 2 meses.

Conjugado de Avidin Peroxidasa: Es un vial de 60 ul. Debe ser alicuotado en
10 viales de 6 ul y congelado a —20 2C.

MATERIALES RECOMENDADOS:

Placas de ELISA (NUNC Maxisorp pord - 442404);
Tween —20 (Sigma cat - P-7949);

BSA (Sigma Cat -P-7949);

ABTS Solucién de sustrato liquido (SIGMA Cat -A3219)
Dulbecco’s PBS (10x) (Gibco BRL Cat -14200-075).

SOLUCIONES RECOMENDADAS:

Todas las soluciones deben ser a temperatura ambiente previas a su uso.
PBS : Dilucion 10 x PBS a 1 x PBS en agua estéril.
50 ml de PBS en 450 ml de agua estéril
Buffer de lavado : 0.05 % Tween-20 en PBS.
0.05 ml Tween 20 (Soluto) en 99.5 ml de PBS
Buffer de bloqueo 1% BSA en PBS*
0.5 g de BSA en 50 ml PBS
e Filtrado estéril y almacenado a 4°C por arriba de 1 semana.
Diluyente: 0.05% Tween-20, 0.01% BSA en PBS.
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0.05 g de BSA + 50 ml (Buffer de lavado))
PREPARACION DE LA PLACA:

1) Diluya el anticuerpo de captura cpn PBS a una concentracion de 1
ug/ml. Inmediatamente aflada 100 ul. A cada placa de ELISA. Selle la
placa e incube toda la noche a temperatura ambiente.

2) Aspire la placa y remueva el liquido y lave la placa 4 veces usando 300
ul de Buffer de lavado por placa. Después de el ultimo lavado invierta la
placa y remueva el buffer residual y coloque en toalla de papel.

3) Afada 300 pl de Buffer de blogueo a cada placa . Incube por al menos 1
hora a temperatura ambiente.

4) Aspire y lave la placa 4 veces.

PROTOCOLO DE ELISA:

Standard/Muestra:

Diluya el standard de 3 ng/ml a 0 en diluyente. Inmediatamente afiada 100
ul de standard o de muestra a cada placa en triplicado. Incube a
temperatura ambiente por lo menos 2 horas.

Para la colocacion en los pozos y facilitar el procedimiento, se hizo una
dilucién de 15 pl + 235ul de diluyente para hacer una solucion total de 250
ml y colocarse 100 pl en los pozos 1 de la posicion A y B. Posteriormente se
colocan 100 pl de diluyente en todos los 11 pozos restantes . Quedando
entonces distribuidos las diluciones de IL-1 de la siguiente manera:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
12

A O 3 15 0.5 .375 .187 .074 .047 .023 .012 .006
0

B O 3 15 0.5 .375 .187 .074 -047 .023 .012 .006
0

Para las muestras se colocan 100 pl en los pozos restantes por duplicado.

Deteccidn: Aspire y lave la placa 4 veces. Diluya el anticuerpo de deteccion
en diluyente a una concentracion de 1 pg/ml. Afiada 100 ul por pozo.
Incube a temperatura ambiente por 2 horas.

Para obtener el llenado de 120 pozos se obtuvo una dilucién de 122 pl/ 12.2
ml.

Avidin —Peroxidasa.

Aspire y lave la placa 4 veces. Diluya 1 alicuota de 6 pl de Avidin
peroxidasa 1 : 2000 en el diluyente para un volumen total de 12 ml. Para
obtener el llenado de 120 pozos se obtuvo una dilucién de 8 ul/14 ml.
Anada 100 pl por pozo. Incube de 30 minutos a 1 hora a temperatura
ambiente. Cabrase con papel aluminio, protéjase de la luz.

Sustrato LiguidoABTS:
Debe estar a temperatura ambiente previo a su uso. Aspire y lave la placa 4
veces.
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Se diluyen 100 pl de Peréxido de Hidrégeno al 3%. (450ul de agua + 50 pl
de H,0;) en 15 ml de ABTS .

Afiada 100 pl de la solucion del sustrato a cada pozo. Incube a temperatura
ambiente para el desarrollo del color. El color del monitor se lee a 405 nm
en espectrofotometro de ELISA marca Multiskan AFCENT VI1.24 de Termo
Labsystem con el software ELISAKIT V.1.3.1

Nota: Las lecturas D.O. no excederan las 0.2 unidades para las
concentraciones de standard cero, o 1.2 unidades para las concentraciones
mas altas.. La placa debe ser monitoreada a intervalos de 5-10 minutos

Absorbancias resultantes de Standards de Muestra de IL-1B en diluciones a partir de
3ng/ml.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
All154 | 134 086 |[081 |051 (037 |027 |0.20 |0.18 |0.18 |0.14
4 4 1052 | 4 9 2 5 9 3 8 3 3

B|1.45 1.02 |098 |092 |066 |[040 |0.25 |0.21 |0.17 |0.16
3 121 |1 7 6 6 3 8 6 4 7 0.14
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