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RESUMEN

Objetivo: Comparar las concentraciones de proteinas carboniladas y
capacidad antioxidante total (CAT) en fluido crevicular gingival (FCG)
de pacientes con recién diagnostico de diabetes mellitus tipo 2 (DM2)
con periodontitis cronica (PC), sujetos con PC y sujetos con gingivitis
(G). Material y métodos: Estudio transversal en sujetos de ambos sexos
(35-55 afios). Se formaron tres grupos: DM2+PC, PCy G. Se incluyeron
sujetos con < 1.6 afios de DM2 con PC. Se evaluaron pardmetros clinicos
y periodontales. Los marcadores de estrés oxidativo (OxS) se determina-
ron por colorimetria y se cuantificaron por espectrofotometria. Se utilizé
ANOVA/Kruskal-Wallis para observar diferencias entre los grupos y
se analizaron las correlaciones con Pearson/Spearman. Resultados: El
grupo DM2 + PC mostré un incremento significativo en la edad, indice
de masa corporal y glucosa en comparacion con los grupos PC y G. La
profundidad de la bolsa (PD), pérdida de insercion, sangrado e indice
gingival fueron mayores en el grupo DM2 + PC versus grupos PC y G
(p<0.001). No se encontrd diferencia entre los grupos en CAT. El grupo
DM2 + PC mostr6é mayor concentracion de proteinas carboniladas versus
grupo G (p = 0.03). PD correlacion6 directamente con LDL en el grupo
DM2 + PC (p = 0.04). Conclusion: Las proteinas carboniladas en el
grupo DM2 + PC presentaron una diferencia significativa, indicando
el daflo oxidativo sinérgico de ambas patologias. La concentracion de
CAT tiende a elevarse en el grupo DM2 + PC, probablemente como un
mecanismo compensatorio en busca del restablecimiento de homeostasis.

Palabras clave: Diabetes mellitus tipo 2, periodontitis, estrés oxidativo,
capacidad antioxidante total, proteinas carboniladas.
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ABSTRACT

Objective: To compare the concentrations of carbonylated proteins and

total antioxidant capacity (TAC) in gingival crevicular fluid (GCF) of
patients with newly diagnosed type 2 diabetes mellitus (DM2) with
chronic periodontitis (CP), subjects with CP and subjects with gingivitis
(G). Material and methods: Cross-sectional study in subjects of both
sexes (35-55 years). Three groups were formed: DM2 + CP, CP and G.

Subjects with < 1.6 years of DM2 with CP were included. Clinical and
periodontal parameters were evaluated. OxS markers were determined
by colorimetry and quantified by spectrophotometry. ANOVA/Kruskal
Wallis was used to observe differences between the groups and the
correlations were analyzed with Pearson/Spearman tests. Results:

The DM?2 + CP group showed a significant increase in age, body mass
index and glucose in comparison with groups CP and G. The depth

of the pocket (DP), insertion loss, bleeding and gingival index were
higher in the group DM?2 + CP versus groups CP and G (p < 0.001).

No difference was found between the groups in TAC. The DM2 + CP
group showed a higher concentration of carbonylated proteins versus
group G (p = 0.03). DP correlated directly with LDL in the DM2 + CP
group (p = 0.04). Conclusion: The carbonylated proteins in the DM2

+ CP group showed a significant difference, indicating the synergistic
oxidative damage of both pathologies. The concentration of TAC tends
to rise in the DM?2 + CP group, probably as a compensatory mechanism

in search of the restoration of homeostasis.

Keywords: Type 2 diabetes mellitus, periodontitis, oxidative stress,
total antioxidant capacity, carbonylated proteins.

INTRODUCCION

a diabetes mellitus (DM) es un desorden metabélico
de alta prevalencia en la poblacién mundial adulta.
En México, la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion
(ENSANUT 2016), informé que es la primera causa de
muerte en el pais." La DM tipo 2 (DM2) es la més fre-
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cuente, presentdndose en 90% de los casos. Se caracteriza
por una disminucién en la produccién de insulina y la
resistencia a su accién, provocando una hiperglicemia
crénica asociada a complicaciones agudas y crénicas de
diversos 6rganos y tejidos, incluyendo los tejidos gingivales
y periodontales que soportan a los dientes en la cavidad
oral.? La DM aumenta tres veces el riesgo, la severidad
y la extension de la enfermedad periodontal, por lo que
es reconocida como su sexta complicacién.?

La etiologia de la DM2 y de la enfermedad periodontal
es compleja, ambas patologfas comparten la presencia de
inflamacion crénica. La periodontitis se ha relacionado con
el exceso en la secrecion de los mediadores inflamatorios,
los cuales son responsables de la destruccién del tejido
conectivo y hueso alveolar, exacerbando la respuesta infla-
matoria inmune.* Ademds, las bacterias subgingivales y sus
productos aumentan el niimero y la actividad de leucocitos
polimorfonucleares, los cuales producen especies reactivas
de oxigeno (ROS) y superéxido como una forma de de-
fensa a la infeccién.®> Crandes cantidades de prooxidantes
son producidas por estas enfermedades inflamatorias
individualmente asf como de manera conjunta, elevando
los niveles de marcadores de estrés oxidativo (OxS) del
periodonto y disminuyendo la capacidad antioxidante del
fluido crevicular gingival (FCG).®

Por su tiempo corto de vida media in vivo y porque
no es posible su medicién de forma directa, las ROS, los
radicales libres y otras especies reactivas se cuantifican
mediante biomarcadores de dafio tisular a macromo-
léculas vitales o de OxS.> Las fuentes principales de
biomarcadores para la actividad de ROS son: a) pero-
xidacion lipidica (sustancias reactivas de 4cido tiobarbi-
tarico (TBARS), malondialdehido [MDA], isoprostanos
y 4-hidroxialquenales); b) oxidacién de proteinas y/o
aminodécidos (proteina carboniladas); c) biomarcadores
de dano a los carbohidratos; d) biomarcadores de dafno
al ADN (8- hidroxi-desoxiguanosina); y e) capacidad
antioxidante total (CAT).”

Niveles significativos altos en saliva y FCG de MDAy
estado oxidante total (TOS) fueron reportados en sujetos
con periodontitis versus controles.? También se encontré
en plasma, eritrocitos y tejido gingival, elevado de forma
significativa el TBARS en un estudio de casos y controles.’
Ademas, la concentraciéon de CAT en saliva de sujetos
con periodontitis fue mayor que los controles.'® Pradeep
y colaboradores reportaron que las concentraciones de
proteinas carboniladas en FCG fueron mayores en los
pacientes con periodontitis en comparacion con sujetos
con gingivitis y sujetos sanos, asi como una correlacién
directamente proporcional entre los parametros pe-

riodontales y los niveles de proteina carbonilada.!
Baltacioglu y su grupo corroboraron estos resultados,
ya que observaron niveles de proteinas carboniladas en
suero y FCG significativamente mas altos en el grupo
periodontitis en comparacién con el grupo control.!?
Sculley y su equipo encontraron una asociacién positiva
entre sujetos con periodontitis y las concentraciones de
proteinas carboniladas en saliva y una disminucién de la
CAT, versus sujetos sanos.”

En sujetos diabéticos, Glimiis P y asociados compara-
ron la CAT en pacientes con DM2 + periodontitis, DM1
+ periodontitis y sujetos controles en muestras de saliva,
no observando diferencias significativas entre los grupos.'?
Allen y colaboradores reportaron que en pacientes con
DM2 + periodontitis se encontraron niveles mayores
de proteinas carboniladas en comparacién con sujetos
DM2 sin periodontitis. Por lo que concluyeron que la
periodontitis estd relacionada con un incremento de estrés
oxidativo y con un control glicémico comprometido en
pacientes con DM2.14

Trivedi y su grupo corroboraron el importante papel que
tiene la enfermedad periodontal en la creacién de ROS,
ademas observaron un incremento en el nivel de MDA en
saliva si se asocia con DM2."> Patil y su equipo observaron
un aumento progresivo en los niveles de MDA plasmético
en los pacientes con periodontitis, seguidos de los pacientes
con DM2 + periodontitis y grupo gingivitis comparados
con el grupo control. Ademds, una disminucion en la CAT
en los pacientes con DM2 + periodontitis versus grupo
control.’® Sin embargo, es escasa la informacién acerca
de las concentraciones de proteina carbonilada y CAT en
FCG de sujetos diabéticos de recién diagndstico.

El FCG es un trasudado sérico normal que lubrica el
surco gingival, la presencia de enfermedad periodontal
lo convierte en un exudado inflamatorio. La recoleccién
del FCG por medio de tiras de papel estandarizado, es
una técnica no invasiva que ha sido utilizada en diferen-
tes estudios como auxiliar diagnéstico de la enfermedad
periodontal.'”

El objetivo de este estudio fue comparar los niveles
de protefna carbonilada y CAT en FCG de pacientes con
recién diagndstico de DM2 con periodontitis cronica
(PQ), sujetos con PC vy sujetos con gingivitis, asi como
correlacionar estos marcadores de OxS con los pardmetros
periodontales de la poblacién mexicana.

MATERIALY METODOS

Estudio transversal, observacional y comparativo que
comprende sujetos de ambos sexos, seleccionados de
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fabricas y sujetos que asistieron para recibir atencién
en la Facultad de Odontologia de la Universidad de
la Salle Bajio, A.C. (UDLSB) y el Departamento de
Ciencias Médicas de la Universidad de Guanajuato. El
tamano de la muestra se realiz6 utilizando una muestra
no probabilistica por simple disponibilidad de acuerdo
con los criterios de seleccién para formar los grupos. El
protocolo de estudio fue aprobado por el Comité de
Investigacién y Etica de la UDLSB (#14ClIT17/18), y,
antes del estudio, cada sujeto firmé un consentimiento
informado.

El estudio const6 de tres grupos en el rango de 35
a 55 afos de edad: grupo 1: sujetos con gingivitis (C);
grupo 2: sujetos con PC; y grupo 3: diagnéstico reciente
de DM2 (< 1.6 aiios desde su diagnéstico de DM2) y PC
(DM + PC). Se incluyeron sujetos con un minimo de 20
dientes; DM2 diagnosticada de forma reciente (< 1.6
afios desde el diagndstico de DM2) y con medicacion
hipoglucémica oral (metformina, glibenclamida o ambas)
para el grupo de DM2 + PC. PC con profundidad de la
bolsa y pérdida de insercién clinica > 4 mm en més del
30% de los sitios para los grupos de DM2 + PCy grupo
PC; asi como gingivitis de acuerdo a los criterios de Loe
y Silness'® para el grupo 1.

Se excluyeron sujetos que practican ejercicio vigoro-
so; con historial o consumidores de tabaco o alcohol en
los dltimos cinco afos; asi como mujeres embarazadas,
lactando o con terapia de reemplazo hormonal; no
tratamiento periodontal en los Gltimos seis meses; con
alguna enfermedad o afeccién sistémica aparte de DM2
y PC; no bruxismo o hiperplasia gingival; no terapia con
antibidticos, vitaminas, medicamentos antiinflamatorios,
suplementos minerales, antioxidantes o esteroides en los
Gltimos seis meses.

A los sujetos que participaron en el estudio se les
administr6 un cuestionario de salud que incluia datos
personales (edad, sexo) y hdbitos personales (tabaco,
alcohol, ejercicio). También se tomaron signos vitales,
medidas antropométricas para calcular el indice de masa
corporal (IMC), cuestionario de higiene oral y parametros
periodontales. Se tomé una muestra de sangre venosa
después de un ayuno de 10 horas para determinar las
siguientes pruebas de laboratorio: glucosa en ayunas,
hemoglobina glucosilada (HbA1c) y perfil de lipidos (tri-
glicéridos, colesterol, HDL y LDL), asi como un andlisis
general de orina. Los analisis clinicos se llevaron a cabo
por un mismo investigador.

Los parametros periodontales registrados incluyeron
la profundidad de sondaje (PD), sangrado de sondaje
(BOP), recesion gingival, pérdida de insercion clinica

(CAL), indice gingival (GI) y movilidad dental. La pro-
fundidad de la bolsa se evalué en 6 sitios por diente
utilizando una sonda periodontal manual (Williams
PW6, Hu-Friedy, Chicago, IL, EUA). Los valores medios
de PD se sumaron para obtener un promedio total por
paciente. En el caso de la recesion gingival, medimos
la distancia desde la unién cemento-esmalte hasta el
margen gingival libre y sumamos los valores obtenidos
para obtener un promedio total para cada diente. La CAL
se evalué agregando recesién gingival y PD, sumando
los valores obtenidos para obtener un promedio total
por paciente. El indice gingival se determiné segtin los
criterios de Loe y Silness'® y la movilidad dental de
acuerdo a los criterios de Laster y colaboradores.’ Por
Gltimo, el sangrado gingival se registr6 como ausente o
presente después de 30 segundos de sondeo de la PD.
Se calculé el porcentaje total de dientes con sangrado
por paciente. La evaluacion periodontal fue realizada
por un mismo examinador.

El FCG se colect6 solicitando a los sujetos acudir
en ayunas y no cepillarse antes de la toma de mues-
tra. Se escogieron cuatro dientes diferentes con PD
>4 mm y CAL > 5 mm. Se realiz6 aislamiento de las
zonas elegidas, remocion de placa dentobacteriana y
secado suave con corriente de aire por 15 segundos.
Inmediatamente después se inserté el papel absorbente
(Periopaper, Oraflow Inc. Smithtown, NY, EUA) duran-
te 30-60 segundos. Se retir6 el papel absorbente del
paciente y se colocé en un tubo Eppendorf con 200
uL de buffer fosfato salino (PBS), centrifugandolo a
5000 rpm durante 10 minutos a -4 °C y se almacené
a -70 °C hasta la medicién de los marcadores de OxS.
Las muestras se analizaron utilizando un ensayo CAT
(ABCAM Kit ab65329; Cambridge, Reino Unido), y
un ensayo para proteina carbonilada (ABCAM Kit
ab126287; Cambridge, Reino Unido). Ambos niveles
de FCG de CAT y proteina carbonilada se determinaron
mediante colorimetria y se cuantificaron por espectro-
fotometria. Los ensayos se realizaron de acuerdo con
las recomendaciones del fabricante.

Se realizé un analisis estadistico descriptivo, evaluando
la normalidad de la distribucién de los datos con la prueba
de Lillefort. Dependiendo de si los datos presentaron una
distribucién normal o no normal, se utilizé la prueba de
andlisis de varianza (ANOVA) o la prueba de Kruskal-Wallis,
para explorar las diferencias entre los grupos. Para analizar
las correlaciones, se utilizaron las pruebas de Pearson o
Spearman. El paquete estadistico Statistica 7 (StatSoft Inc.,
Tulsa, OK, EUA) Se utiliz6 en todo momento. Se considerd
significacion estadistica para o < 0.05.

Revista ADM 2019; 76 (4): 208-213

210

www.medigraphic.com/adm



Rocha NML y cols. Niveles de proteina carbonilada y capacidad antioxidante total en pacientes con diabetes mellitus tipo 2

RESULTADOS

Se incluyeron 25 sujetos para cada uno de los tres
grupos. Las caracteristicas demogréficas de cada grupo
se muestran en la Tabla 7. Se observaron diferencias
significativas en la edad e IMC (p < 0.001) entre los
grupos.

La Tabla 2 muestra las caracteristicas bioquimicas de
los participantes. Se encontraron diferencias en los niveles
de glucosa entre los grupos (p < 0.001), entre el grupo
DM2 + PC versus grupos Gy PC (p < 0.05).

Los parametros clinicos periodontales se muestran en
la Tabla 3. Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos en todos los parametros
periodontales.

Tabla 1: Caracteristicas antropométricas en los tres grupos.

G PC DM2 +PC

X+DE X+DE X+DE

n=25 n=25 n=25 p
Sexo (H/M) 15/10 13/12 20/5 0.1¢
Edad (afios)  40.1+£59 41.7+6.0 47.8+4.1% <0.001
IMC (kg/m?)  239+1.5 260+3.0 293+4.2% <0.001
Diagnostico 8.6+72
DM2 (meses)

Los datos se presentan como media (X) + desviacion estandar (DE).
Valor de p para Kruskal Wallis, € =2 &) p = 0.0001 en relacién con el
grupo gingivitis, ®) p = 0.002 en relacion con el grupo PC.

Los niveles de proteinas carboniladas fueron mayores
(p = 0.03) en el grupo DM2 + PC respecto al grupo
G [2.3 (2.0-2.4) versus 1.7 (1.7-1.9) nM/mg proteina,
respectivamente]. No hubo diferencia entre los grupos
para CAT (Tabla 4).

En el grupo DM2 + PC la profundidad de la bolsa
correlacioné positivamente con LDL (rs = 0.42, p = 0.04)
mostrada en la Figura 1.

DISCUSION

Los sujetos del grupo DM2 + PC mostraron tener mayor
edad e IMC. Estos resultados son razonables, ya que las
personas de mayor edad tienden a presentar mayor nd-
mero de enfermedades y obesidad. Como se esperaba,
el grupo DM2 + PC presentd niveles significativos de
glucosa versus grupos PC y G.

Nuestros resultados concuerdan con las caracterfsticas pe-
riodontales reportados por Trivedi y colaboradores' quienes
reportan un menor néimero de dientes y mayor movilidad en
el grupo DM2 + PC, quienes reportaron los peores pardme-
tros periodontales. Manosudprasit y su equipo mencionan
que el aumento de la susceptibilidad a infecciones y a enfer-
medad periodontal en los pacientes con diabetes se explica
por la disminucién en la apoptosis espontanea de leucocitos
polimorfonucleares en pacientes con diabetes mellitus.2°

En nuestros resultados respecto a los marcadores de
estrés oxidativo, no encontramos diferencias estadisti-
camente significativas en los niveles de CAT entre los
grupos, lo cual concuerda con los resultados de Téthova
y su grupo?! quienes argumentan que la disminucién de
la CAT no es necesariamente una condicién indeseable

Tabla 2: Caracteristicas bioquimicas en los tres grupos.

G DM2 +PC

X +DE X +DE X +DE

n=25 n=25 p
Glucosa (mg/dL) 89.3+£15.5¢ 93.5+£13.7° 133.6 +53.7% <0.0001
Colesterol (mg/dL) 197.0£39.0 190.0 +30.3 193.0+33.9 0.71
HDL (mg/dL) 438£9.1 41.6+7.7 50.7+£34.1 0.70
LDL (mg/dL) 128.0£36.0 120.5+25.4 117.7+39.1 0.558
Triglicéridos (mg/dL) 133.9+£99.9 139.2+68.4 153.9+ 88.7 0.37
HbA1C (mmol/mol) 53+12

Los datos se presentan como media (X) + desviacion estandar (DE). Valor de p para Kruskal-Wallis, ¢ Valor de p para ANOVA. ) p < 0.005 en relacién con el
grupo gingivitis, ®) p < 0.01 en relacion con el grupo PC, ¢) p < 0.01 en relacién con el grupo DM2 + PC.
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Tabla 3: Caracteristicas periodontales en los tres grupos.

G PC DM2 +PC

X +DE X +DE X +DE

n=25 n=25 n=25 p
Movilidad (%) 0.0 30+£11.6 6.6+£149  0.003
Recesion (mm) 0.5+£0.8 1.0+£09 1.7£1.1*  0.003
PD (mm) 33£1.7 48+1.1F 48+0.6* <0.001
CAL (mm) 09+14° 23+£22 40+25 <0.001
Sangrado (%) 14+23% 113+122 95+93 <0.001
indice gingival  1.0£1.0% 2105 22£05 <0.001

Los datos se presentan como media (X) + desviacion estandar (DE). Valor de p
para Kruskal-Wallis, 2) p < 0.01 en relacion con el grupo gingivitis, ) p < 0.01
en relacion con el grupo PC, ©) p <0.01 en relacion con el grupo DM2 + PC.

Tabla 4: Marcadores de estrés oxidativo entre los grupos.

G PC DM2+PC p
M (rango) M (rango) M (rango)
n=25 n=25 n=25
CAT (equivalentes 6.3 10.3 10.3 0.1
trolox nmol) (3.7-10.6) (5.6-20.2) (6.9-18.3)
Proteinas carboniladas 1.7 22 23 001
(nmol/mg) (1.7-1.9)  (2.0-2.4) (2.0-2.5)

Los datos se expresan como mediana (M) y rangos, se analizaron con la
prueba Kruskal-Wallis. ) p < 0.05 en relacion con el grupo gingivitis.

cuando la produccién de ROS disminuye; sin embargo
nuestros hallazgos sugieren que existe una mayor CAT en
los pacientes con DM2 sin ser estadisticamente significa-
tiva. Curiosamente en un estudio realizado en pacientes
con reciente diagnéstico de diabetes Zingler y asociados
demostraron un incremento de la actividad de la enzima
antioxidante superéxido dismutasa (SOD) en biopsias de
mdsculo esquelético de DM2 versus control, lo cual su-
giere que en pacientes diagnosticados de forma reciente
con diabetes mellitus existe una lucha por encontrar la
homeostasis, aumentando la actividad de diferentes en-
zimas antioxidantes y con ello los niveles de CAT, lo cual
se ve reflejado en nuestros hallazgos.??

Sélo un estudio ha cuantificado la CAT en DM2 en
plasma, el estudio de Patil y colaboradores,® quienes al
contrario de nuestros resultados reportaron menor CAT

en pacientes de reciente diagnéstico de DM2 + PC versus
control, esto puede deberse a que son diferentes fluidos
y el plasma puede ser influenciado por mecanismos
intrinsecos de la diabetes mellitus y el FCG se relaciona
de manera mds directa a la enfermedad periodontal de
estos pacientes. En contraparte con nuestros resultados,
Brock y su grupo reportaron mayores niveles de CAT en
el FCG de sujetos con PC versus control.?3

Las proteinas carboniladas presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos (p = 0.1)
siendo mayor los niveles para el grupo DM2 + PC que
tuvo diferencias con el grupo gingivitis (p < 0.05), estos
resultados reflejan el dafio oxidativo presente en ambas
patologias. No existen estudios que hayan cuantificado
las proteinas carboniladas en el paciente de reciente
diagnéstico de DM2.

Concordando con nuestros resultados, Allen y asocia-
dos'* reportaron mayores niveles de proteinas carbonila-
das en suero de paciente con DM2 (de mas de cinco anos
de evolucion) con enfermedad periodontal compardndolo
con pacientes Gnicamente con diabetes mellitus. De la
misma manera Pradeep y su equipo,'! Baltacioglu y co-
laboradores,'? y Atabay y su grupo,?* reportaron mayores
niveles de proteinas carboniladas en el FCG de pacientes
con periodontitis comparados con sujetos control.

Por (ltimo, registramos una correlacién positiva entre
la bolsa periodontal y los niveles de LDL en el grupo DM2
+ PC. Estos resultados concuerdan con lo antes reportado
por Sangwan y asociados que encontraron una correlacién
positiva entre LDL y PD en sujetos con hiperlipidemia y
periodontitis.?>

6.2
6.0
5.8
5.6
5.4
5.2
5.0
4.8
4.6
4.4
4.2
4.0

Bolsa periodontal (mm)

r,=042p=004

3.
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
LDL (mg/dL)

Figura 1: Correlacion positiva de bolsa periodontal y LDL en el
grupo DM2 + PC.
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CONCLUSIONES

Este es el primer estudio realizado en el fluido crevicular
gingival en pacientes de recién diagnéstico de diabetes
mellitus tipo 2 en donde se estudian los mecanismos anti-
oxidantes en etapas tempranas de la enfermedad. Las pro-
tefnas carboniladas en el grupo DM2 + PC presentaron
una diferencia significativa, indicando el dafio oxidativo
sinérgico de ambas patologias. Ademds, la concentracién
de la capacidad antioxidante total tiende a elevarse en el
grupo DM2 + PC en el inicio temprano de la diabetes,
probablemente como un mecanismo compensatorio en
busca del restablecimiento de homeostasis.
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