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RESUMEN

Introduccién: La periodontitis (PE) es una enfermedad que no sélo
afecta la cavidad bucal, sino también la salud general del individuo,
ya que es una enfermedad que cursa con incremento en la produc-
cion de estrés oxidativo y radicales libres (RL), lo que puede causar
dafo al ADN. Los antioxidantes como el acido folico (AF) pueden
actuar como una terapia coadyuvante para reforzar el sistema de
defensa antioxidante y prevenir el dafio que pueden causar los RL
en la PE. Objetivo: Determinar la modificaciéon del dafo nuclear
y oxidativo al ADN en pacientes con PE después de la ingesta de
AF. Material y métodos: Se formaron dos grupos: grupo 1 (n = 30)
individuos sin PE y grupo 2 (n = 35) individuos con PE. Ambos grupos
fueron expuestos a 5 mg via oral de acido fdlico tres veces al dia
durante 30 dias. A todos los participantes se les tomaron muestras
de mucosa bucal y de saliva, una al inicio del estudio y la segunda
muestra 30 dias después. El dafio nuclear se determiné por medio
del ensayo de micronucleos (MN) y anormalidades nucleares (AN)
en células de mucosa bucal. El dafio oxidativo se determind por
medio de la cuantificacion de niveles de 8-hidroxi-2-desoxiguanosina
(8-OHAG) en saliva por el ensayo de ELISA. Resultados: El grupo
con PE presento incremento significativo (p < 0.05) en el nimero de
MN y AN, asi como en los niveles de 8-OHdG en la muestra basal
comparado con el grupo sin PE. Después de la ingesta de AF, los
valores de MN, AN y 8-OHdG disminuyeron de manera estadistica-
mente significativa (p < 0.05) al compararlos con los valores basales
en ambos grupos. Conclusién: El nimero de MN y AN asi como los
niveles 8-OHdG disminuyeron significativamente en individuos con
PE, al igual que en el grupo sin PE después de la ingesta de AF.
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ABSTRACT

Introduction: Periodontitis (PE) is a disease that not only affects the
oral cavity, but also disturbs the overall health of the individual since
the PE course with an increased in the production of oxidative stress
and free radicals (FR) which increases DNA damage. Antioxidants,
such as folic acid (FA), can act as an adjuvant to strengthen the
antioxidant defense system and prevent the damage that causes
the FR in PE. Objective: Determine the nuclear and oxidative DNA
damage in patients with PE after (FA) intake. Material and methods:
Two groups were formed: group 1 (n = 30) subjects without PE and
group 2 (n = 35): subjects with PE. Both groups were exposed to 5
mg of FA orally 3 times daily for 30 days. From all participants, buccal
mucosa and saliva samples were taken, one at the beginning of FA
intake and the next 30 days later. Nuclear damage was determined
by means of micronuclei (MN) and nuclear abnormalities (NA) as-
say in buccal mucosa cells. Oxidative damage was determined by
quantifying the levels of 8-hydroxy-2-deoxyguanosine (8-OHdG) in
saliva by ELISA assay. Results: The PE group presented signifi-
cant increase numbers (p < 0.05) in MN, NA and in the levels of
8-OHdG in the baseline sample compared with the group without
PE. And after the intake of FA the values of MN, NA and 8-OHdG
decreased statistically significant (p < 0.05) when compared with
baseline values, in both groups. Conclusion: The number of MN,
NA and 8-OHdG levels was significantly decreased in patients with
PE and in the group without PE after folic acid intake.

Key words: Periodontitis, folic acid, micronuclei, nuclear abnormalities,
8-OHdG, buccal mucosa cells, saliva.

INTRODUCCION

Se ha propuesto que el estrés oxidativo, asi como el
aumento en la produccion de radicales libres (RL)
pudieran ser elementos fundamentales en la fisiopato-
genia de diversas enfermedades cronico-degenerativas
como diabetes, alteraciones cardiovasculares y cancer,
a través del dafio celular y molecular;? en el 4rea
odontolégica podemos encontrar la periodontitis (PE)3
enfermedad presente en la poblacion mexicana; que no
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sélo afecta la cavidad bucal, sino la salud general del
individuo. En la PE el estrés celular pudiera contribuir
al desarrollo de procesos inflamatorios y disfunciéon
endotelial, caracteristicos de este padecimiento infla-
matorio cronico en el que ademas de afectar los tejidos
de sostén del diente puede producir dafo al ADN.34
Actualmente se conocen pruebas con las que puede
determinarse el dafio al ADN,* como es el caso del en-
sayo de micronucleos (MN) y anormalidades nucleares
(AN) en células de mucosa bucal® asi como la cuanti-
ficacién 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (8-OHdG).* Los
antioxidantes, en este caso el acido folico (AF), pueden
actuar como una terapia coadyuvante en conjunto con
los tratamientos mecanicos y locales para reforzar el
sistema de defensa antioxidante y prevenir el dano
que puedan causar los RL en la PE.%7 De tal manera,
el objetivo del trabajo fue determinar la disminucién
del niimero de MN y AN en células de mucosa bucal
y los niveles de 8-OHdG en saliva de pacientes con
periodontitis después de la ingesta de AF.

MATERIAL Y METODOS

Se tomaron muestras de células de mucosa bucal y
saliva de individuos con y sin PE y se formaron los
siguientes grupos: 1: individuos con PE (n = 30) y
2: individuos sin PE (n = 35). Las muestras fueron
obtenidas de la Clinica de Especialidades de Perio-
doncia del Departamento de Clinicas Odontoldégicas
del Centro Universitario de Ciencias de la Salud,
Universidad de Guadalajara.

Aquellos individuos que aceptaron participar en el
estudio firmaron una carta de consentimiento infor-
mado y contestaron un cuestionario sobre informacion
personal relativa a habitos como fumar, consumo de
alcohol, género, edad, habitos alimentarios y el consu-
mo de drogas o antioxidantes. Todos los participantes
en general tenian buena salud bucal y en el caso del
grupo con PE no recibieron terapia periodontal. Se
excluyeron mujeres embarazadas, consumidores de
alcohol, fumadores, individuos con enfermedades
sistémicas, asi como individuos con enfermedades
cronico degenerativas como la artritis reumatoide,
diabetes, problemas hepaticos e individuos que hubie-
ran pasado por procedimientos radiolégicos (< 1 mes).

Grupos de estudio

El diagnéstico de PE fue llevado a cabo por un mismo
especialista en periodoncia (JCGM) de acuerdo con

los parametros de inclusién y los criterios diagnos-
ticos de la Academia Americana de Periodoncia.®

Grupo 1 o sin PE: los individuos presentaron
estado periodontal sano y buena higiene oral, sin an-
tecedentes de cualquier enfermedad periodontal, no
presentaron signos clinicos de inflamacién gingival,
no habia evidencia de pérdida de insercién, sangrado
o pérdida de hueso radiograficamente.

Grupo 2 o con PE: los individuos presentan in-
flamacion gingival, presencia de placa bacteriana y
profundidad al sondeo > 6 mm, pérdida de insercién
clinica > 5 mm, sangrado y pérdida de hueso radio-
graficamente.

Determinacion del dafio nuclear ADN por medio
del ensayo de MN

*  Preparacion y analisis de muestras de mucosa
bucal

A todos los participantes se les pidié que se enjua-
garan la boca con agua purificada; después con un
portaobjetos se hizo un raspado de la mucosa de
carrillo, para obtener la muestra basal de ambos
grupos y después de la ingesta de AF (30 dias) se
procedié a tomar una segunda muestra; el material
obtenido se extendia por duplicado sobre una lamini-
lla limpia. Ambos grupos recibieron 5 mg de AF via
oral! tres veces al dia durante 30 dias. Las muestras
se dejaron secar al aire, se fijaron con metanol 80%
por 48 horas y se procedi6 a la tincién con naranja
de acridina, de acuerdo con la técnica ya descrita,’
colorante especifico para acidos nucleicos, el cual
emite fluorescencia. Las muestras se observaron
bajo microscopio! con el objetivo 60x, con sistema
iluminador de fluorescenciall y se contaron los
MN y AN que incluian células binucleadas (BN),
células con prolongacién nuclear (PN), cariolisis
(CL), cariorrexis (CR), cromatina condensada (CC)
y células picnéticas (PIC). Los criterios utilizados
fueron los descritos por Thomas et al, el nimero de
células con MN y AN se evaluaron a 2,000 células
por muestra.!? Los resultados son presentados como
MN y AN en 1,000 células.

I'Lab. Valdecasas, S.A., Reg. No. 82231, S.S.A.IV
I Olympus modelo CX31
I Olympus modelo CX-RFLT50: Lampara de mercurio 50w y
filtro de fluorescencia azul DMB-2
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Determinacion del daio oxidativo al ADN por
medio de la determinacion de 8-OHdG

*  Obtencidn, preparacién y andlisis de muestras
de saliva

A los participantes se les indicé que depositaran
2 mL de saliva no estimulada en un tubo Eppen-
dorf, almacendndose a -80 °C hasta su andlisis.
Se recolectaron dos muestras de saliva por par-
ticipante, una muestra inicial o basal antes de la
ingesta de AF y una final a los 30 dias después
de haber iniciado la ingesta de AF. La determina-
ci6on de 8-OHAG se realiz6 por medio de la prueba
ELISA.'V La placa fue leida a una longitud de
onda de 450 nm mediante un lector de ELISA.Y
Las absorbancias de la lectura se registraron en
una base de datos para posteriormente calcular
la concentracién de 8-OHdG con respecto a las
absorbancias de la curva estandar. Las concentra-
ciones se expresaron como ng/mL de la 8-OHdG.

Consideraciones éticas. A todos los par-
ticipantes se les informé el objetivo del estudio.
El consentimiento de las personas que desearon
participar se obtuvo por escrito de acuerdo con el
reglamento de la Ley General de Salud de México,
2002. Este consentimiento se basa en el acuerdo con
la Secretaria de Salud y Bienestar Social Nacional
y su Reglamento de la Ley General de Salud de
México, en materia de Investigacién para la Salud
1987, Titulo Segundo, de los Aspectos Eticos de la
Investigacion en Seres Humanos, en su Articulo 17,
categoria II, esta investigacién esta considerada
como riesgo minimo.

Analisis estadistico. Los resultados se eva-
luaron mediante la prueba de U de Mann-Whitney
para muestras dependientes y la prueba de Wil-
coxon para muestras independientes. Cuando el
valor de p fue < 0.05 se consider6 estadisticamente
significativo. Las pruebas estadisticas se realiza-
ron por medio del programa SPSS (v.11.0) para
Windows®. Los resultados se presentan como pro-
medio + desviacién estandar del nimero de MN o
AN, asi como los niveles de 8-OHdG de los grupos
estudiados.

IV Kit Cayman Chemical (No. de catalogo 589320)
V Powean, modelo WHY101
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REsuLTADOS

Se analiz6 un total de 65 muestras de mucosa bucal
de individuos con y sin PE. El promedio de edad de
los individuos sin PE fue 39.45 + 5.73 y con PE fue
42.08 + 9.66. El promedio de edad de los partici-
pantes en los grupos de estudio fue similar, por lo
que la variable de edad no se utilizé como criterio
de estratificacion, debido a que no se observaron
diferencias significativas entre los grupos.

Al hacer las comparaciones intergrupo e intra-
grupo de los marcadores de dafio al ADN (nimero
de células con MN, PN y BN) y de los marcadores
de citotoxicidad o muerte celular (nimero de células
con CL, CR y CC) en células de mucosa bucal de
individuos con y sin PE, los resultados fueron los
siguientes:

5, —

AN/1000 células
N
o

MN ' PN ' BN

AN/1000 células

1 4

[ :&‘_
0 - . . .

o0s) Gl CR cc PIC

Grupos de estudio
D Individuos sin PE - Individuos con PE

Figura 1. Valores basales de MN y AN en células de mucosa

bucal en los grupos de estudio.
AN: anormalidades nucleares; PE: periodontitis; MN: microntcleo; PN:
prolongacion nuclear; BN: binucleada; CL: cariolisis; CR: cariorrexis;

CC: cromatina condensada; PIC: picnosis; ® (p < 0.05).
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*  Muestra basal. Al hacer las comparaciones inter-
grupo, en el grupo con PE se observé aumento
estadisticamente significativo en el namero de
células con MN (p = 0.007), PN (p = 0.007), BN
(p = 0.001), CL (p = 0.001) y CR (p = 0.007), al
compararlo con el grupo sin PE (Figura 1).

+  Comparacién intragrupo. Antes y después de la
ingesta del AF, en el grupo con PE se observd
disminucién significativa en los valores de MN
(p = 0.001), PN (p = 0.001), BN (p = 0.001), CL
(p =0.001), y CC (p =0.001) (Figura 2).

*  Grupo control. Se observé disminucién signifi-
cativa en el namero de PN (p = 0.03), BN (p =
0.03), CL (p=0.01)y CC (p=0.001) (Figura 3),lo
que evidencia en ambos grupos el efecto benéfico
antioxidante del AF.

* Niveles de 8-OHdG. En la determinacién basal, el
grupo con PE comparado con el control, presenté

AN/1000 células
N
[6,]

MN ' PN ' BN

AN/1000 células

05 | CL CR CcC PIC
Tiempo de muestreo

C] Basal . 30 dias

Figura 2. Diferencias en los valores de MN y AN antes y des-
pués de la ingesta de &cido folico en el grupo con PE.

AN: anormalidades nucleares; PE: periodontitis; MN: microntcleo;
PN: prolongacion nuclear; BN: binucleada; CL: cariolisis; CR: cario-
rrexis; CC: cromatina condensada; PIC: picnosis; e diferencia signi-
ficativa (p < 0.05)
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Figura 3. Diferencias en los valores de MN y AN antes y des-
pués de la ingesta de &cido flico en el grupo sin PE de estudio.
AN: anormalidades nucleares; PE: periodontitis; MN: micronUcleo;
PN: prolongacién nuclear; BN: binucleada; CL: cariolisis; CR: cario-
rrexis; CC: cromatina condensada; PIC: picnosis; diferencia signifi-
cativa (p < 0.05).
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Figura 4. Diferencias en los valores de 8-OHdG antes y des-
pués de la ingesta de &cido folico en el grupo con y sin PE.
8-OHdG: 8-hidroxi-2-desoxiguanosina; PE: periodontitis; diferencia
significativa (p < 0.05).



Goémez MJC y cols. Disminucion del dafo nuclear y oxidativo al ADN en pacienfastoaes peciolddrititie

tasas mayores con diferencia significativa (p =
0.001) de este marcador de dano oxidativo.

* Niveles de 8-OHdG en la segunda determinacién.
Disminuyeron en ambos grupos, siendo estadis-
ticamente mas manifiesto en el grupo control
(Figura 4).

*  Numero de PIC. No se observaron variaciones en
los diferentes tiempos de muestreo.

En la figura 5 pueden observarse células de
mucosa bucal con MN, PN y BN y en la figura 6 se
muestran células de mucosa bucal con CL, CR, CC
y PIC tomadas de los participantes del presente
estudio.

DiscusioN

En el presente estudio se evalud la modificacion de
los fenémenos de dafio nuclear y oxidativo al ADN
subsecuentes a la ingesta de AF mediante el conteo
de MN y AN en células de mucosa bucal y la cuanti-
ficacién de los niveles de 8-OHdG en saliva; ya que
por su rasgos patogénicos la PE (enfermedad cro-
nica degenerativa presente en 90% de la poblacién
mexicana,!2 que puede tener efectos adversos en

ReRddMBeRododtit0261 5] {3)(3)200+28

la salud general de los individuos) esta asociada al
incremento de estrés oxidativo y al aumento en la
produccién de radicales libres (RL).?

El aumento en la produccion de especies reactivas
del oxigeno es una caracteristica de la mayoria de
las enfermedades humanas crénico-degenerativas,
incluyendo las enfermedades cardiovasculares y el
cancer; en las que la ingesta de antioxidantes en
la dieta puede ser especialmente importante en la
proteccion contra los efectos nocivos asociados a la
aparicién de RL.'® Los MN reflejan el dafio al ADN y
el efecto genotoxico ocurrido en las células de la capa
basal del tejido de las mucosas, los cuales migran
hacia la capa epitelial y son detectados en las células
exfoliadas en el transcurso de las siguientes tres
semanas.1? La prueba de MN en células de mucosa
bucal es uno de los ensayos genéticos mas utilizado
como un indicador de genotoxicidad in vivo.1*

La produccién excesiva de sustancias prooxidan-
tes, asicomo el déficit o la pérdida de sustancias an-
tioxidantes, son las responsables de generar estrés
oxidativo y producir dafio molecular irreversible; y
con esto aumentar los RL y la induccién del dano a
proteinas, lipidos y ADN, %16 conducentes a estados
disfuncionales y patolégicos.

Figura 5.

Marcadores de dafo al ADN en
células de mucosa bucal evalua-
dos en el presente estudio: (A)
célula normal; (B) micronucleo;
(C) prolongacion nuclear y (D)
binucleada (objetivo de inmersién
60x, tincidn naranja de acridina).
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Las determinaciones basales de este estudio se
asemejan a los resultados de otros trabajos como los
de Zamora-Pérez et al,* en los que individuos con pe-
riodontitis presentan mayor namero de MN al igual
que incremento en la mayoria de los marcadores de
dano al ADN (PN y BN) y de citotoxicidad (CL y CR),
asi como en los niveles de 8-OHdG en relacién con
individuos sanos, planteandose la incégnita del efecto
que pudiera tener sobre estos resultados la ingesta de
un antioxidante del tipo de AF; observandose en este
estudio decrementos de los indicadores y marcadores
estudiados, subsecuentes a la ingesta de AF como lo
muestra el cuadro I:

En estudios similares en diabéticos se ha obser-
vado disminucién en el namero de MN en células de
mucosa oral de pacientes con diabetes y participantes
no diabéticos después de la ingesta de AF durante 30
dias.® La reduccién significativa en el niimero de MN,
AN y los niveles de 8-OHdG observada en los indivi-
duos con PE de la poblacién de estudio puede deberse
al protocolo de AF utilizado. El AF como antioxidante
parece prevenir la aparicion de RL que son altamente
reactivos y pueden iniciar una reacciéon en cadena que
dana las células, tejidos células y biomoléculas, como

Figura 6.

Marcadores de citotoxicidad o
muerte celular en células de mu-
cosa bucal evaluados en el pre-
sente estudio: (A) cariolisis; (B)
cariorrexis; (C) cromatina con-
densada; (D) picnosis (objetivo
de inmersion 60x, tincidn naranja
de acridina).

Cuadro I. Cifras basales versus determinaciones

a los 30 dias.

Indicador o marcador % de disminucion

MN 90
PN 83
BN 76
CL 42
CC 78
CR 20
PIG 31

4cidos nucleicos, proteinas, polisacéridos y lipidos.!?
El dano oxidativo al ADN inducido por los RL puede
darse por varias vias incluyendo la modificacién oxi-
dativa de las bases nucleotidicas, azticar o formando
entrecruzamientos entre las cadenas de ADN. Tales
modificaciones pueden dar lugar a mutaciones, pérdi-
da de la expresion de algunos genes, rompimiento de
las cadenas de ADN y con ello la formacién de MN.*
En el proceso inflamatorio crénico que presentan los
individuos con PE se produce un estado oxidativo y la
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posibilidad de un exceso en la produccién RL, lo que
podria provocar un desequilibrio celular exponiendo
algunas complicaciones colaterales en los individuos
con PE.

El empleo de AF en el manejo preventivo, terapéu-
tico y control de la EP podria resultar de gran beneficio
en individuos susceptibles a EP. Los folatos actian
como cofactores para las activaciones enzimaticas que
conducen a la sintesis de ADN y ARN, son necesarios
también para la conversion de homocisteina a metio-
nina, que es un aminoacido requerido en la biosintesis
de diversos fosfolipidos. La decision de empleo de acido
félico (vitamina B9) se derivé del reconocimiento de su
influencia en la prevencién de enfermedades neoplasi-
cas, cardiovasculares y defectos del nacimiento, siendo
su influencia antioxidante uno de sus atributos: el AF
es un nutriente basico para la actividad celular que
interviene en el metabolismo de numerosos 6rganos
y sistemas corporales; consecuentemente su carencia
hace susceptible a los individuos a enfermedades.!®
Aunque en este estudio no se determiné la preexisten-
cia de una carencia de AF en los sujetos participantes,
su ingesta como suplemento sugiere tener una influen-
cia benéfica en el funcionamiento celular.

En el adulto los requerimientos diarios son de
aproximadamente 50 pg/dia y cualquier exceso de
acido folico se excreta principalmente por la orina. En
su administracién por via oral no se considera téxico
y se toleran dosis altas.!?20 El 4cido f6lico est4 indi-
cado para diferentes padecimientos a dosis orales que
pueden variar de 0.1 a 1 mg por dia o dosis mayores
que van desde 3 hasta 15 mg diarios. En este estudio
se empled una dosis mayor hacia su rango bajo, 5 mg
por dia en una presentacion oral sintética que es un
monoglutamato que se absorbe por completo, aun en
los sindromes de absorcion deficiente.

El suplemento de este antioxidante que tiene ade-
mas la ventaja de ser inocuo, incluso a altas dosis,
seria un factor determinante en la disminucién del
dano al material genético, por lo cual puede sugerirse
que si este dano fuera neutralizado o revertido, la
calidad de vida y el prondstico de complicaciones
secundarias a una enfermedad mejoraria; lo que
podria considerarse al incidir en la fisiopatogenia
de la EPa través del uso de folatos.

CONCLUSION

El suplemento de 15 mg diarios en dosis de 5 mg de
AF podria tener un efecto protector en individuos
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con PE y ser un adyuvante significativo en terapias
estandares (operatorias, quirdrgicas y quimiotera-
péuticas) en el control y manejo de la periodontitis
inflamatoria crénica, al contravenir procesos de
genotoxicidad, como lo muestra la reduccién de los
niveles de MN, AN asi como los de 8-OHdG después
de 30 dias de la ingesta.
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