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RESUMEN

Existe un alto porcentaje de enfermedad periodontal atribuido al habito del tabaco. La respuesta
del organismo a esta enfermedad incluye la liberacién de enzimas intracelulares relacionadas con
la muerte y destrucciéon celular, como la Lactato Deshidrogenasa (LDH). Objetivo: Comparar los
valores de LDH en fluido crevicular gingival (FCG) y saliva de pacientes fumadores y no fumadores
con Periodontitis crénica (PC). Metodologia: Participaron 15 pacientes hombres mayores de 30
afios; 6 fumadores, 6 no fumadores con PC y 3 sujetos control. Se recolectaron muestras de saliva
total y de FCG de bolsas periodontales de = 6 mm. El volumen del FCG se determino pesando las
puntas de papel antes y después del muestreo obteniendo los valores en gramos y convertidos a
unidades de volumen (ml). La actividad de LDH se determino por medio de espectrofotometria.Los
resultados se convirtieron a unidades de actividad enzimatica expresados en mM. El volumen de
FCG fue de 0,78 yL en sujetos sanos, en no fumadores con PC 1.12 y en fumadores con PC 1,32. Los
valores de LDH correspondieron a; saliva de sujetos sanos 0,845, en no fumadores con PC 1,325 y
en fumadores con PC 1,7895 mM. En FCG la actividad fue 0,4568 en sujetos sanos, en no fumadores
con PC 0,987 y en fumadores con PC 1,2546 mM. Conclusiones: Las técnicas utilizadas permitieron
determinar diferencia entre los valores de la actividad de LDH en ambos fluidos en fumadores y no
fumadores con PC.

PALABRAS CLAVE: Lactato Deshidrogenasa, fluido crevicular gingival, saliva, periodontitis cré-
nica.

SUMMARY

The response of the body to periodontal disease includes the production of intra-cellular enzymes
like Lactate Dehydrogenase (LDH) which is released by damaged periodontal cells. The LDH can
be found in the gingival crevicular fluid (GCF) and saliva as a result of cellular death and damage.
Objective: To compare LDH activity in GCF and saliva of smoker and non-smoker patients with Chronic
Periodontitis. Methods: 15 male patients (30 to 80 years of age) participated in this study; 6 smokers
with Chronic Periodontitis, 6 non-smokers with Chronic Periodontitis and 3 health subjects. Samples
of stimulated total saliva as well as four samples of gingival crevicular fluid while probing perio-
dontal pockets (= 6 mm deep) with standarized #30 endodontic paper points were obtained. The
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enzymatic activity of LDH was recorded and was quantified by espectrophotometry. Results: GCF
volume was 0.78 pL in health subjects, 1.12 yL non-smokers with Chronic Periodontitis and 1.32 pL
smokers with Chronic Periodontitis. LDH activity in saliva of smoker was 1.7895 mM. non-smoker
patients with Chronic Periodontitis 1.325 and health subjects 0.845 mM. In FCG the activity was
0.4568 mM of health subjects ,non-smokers with Chronic Periodontitis 0.987 and smoker with Chronic
Periodontitis was 1.2546 mM. The enzymatic activity of LDH in gingival crevicular fluid and saliva
was greater in smoking patients compared to non-smoking patients. Conclusions: These results
suggest that LDH activity in saliva and gingival crevicular fluid can be used to evaluate the progression
of periodontal disease as well as the effects of smoking.

KEY WORDS: Lactate Dehidrogenase, gingival crevicular fluid, saliva, chronic periodontitis.
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INTRODUCCION

Dentro de los factores de riesgo que inciden en el de-
sarrollo y severidad de la enfermedad periodontal; se
encuentra el tabaquismo asociado frecuentemente con
el desarrollo de periodontopatias, las personas fuma-
doras tienen 2,7 veces mads riesgo de desarrollar en-
fermedad periodontal que las no fumadoras (1-3). El
tabaco puede alterar el equilibrio microbiolégico bu-
cal, incrementandose el nimero de bacterias anaero-
bias. Ademas por una serie de mecanismos irritativos,
térmicos y quimicos el tabaco lesiona las células de la
mucosa bucal y ocasiona diferentes alteraciones; in-
cluyendo mayores indices de placa, calculo, asi como
gingivitis, periodontitis y alteracién en la reparaciény
cicatrizaciéon de los tejidos. (4-7). Los fluidos corpora-
les como la saliva y el Fluido Crevicular Gingival (FCG)
estan siendo utilizados para evaluar enfermedades sis-
témicas y realizar diagnésticos clinicos (8-10), asi mis-
mo existen estudios en los que se reporta que la saliva
y el fluido crevicular gingival son de utilidad para rea-
lizar el diagnostico de la enfermedad periodontal de-
bido a que se han identificado diversos marcadores
(2, 3) que se podrian utilizar de manera rutinaria enla
clinica para poder evaluar la progresién de esta en-
fermedad (1). Uno de los marcadores identificado es
la Lactato Deshidrogenasa (LDH) enzima que normal-
mente se asocia al citoplasma de las células y sus va-
lores se incrementan cuando existe dafio en la mem-
brana de las células durante la respuesta inflamatoria
(4) .La LDH y el Aspartato aminotransferasa (AST) son
enzimas cuya actividad esta correlacionada con la in-
flamacién gingival y con la destruccién de los tejidos
en la Enfermedad periodontal (11-15). Asi mismo se
ha estudiado la asociacién entre los niveles de cotinina
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en saliva y fluido crevicular en pacientes fumadores y
no fumadores con enfermedad periodontal (15) Los
valores de cotinina en concentraciones 5 a 6 veces mas
elevadas en fluido crevicular que en saliva explicaria
la susceptibilidad a la destruccién de los tejidos pe-
riodontales en los fumadores (16) . El objetivo de esta
investigacién fue determinar el volumen del FCG y la
actividad de la LDH en saliva y FCG en un grupo de
fumadores y no fumadores con Periodontitis Crénica.

MATERIALY METODOS
Poblacién de estudio

En este estudio fueron incluidos 15 sujetos del sexo
masculino mayores de 30 afios, 6 fumadores >10 ciga-
rros por dia con Periodontitis Crénica, 6 no fumadores
con periodontitis crénica y 3 pacientes no fumadores
sin enfermedad periodontal provenientes de la Clini-
ca de Periodoncia de la Divisién de Estudios de Post-
grado e Investigacion de la Facultad de Odontologia
de la UNAM. Se tomo como variable principal la Lacta-
to Deshidrogenasa para detectar una diferencia de 0,4
U/ml con una desviacién estandar de + 0,1.La prueba
fue para 2 muestras independientes de 2 colas con un
alfa de 0,01 y un poder del 90%.

Los pacientes participaron bajo consentimiento infor-
mado de acuerdo al Comité de Etica de la Divisién de
Estudios de Postgrado. Previo a la toma de las mues-
tras se realizé historia clinica y examen periodontal a
los pacientes participantes utilizando el Indice Gingi-
val de Lée y Silness, se midi6 el sangrado al sondeo, la
profundidad de bolsa y el nivel de insercién. Fueron
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excluidos del estudio pacientes bajo tratamiento mé-
dico o periodontal.

Coleccion de las muestras de Saliva y FCG

Previo a la toma de saliva se le pidi6 al paciente que
masticara papel de parafina durante 5 minutos para in-
ducir la estimulacién de la saliva y se recolectaron 5 mL
de saliva total estimulada en tubos de propileno de 50
mL (Costar USA), se centrifugaron a 1.000 g durante 10
minutos a 4° C para remover células escamosas y se re-
colecto el sobrenadante para realizar los experimentos
de LDH.

Las muestras de FCG se recolectaron de las zonas me-
sial, distal, vestibular, palatino o lingual de los estructu-
ras dentarias en los pacientes sanos y de bolsas perio-
dontales de >4 mm con puntas de papel estériles
estandarizadas de endodoncia del N° 30 (Hygienic USA)
de acuerdo a la metodologia descrita por N. ] Medlicott,
Paolantonio (6, 7). Se eliminaron los restos de placa den-
tobacteriana supragingival con cureta periodontal (Hu-
Fredy, USA) cuidando de no tocar la encia, se aislé la zona
con rollos de algodén y se seco la superficie del diente
con suave corriente de aire durante 5 segundos. Se in-
sertaron las puntas 1 mm hacia el surco gingival durante
45 segundos sin ejercer excesiva presion,inmediatamen-
te fueron transferidas a tubos eppendorfy guardados a—
20°C hasta realizar los experimentos de LDH, las puntas
de papel que se contaminaron con placa dentobacteria-
na y sangre fueron descartadas de los experimentos.

El volumen del fluido crevicular se determino pesan-
do las puntas de papel antes y después de la toma de
la muestra en una balanza analitica (OHAUS USA), la
diferencia de los valores obtenidos en gramos fue con-
vertido hacia unidades de volumen uL considerando
el valor de la densidad =1, la diferencia de peso mos-
tré el volumen absorbido en las puntas de papel.

Actividad de LDH

Para determinar la actividad de LDH en la saliva se re-
colectaron 80 pl del sobrenadante de saliva y se incu-
baron con 0,244 mM de nicotidamida adenin dinucled-
tido reducido (NADH) en un amortiguador de Tris (81,3
mM) y NaCl (203,3 mM) a un pH 8,6. Las puntas de pa-
pel fueron incubadas en un sustrato con 0,244 mM de
NADH, se afiadieron 170 pl de piruvato (9,76 mM) para
las muestras de saliva y se les adicioné a las puntas de
papel que contenian el fluido crevicular a 30° C en un
volumen total de 1,0 mlL, las muestras se leyeron en un
espectofotémetro en un rango de absorbancia de 340
nm a intervalos de 15 segundos durante 2 minutos. En
presencia de LDH el piruvato es reducido a lactato con
la oxidacién simultanea de NADH, lo que represento
el NADH consumido el cual es directamente propor-
cional ala actividad de LDH en la saliva y en las puntas
de papel con las muestras. La técnica utilizada y las
reacciones enzimaticas se muestras en el esquema 1.

Los resultados obtenidos en el espectofotémetro se
convirtieron hacia unidades de actividad enzimatica
que corresponden a (1 unidad=umol de NAD+ que se
incrementa por minuto a 30° C) y son expresados como
el total de la actividad de LDH (umol unidades/L) por
muestra (12). Se obtuvieron los valores promedio la
desviacién estandar.

RESULTADOS
Volumen de FCG

Con el propésito de determinar el volumen y evaluar
las diferencias del fluido crevicular gingival en las
muestras obtenidas en las puntas de papel. Se obtuvo
el promedio y la desviacién estandar de los valores
obtenidos expresados en uL de los 3 grupos. El volu-
men del fluido crevicular fue mayor en el grupo de

1era lectura (8 Intervalos de 15
segundos durante 2 min)

2da lectura ( 8 Intervalos de 15
segundos durante 2 min)

833ul NADH (0.244mM) =l 170 +pl Piruvato (9.76mM) .y Lactato = NAD + >

U/mL

Se
convirtieron
| | "

E E-NADH

Apoenzima Holoenzima Piruvato

E NADH ——p
L—

E-NAD + E

E NAD +
Lactato Holoenzima Apoenzima

Esquema 1: Reacciones enzimdticas de la LDH.. (Obtenido de http://es.wikipedia.org/wiki/Lactato_deshidrogenasa)
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sujetos fumadores con Periodontitis Crénica que enlos
que soélo presentaban enfermedad periodontal. Se
observoé el incremento del volumen de fluido crevicu-
lar en el grupo de pacientes no fumadores con enfer-
medad comparado con el grupo control (Figura 1).

Actividad de LDH en el FCG

Con el objetivo de evaluar la actividad de laLDH en el
FCG se analizaron las puntas de papel con las mues-
tras de los diferentes grupos de pacientes (Figura 2).
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Fig. 2: Actividad de LDH en FCG en los grupos de estudio bajo dife-

rentes condiciones.

24/AVANCES EN PERIODONCIA

17885

1.8 4

1.8 4

m

T 14

2

g 124

T

5 19 T0,945

o

LR T

=

= 0681

h]

< 044

0.2 1
a

Grupo No Fumadores Fumadores
control Periodontitis Periodontitis

crénica crénica

Fig. 3: Actividad de LDH liberada en la Saliva en los tres grupos de
pacientes.

Se observé un incremento de la actividad de LDH libe-
rada en los pacientes no fumadores con enfermedad
periodontal con respecto al grupo control. En los pa-
cientes con enfermedad periodontal fumadores existe
un incremento de la actividad comparado con el gru-
po de no fumadores con enfermedad periodontal.

Actividad de LDH en saliva

En la saliva la actividad de la LDH liberada se observo
mayor en los sujetos fumadores con Periodontitis cré-
nica al compararlo con los otros dos grupos (Figura 3).

DISCUSION

Los fluidos corporales han sido utilizados para evaluar
enfermedades sistémicas y la enfermedad periodon-
tal, algunos estudios han demostrado (4, 10) que el flui-
do crevicular gingival y la saliva contribuyen a reali-
zar el diagnoéstico de la enfermedad periodontal (13)
en donde han comparado los niveles de lactato deshi-
drogenasa en saliva entre grupos de pacientes con bol-
sas periodontales, y en grupos de pacientes con sitios
sanos, se reporto que la actividad de LDH es mas alta
en los pacientes con bolsas periodontales profundas
que en los sujetos sanos. Nishida y cols (16). Reporta-
ron que la progresién de la enfermedad periodontal
podria estar asociada conlos niveles de LDH en el flui-
do crevicular gingival.

La obtencién de las muestra del fluido crevicular gin-
gival es un método que se realiza con puntas de papel
absorbentes estandarizadas disefiadas para el siste-
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ma Periotron 8000, sin embargo la obtencién del flui-
do crevicular se puede llevar a cabo por el método de
obtencién con puntas de papel estériles de endodon-
cia del N° 30 de acuerdo al método descrito por N. J.
Medlicott, Paolantonio (6,7). En nuestros resultados en-
contramos que los valores del fluido crevicular se in-
crementan en el grupo de no fumadores con enferme-
dad periodontal con respecto al grupo control y se
observa un mayor incremento en el grupo de fumado-
res con enfermedad periodontal (Figura 1).

La obtencién de las muestras de fluido crevicular gingi-
val y la saliva es un método que permite detectar enzi-
mas que estan involucradas en la enfermedad periodon-
tal como en el caso de LDH, aspartato aminotransferasa,
fosfatasa alcalina, fosfatasa acida, sin embargo Nomura
y cols (1) reportaron que al evaluar la actividad de estas
enzimas, LDH es la enzima que mayor incremento en su
actividad presenta en la saliva de pacientes con enfer-
medad periodontal. En este estudio pudimos observar
que la actividad liberada de LDH en el fluido crevicular
gingival se incrementa en el grupo de no fumadores
con enfermedad periodontal a diferencia del grupo
control (Figura 2), esto coincide con diversos estudios
que han evaluado esta actividad, en los cuales encon-
traron incrementos en la actividad de LDH en el FCG
de pacientes con enfermedad periodontal (3), sin em-
bargo la actividad de LDH liberada se incrementa en el
grupo de fumadores con enfermedad periodontal. La
actividad de LDH en saliva mostré resultados similares a
los obtenidos en el fluido crevicular gingival, los valores
del grupo de pacientes no fumadores con enfermedad
periodontal se incrementa con respecto a los valores del
grupo control, y la actividad de LDH se incrementa en el
grupo de fumadores con enfermedad periodontal (Fi-
gura 3). Los incrementos en la actividad de LDH libera-
da en el fluido crevicular y saliva se deben en respues-
ta al dafio tisular y de la membrana celular en las células
que participan en la enfermedad periodontal.

El tabaquismo asociado a la enfermedad periodontal
es considerado un factor de riesgo favoreciendo la
progresién de la enfermedad periodontal (14, 17).
Aunque no se conocen todos los mecanismos del ta-
baquismo que actiian sobre la enfermedad periodon-
tal, se ha reportado que permite que se favorezca la
destruccién de los tejidos de soporte.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos muestran que los niveles de
LDH variaron en los 3 grupos de estudio de manera

similar tanto en el fluido crevicular como en saliva. La
actividad de LDH fue mayor en ambos fluidos en los
fumadores al compararlo con los no fumadores con y
sin enfermedad periodontal.
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