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RESUMEN

Introduccion: Existen reportes demostrando relacion entre periodontitis (PE) y
artritis reumatoide (AR). Se ha descrito una similitud en el patron ciclico de
destruccion asociado con altos niveles de citocinas proinflamatorias y, se ha
apoyado la idea, de que la inflamacion pudiera ser el enlace principal entre ambas
enfermedades. En la AR, la inflamacion cronica, representada por la acumulacion
de AGEs, se relaciona con el aumento de la actividad de la enfermedad y representa
un factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares. En la PE,
se ha propuesto que los AGEs pueden promover el incremento de produccién de
ROS e inflamacion por interaccion con sus receptores, con la subsecuente induccion
de citocinas proinflamatorias y metaloproteinasas, conduciendo a la pérdida 6sea.
Debido a la evidencia ya reportada de la relacion que existe entre ARy PE, y a que
no hay estudios que reporten los niveles séricos de AGEs en pacientes con AR/PE,
seria importante conocer si la PE pudiera tener influencia en la concentracién de
AGEs en pacientes con ARy, por lo tanto, en el desarrollo de sus complicaciones.
Objetivo(s): Comparar por medio de la técnica de ELISA la concentracion sérica de
AGEs en pacientes sanos, con PE, AR y AR/PE.

Metodologia: Se realiz6 un estudio transversal, analitico, retrolectivo, con un
muestreo no probabilistico por conveniencia. Se seleccionaron 80 muestras de
sangre periférica, provenientes de pacientes sanos, con PE, con AR y AR/PE
divididas en 4 grupos por igual, de las cuales se detecto la concentracion de AGEs
mediante la técnica de ELISA.

Resultados: Los niveles de AGEs se encontraron elevados en los grupos de PE,
AR y AR/PE comparados con los sujetos sanos, existiendo diferencia
estadisticamente significativa con el grupo de AR/PE. Existe una tendencia a
aumentar la mediana en los niveles de AGEs cuando los grupos presentan tanto PE
como AR.

Conclusiones: Existe una diferencia en la concentracion sérica de AGEs entre los
grupos de estudio, observandose niveles elevados tanto en el grupo de PE como
de ARy una tendencia al aumento cuando se presentan ambas enfermedades.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1 PERIODONTITIS

La periodontitis (PE) es una enfermedad caracterizada por inflamacién mediada por
el hospedero asociada a microbios, la que conlleva a la pérdida de insercion
periodontal, resultando en la destruccion de los tejidos de soporte del diente (encia,
cemento, ligamento periodontal y hueso) (1). Es una enfermedad multifactorial y se
ha asociado con un gran numero de especies bacterianas Gramnegativas (2).

Se ha descrito como una de las enfermedades orales mas comunes con una
prevalencia del 80% - 90% (3) y se ha reportado que aproximadamente 47% de los
adultos mayores de 30 afios la padecen (4). Segun la anterior clasificacion de las
enfermedades periodontales (World Workshop 1999) su forma crénica comienza
alrededor de la tercera década de la vida y su forma agresiva aparece en pacientes

jovenes (5).

En cuanto a su etiologia se conoce que es multifactorial, pues se han involucrado
factores ambientales, genéticos, microbiolégicos e inmunolégicos que provocan que
los cambios del microbioma disbidtico sean mas probables para algunos pacientes
que para otros y que esto probablemente influya en la gravedad de la enfermedad
para ciertos individuos (1). Ademas, esta bien establecido que, aunque las bacterias
periodontales son necesarias para el inicio de la enfermedad, no son suficientes
para causar la progresion de esta a menos que haya una respuesta inflamatoria

asociada dentro de un huésped susceptible (6,7).

Como caracteristicas clinicas de la PE se presentan sangrado gingival al sondaje,
aumento de la profundidad al sondaje debido a la migracién apical del epitelio de

union, pérdida 6sea, incremento de la movilidad dental y, en ultima instancia, la



pérdida de dientes si la actividad de la enfermedad continua (8). Ademas, los sujetos
afectados pueden presentar diastemas y zonas de supuracion (9).

En el World Workshop del 2017, se ha sugerido que un paciente es un caso de PE

en el contexto de la atencion clinica si (1):

1. La pérdida de insercion clinica (CAL) interdental es detectable en = 2 dientes
no adyacentes, o
2. Sila CAL vestibular o lingual 23 mm con profundidad al sondaje > 3 mm es

detectable en =22 dientes

1.1.1 FISIOPATOLOGIA DE LA PERIODONTITIS

La fisiopatologia de esta enfermedad se caracteriza por sus vias moleculares clave
gue conducen a la activacion de proteinasas derivadas del hospedero ocasionando
pérdida de fibras del ligamento periodontal, migracion apical del epitelio de unién y
la propagacion apical del biofilm bacteriano a lo largo de la superficie radicular.
Conforme la biopelicula madura y prolifera, los compuestos solubles, producto de
las bacterias patdgenas, penetran en el epitelio del surco. Estos compuestos
estimulan a las células del huésped para que produzcan los mediadores quimicos
de la inflamacion (IL-1, prostaglandinas, TNF-a y MMPs), los cuales reclutan
neutréfilos por quimiotaxis ocasionando que la permeabilidad de los vasos
sanguineos gingivales aumente, y permitiendo asi la migracion de las proteinas del
plasma. El proceso inflamatorio de la encia continua, y las células T y monocitos
son reclutados a la zona. Como respuesta al proceso inflamatorio crénico,
citoquinas proinflamatorias se producen en los tejidos, lo que resulta en la
descomposicion del colageno gingival y acumulacién de un infiltrado inflamatorio,
llevando a los signos clinicos de la gingivitis. Si el control de la biopelicula de la
placa dental no es llevado a cabo para revertir la gingivitis, el proceso inflamatorio
continuara y dara lugar a la descomposicion del colageno en el ligamento
periodontal y reabsorciéon del hueso alveolar, ocasionando una progresion de
gingivitis a PE (10,11).



1.1.2 RELACION DE PERIODONTITIS CON CONDICIONES SISTEMICAS

Se ha descrito que la PE puede ejercer influencia en el inicio y/o progresion de
diversas enfermedades sistémicas (12), ya que los patdégenos periodontales pueden
mediar la inflamacion en los tejidos locales a través de factores de virulencia y tanto
éstos como los mediadores inflamatorios pueden entrar en la circulacion sanguinea

y afectar a organos distantes (13).

Actualmente existen 2 mecanismos para apoyar el vinculo entre PE y enfermedades
sistémicas:

1) Infeccidn metastasica y diseminacion de toxinas bacterianas: caracterizada
por la propagaciéon sistémica de bacterias y/o productos bacterianos de
origen oral. El resultado de la bacteriemia puede provenir de la perturbacion
de tejidos periodontales ulcerados mediante actividades cotidianas como son
el cepillado dental, la masticacién, el examen oral, tratamientos dentales, asi
como por la formacion de bolsas ulceradas presentes en la PE, generando
con esto la diseminacion de bacterias, sus productos y toxinas como LPS.
Las bacterias orales tienen la capacidad de sobrevivir en el torrente
sanguineo y de adherirse a sitios no orales, resultando en un evento de
enfermedad sistémica (14).

2) Lesiones inmunoldgicas e inflamacion: sugiere que el dafio sistémico es
consecuencia de una cascada inflamatoria con inicio en cavidad oral. Cuando
los leucocitos y células endoteliales reconocen los factores de virulencia
bacteriana, secretan mediadores proinflamatorios como citocinas y
quimiocinas. Con la exposicién continua de antigenos solubles, se forman y
depositan complejos inmunes con la ayuda de anticuerpos circulantes para
amplificar aun mas la inflamacién sistémica. Las células inmunes, producen
mas citoquinas proinflamatorias incluyendo TNF-a, IL-6 e IL-1[3, las cuales se
asocian con la destruccion de tejidos y la osteoclastogénesis. Bajo esta
influencia, prostaglandinas (PG) son liberadas del periodonto enfermo para

estimular la reabsorciéon 6sea local, desempefiando un papel en la



inflamacion sistémica, la agregacion plaquetaria y la activacion de las células
endoteliales (15,16).

Es asi como a la PE se le ha asociado a condiciones o enfermedades sistémicas
como son parto pretérmino, deterioro cognitivo, cancer de colon, diabetes mellitus,
enfermedades cardiovasculares (ateroesclerosis o infarto agudo al miocardio),

trastornos respiratorios y, recientemente, artritis reumatoide (AR) (12,16,17).

1.2 ARTRITIS REUMATOIDE

La AR es una enfermedad inflamatoria cronica y destructiva que se caracteriza por
la acumulacion y persistencia de infiltrado inflamatorio en la membrana sinovial,
conduciendo a sinovitis y destruccion irreversible de la arquitectura articular, con el

consiguiente deterioro de la funcion (8,18).

Se presenta con mayor frecuencia en mujeres que en hombres, siendo las mujeres
2-5 veces mas propensas a desarrollar la enfermedad (19) con un pico de edad de
aparicion en la quinta década de vida (20). Tiene una prevalencia a nivel mundial
del 0.5-1%, la cual incrementa con la edad, pudiendo llegar hasta un 2% (21,22).
En México, la AR afecta aproximadamente de 700,000 a 1 millén de personas (1.6%
de la poblacion en general), con una prevalencia del 0.4-2.8% (23), siendo el
principal motivo de consulta en el Servicio de Reumatologia (24).

Su etiologia es desconocida; sin embargo, factores ambientales, genéticos e
inmunoldgicos juegan un rol en su patogénesis. Algunos estudios han sugeridos
que un agente infeccioso en un huésped susceptible o con predisposicidn genética
puede ser el factor desencadenante (2); entre estos agentes infecciosos se ha
destacado a las bacterias periodontales (25). De esta forma, la PE pudiera ser un
desencadenante ambiental de esta enfermedad reumatologica (26).

En términos generales el diagnodstico de la AR se basa, principalmente, en los
nuevos criterios de clasificacion del Colegio Americano de Reumatologia 2010/ Liga



Europea contra el Reumatismo (27), los cuales se fundamentan en hallazgos
clinicos, radiologicos y de laboratorio. La aplicacion de estos criterios solamente se
lleva a cabo cuando la poblacién afectada cuenta con ciertas caracteristicas: 1) que
presente por lo menos una articulacion con sinovitis clinica (inflamacion); y 2) que
dicha inflamacién no se explique por alguna otra enfermedad. Se debe tener un total
igual o superior a 6 en el sistema de puntuacion para la clasificacion de un paciente
de AR definida. Este sistema considera la distribucién de la afectacién articular, la
serologia del factor reumatoide (FR) y/o Anti-CCP, aumento de los reactantes de
fase aguda y la duracion igual o superior a 6 semanas (28).

1.2.1 FISIOPATOLOGIA
En la AR, los factores de riesgo genéticos y ambientales interactuan causando
cambios en el sistema inmunoldgico ocasionando que el proceso inflamatorio se

desencadene (29).

La destruccion de los tejidos blandos y duros en la AR es el resultado de la presencia
de un gran numero de citoquinas y otras moléculas efectoras que son liberadas por
las células residentes y migratorias. Estos mediadores de la inflamacién inducen la
degradacion del colageno y proteoglicanos. La producciéon de la PGE2 (metabolito
del acido araquidonico), asi como la liberacién de enzimas asociadas a neutrdfilos
como la elastasa neutrofilica y la B-glucuronidasa, junto con la secrecion de
metaloproteinasas de la matriz (MMPs) por los macrofagos y sinoviocitos,

contribuyen a la patogénesis de la AR (25).

Los principales sintomas de la AR son el resultado de la inflamacion de las
articulaciones, siendo el dolor el sintoma dominante y de variacion diurna
generalmente. En esta enfermedad las articulaciones se encuentran inflamadas,
sensibles, con dificultad de movimiento, y por lo regular tienen rigidez matutina

prolongada la cual puede durar de 30 minutos hasta varias horas (29).

Dentro de las principales caracteristicas clinicas se encuentran la tumefaccién y la



deformacion de las articulaciones. Las articulaciones mas comunmente afectadas
son las de manos, mufiecas y pies; sin embargo, también puede haber
manifestaciones extra-articulares en los sistemas pulmonar, ocular y vascular (25)
como resultado de la microvasculitis, o cual conduce a la formacion de nédulos,

efusiones pleurales, fibrosis pulmonar, enfermedad cardiaca y ocular (8).

1.2.2 COMPLICACIONES

Se ha reportado que la AR esta asociada con un exceso de morbilidad y mortalidad
debido a enfermedades cardiovasculares, siendo comparable el riesgo de
desarrollarlas con el de los pacientes diabéticos (30). Asi mismo, se ha informado
que los pacientes con AR son 2 a 5 veces mas propensos a la morbilidad y
mortalidad cardiovascular en comparacion con la poblacion en general, y la
enfermedad cardiovascular contribuye entre un tercio y la mitad sus muertes

prematuras (31).

Segun Del Rincén IC et al, uno de los factores de riesgo no tradicionales
involucrados en esta asociacion es la inflamacién cronica (32) al acelerar la
formacion de la placa aterosclerética. La inflamacion resulta en activacion endotelial
y disfuncioén, que se consideran los primeros pasos en el proceso que finalmente
resulta en aterosclerosis. La activacion celular endotelial se caracteriza por la
regulacion y liberacién de moléculas de adhesion como el Factor von Willebrand
(VWF), la molécula de adhesién de células vasculares solubles-1 (sVCAM-1) y la
trombomodulina (TM), y es seguida por una fase disfuncion celular endotelial en la
cual ocurre la entrada de células inflamatorias en la intimidad de la pared vascular
y el movimiento de las células musculares lisas fuera de la tunica media a la intima.
Las células mononucleares absorben lipoproteinas, como lipoproteina de baja
densidad (LDL) oxidado, para formar ceélulas espumosas. Todo este proceso
conduce a una mayor "rigidez" de la pared arterial (30).

La presencia de esta inflamacidn crénica mencionada puede originar la produccion

de moléculas llamadas Productos Finales de la Glicacion Avanzada (AGEs, por sus



siglas en inglés), cuyo aumento esta -correlacionado con enfermedades

cardiovasculares en pacientes con AR (33).

1.3RELACION ENTRE PERIODONTITIS Y ARTRITIS REUMATOIDE

Evidencia reportada en la literatura ha demostrado que la PE y la AR se asocian
entre si y comparten similitudes tanto en su fisiopatogenia como en sus
caracteristicas clinicas debido a factores de riesgo genéticos y ambientales que

presentan en comun (34).

Como se describié anteriormente, la PE y la AR son caracterizadas por una
inflamacion severa de sus respectivos tejidos compartiendo diversos mecanismos
inflamatorios. Ambas enfermedades crénicas presentan un perfil inmunopatogénico
similar, con activacion de células inmunes, produccién de mediadores inflamatorios
como interleucina-1p (IL-1B), factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), interleucina-6
(IL-6) y MMPs, dando como resultado el dafio tisular (17). Asi mismo, existe similitud
en su patron ciclico de destruccion asociado con altos niveles de citoquinas
proinflamatorias, los cuales pueden persistir después de la eliminacion del estimulo

antigénico (35).

Estudios han demostrado que los pacientes con PE tienen una mayor prevalencia
de AR que los pacientes que no padecen esta enfermedad oral (36,37). Paul Dev y
cols. estudiaron la relacién entre PE y AR en 1520 pacientes, y encontraron que
sujetos con PE tenian una mayor prevalencia de AR (4.4%), versus la prevalencia
del 1% en poblacion con periodonto sano, sugiriendo los autores un posible vinculo
entre las manifestaciones de estas dos enfermedades inflamatorias cronicas. Los
autores concluyeron que los pacientes con PE moderada-severa tenian mayor

riesgo de padecer esta enfermedad reumatoldgica (37).

Por otro lado, también se ha descrito que los pacientes con AR son mas
susceptibles al desarrollo de PE (38,39,40,41,42,43), y que esta enfermedad oral

se relaciona con el aumento de la actividad de la AR (44). Una revision reciente con



metaanalisis reporté que el riesgo de PE en la AR versus controles es de 1.13
(p=0.006), demostrando una asociacion significativa entre ambas enfermedades
(45).

Schmickler y cols. en el 2017, de su estudio en el que incluyeron un grupo de 336
sujetos (168 con AR y 168 sin AR), reportaron que el 98% de los pacientes con AR
presentaba PE moderada-severa con valores significativos (profundidad de sondaje
y pérdida de insercion de 3-6 mm y >6 mm, p<0.01) en comparacién con los
controles. Los autores concluyeron que los pacientes con AR tenian peores
condiciones periodontales versus individuos sanos y sugirieron que debian ser

derivados de forma rutinaria al periodoncista (41).

Ayravainen y cols. realizaron un estudio prospectivo donde incluyeron a sujetos con
AR temprana (ARt), AR crénica (ARc) y controles con seguimiento en un periodo
comprendido desde 2005 al 2014. Los autores concluyeron que la PE moderada fue
mas frecuente en pacientes con AR comparados con los controles; e indicaron que
una peor salud periodontal para los grupos de ARt y ARc podria deberse a una
defensa inmune deficiente en el huésped debido a la propia AR y a que el aumento

en la inflamacion sistémica podria iniciar o incrementar la gravedad de la PE (46).

Ademas de esto, se han realizado también estudios de casos y controles para
observar si el tratamiento periodontal tiene influencia en la AR. Khare y cols.
estudiaron el efecto del tratamiento periodontal no quirurgico en 60 pacientes con
diagnostico confirmado de AR y PE cronica generalizada. Observaron una mejora
significativa en el indice de Higiene Oral Simplificado, indice Gingival y Sangrado al
sondaje (p<0.0001), reduccién de la profundidad al sondaje (p <0.0001) y ganancia
en nivel de insercion clinica (<0.0171) a los 3 meses en el grupo que habia recibido
tratamiento periodontal no quirurgico. De acuerdo con estos autores, el tratamiento
periodontal no quirurgico contribuye a reducir los signos y sintomas de la AR (47).
De igual forma, Shimada et al. concluyeron que existe una mejoria en las

condiciones periodontales y en la actividad de la AR (p<0.05) cuando a los pacientes



se les indica instrucciones de higiene oral y se les realiza remocion de calculo

supragingival (34).

Para intentar explicar esta relacion reportada entre ambas enfermedades se han

descrito algunos posibles mecanismos.

Uno de ellos se relaciona con la presencia de Porphyromonas gingivalis (P.
ginginvalis) (un bacilo gram negativo anaerobio), y con la citrulinacién de péptidos
que contienen arginina. En respuesta a este periodontopatégeno, se ha sugerido
que los neutrofilos son capaces de liberar trampas extracelulares de neutroéfilos
(NET), que son estructuras caracterizadas por proteasas activas y por Peptidil
Arginina Deiminasa (PAD), la cual es capaz de producir la citrulinacion de proteinas
Y, en consecuencia, generar la aparicion de anticuerpos anti-péptidos citrulinados
(ACPA/anti-CCP) (caracteristicos de la AR). La produccién de estos anticuerpos se
acelera también por la accion sinérgica de la enzima PAD de P. gingivalis, siendo el
unico patogeno conocido con capacidad de expresarla (34). Se ha demostrado que
niveles de anticuerpos contra este periodontopatdégeno se correlacionan con los
niveles de anticuerpos anti-CCP, lo que genera que P. gingivalis sea un
desencadenante ambiental en el desarrollo de AR (43). Ademas, se ha descrito que
la inflamacion sinovial puede favorecer la captura de DNA bacteriano oral
generando un efecto perpetuo de los patdgenos orales (49).

Mas recientemente, también se ha sugerido el papel de Aggregatibacter
actinomucetemcomitans, el cual mediante la secrecién de su leucotoxina A podria
inducir hipercitrulinacion a nivel de neutréfilos cambiando su morfologia, imitando
asi la formacion de trampas extracelulares, y dando como resultado a liberacién de
autoantigenos hipercitrulinizados, desencadenando una respuesta autoinmune en

pacientes con AR (50).

También se ha descrito que los neutrofilos que son atraidos a la zona del surco
gingival sufren necrosis, liberando patrones moleculares asociados al dafio (DAMP),



los cuales pueden acelerar tanto la inflamacion local como sistémica. Otro posible
mecanismo de esta realcidén es debido a que los factores de virulencia expresados
por P. gingivalis son reconocidos por los receptores tipo Toll, lo que conlleva a la
liberacion de citocinas proinflamatorias que activan el sistema de complemento, el
activador del receptor para las vias de sefalizacion del ligando del factor nuclear k3
(RANKL) y la diferenciacion de las células T helper, que contribuyen a la

osteoclastogénesis (34).

Como se ha descrito, este vinculo entre PE y AR es el resultado de factores y
procesos bioldgicos similares que pueden representar vinculos directos entre estas
dos afecciones. Se ha apoyado la idea de que estas enfermedades estan
interrelacionadas y que la inflamacion pudiera ser el enlace principal entre ellas (51).
En relacion a esto, recientemente se han estudiado en cada una de estas
enfermedades las moléculas inflamatorias derivadas de la oxidacién de
carbohidratos, lipidos y aminoacidos, llamadas AGEs. Estas moléculas han sido
descritas de forma independiente en cada enfermedad teniendo evidencia de que

existe una implicacion tanto en su desarrollo como en su curso.

1.4 PRODUCTOS FINALES DE LA GLICACION AVANZADA (AGEs)

En 1912 Louis Camille Maillard describié la reaccion quimica que ocurre entre
proteinas y azucares reductores, y que da por resultado la formacion de los AGEs,
los cuales alteran la estructura y funcion de moléculas e incrementan el estrés

oxidativo en los sistemas biologicos (52).

De manera general, el término AGEs, hace referencia a productos terminales no-
reactivos como CML (3,4-Ne-carboximetil-lisina), aunque también incluye a
intermediarios o precursores de AGEs como 3DG (3-deoxiglucosona), o MG (metil-
glioxal) y sus derivados. Entre los azucares presentes naturalmente, la glucosa
presenta la tasa de glicacion mas lenta, mientras que azucares intracelulares como
fructosa, treosa, glucosa-6-fosfato y gliceraldehido3-fosfato, forman AGEs de forma

mucho mas rapida. La glicacion corresponde a una glicacion no-enzimatica de
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proteinas, que causa cambios cuantitativos y cualitativos en los componentes de
matriz extracelular lo cual puede afectar la adhesion celular, crecimiento y
produccion de ésta. Este proceso contribuye a la modificacion post-traduccional de
proteinas (53).

Su formacion ocurre a través de una serie de reacciones quimicas. En la primera de
ellas, el grupo carbonilo de una cetona o aldehido de un azucar reductor, se une a
un aminoacido libre (principalmente lisina y arginina) de una proteina, lipido o DNA,
de una manera no-enzimatica para formar una base de Schiff. Los aductos
tempranos de glicacion (Early glycation adducts, EGAs) corresponden a estos
productos iniciales (bases de Schiff y productos de Amadori, o fructosaminas). El
inicio de la transformacion de EGAs a AGEs depende de la concentracién de
glucosa y tiene lugar dentro de unas pocas horas. Si la concentracion de glucosa
disminuye, la reaccion es aun reversible. Sin embargo, si la reaccién sigue su curso,
la base de Schiff sufre un reordenamiento quimico y forma los llamados productos
de Amadori o fructosamina, en un periodo de dias (54). Los productos de Amadori,
como la HbA1c (Hemoglobina glucosilada), son mas estables que las bases de
Schiff, pero aun en este punto la reaccion es parcialmente reversible. Si estas
reacciones se continuan desarrollando y la hiperglicemia persiste, se llegara a una
acumulacion de productos de Amadori, y formaran proteinas entrecruzadas.
Posteriormente, se forman los dicarbonilos oxidantes glioxal y 3-deoxiglucosona. En
esta fase ocurren varias reacciones de glico-oxidacion proteica, todas ellas
tendientes a formar productos de glicacion. Este proceso se desarrolla a lo largo de
semanas, e incluso meses, y es irreversible. Sin embargo, a pesar de la lentitud de
la formacién de estas estructuras, su formacion puede ser catalizada por la
presencia de estrés oxidativo, la auto-oxidacion de la glucosa, la peroxidacion
lipidica, la presencia de iones metalicos y otros catalizadores, los cuales pueden
aumentar sustancialmente la formacion post-Amadori de AGEs. La fase final en la
formacion de AGEs comienza con la union de la pirralina y de la N-carboximetil-
lisina con una segunda proteina, formando estructuras conocidas como puentes

DOLD y GOLD, los cuales alteran irreversiblemente las estructuras terciarias y
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cuaternarias de las proteinas. Los AGEs son muy estables a fuerzas mecanicas y
degradacion proteolitica, debido a las estructuras entrecruzadas que se forman
durante la glicacidén y a que se acumulan dentro y fuera de las células e interfieren
con la funcion de las proteinas. Esta glicacion de proteinas se acompafa de un
incremento en la actividad de los radicales libres (53).

Entre los tipos de AGEs mas estudiados se encuentran la pentosidina, Ne-
Carboximetil-lisina (CML) y metilglioxal (MG). CML y pentosidina son los AGEs que
mas comunmente se forman tanto in vitro como in vivo, particularmenre CML.
Ambos se describen como productos de glicoxidacion, pues para su formacion a
partir de glucosa se requieren condiciones de glicacion y de oxidacion. Estos
productos de glicoxidacion son los unicos AGEs que se sabe se acumulan en las
proteinas tisulares con la edad. CML representa el AGE in vivo mas prevalente; el
mecanismo para que se forme incluye la degradacion oxidativa de los productos de
Amadori o la adicion directa de glioxal a la lisina y, parece ser, el epitopo principal
de los anticuerpos anti-AGE policlonales de uso comun. La pentosidina representa
menos del 1% de los AGEs encontrados in vivo y es un producto de
entrecruzamiento entre lisina y arginina, el cual forma enlaces cruzados proteina-
proteina. Los compuestos de dicarbonilo como el 3-desoxiglucosoma, el metilglioxal
y el glioxal derivan de la degradacion oxidativa o la autooxidacion de los productos
de Amadori y otras vias. Estos compuestos de dicarbonilo son moléculas muy
reactivas que conducen a enlaces cruzados de proteinas (55).

Los AGEs pueden ser medidos y detectados por el uso de anticuerpos a través de
diversos métodos. Los meétodos de fluorescencia se utilizan generalmente para la
medicion de AGEs en piel; sin embargo, estos métodos se encuentran limitados
debido a que no todos los AGEs emiten fluorescencia.

La cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a la espectrometria de masas
(LC-MS) es una técnica analitica que combina el poder de separacién del HPLC con
la selectividad, sensibilidad y precision en la determinacion de la masa molecular de

la espectrometria de masas, proporcionando informacién cualitativa y cuantitativa.
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Proporciona una sensibilidad y especificidad excepcional para la deteccion y
cuantificacion de AGEs especificos; sin embargo, para este analisis altamente
especializado existe una necesidad de personal altamente calificado y elevado
costo operativo (de equipo), por lo que esta técnica tiene dificultad en el uso

generalizado (56).

ELISA es una técnica analitica clasica utilizada para la cuantificaciéon de péptidos.
Entre sus ventajas se encuentran su amplia sensibilidad y rendimiento, el método
es relativamente simple, rapido y econdmico, y no hay necesidad de equipos de
laboratorio sofisticados, es mas ampliamente utilizada y menos prohibitiva (57), por
lo cual diversos estudios que requieren validacion bioquimica y cuantificacion de
AGEs han utilizado este tipo de ensayos. Sin embargo, entre sus desventajas se
encuentran la interferencia con los aductos libres de glicacion y la falta de suficiente
especificidad de anticuerpos, dependiendo del kit (56). Las técnicas ELISA se
realizan normalmente con kits disponibles comercialmente validados con respecto

a las instrucciones de fabricacion (58).

A pesar de los métodos ya descritos, actualmente no hay un método estandar de
oro disponible para la deteccion y cuantificaciéon de AGEs, lo cual pudiera deberse
a que no existe una unidad de medida estandar reconocida internacionalmente para
expresar los niveles de AGEs, a diferencia de otras moléculas medibles. Debido a
esto, no existe la posibilidad de comparar los resultados de AGEs de manera
significativa entre diferentes laboratorios y por lo tanto se desconoce como se
comparan los ensayos ELISA con LC-MS en la medicion de AGEs. (56)

1.4.1 EFECTOS DE LOS AGEs

La reaccidén de Maillard iniciando con la glicacion de proteinas y progresando a la
formacion de AGEs, estd implicada en la patogenia de enfermedades
cardiovasculares, renales y neurodegenerativas, asi como de la AR vy, en el
desarrollo de las complicaciones de esta ultima y de la diabetes mellitus (59).
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Los AGEs ocasionan dafio tisular a través de fenomenos como el atrapamiento y el
entrecruzamiento, y al reaccionar con el receptor de productos finales de glicacion
avanzada (RAGE). En sitios de inflamacion, la expresion de este receptor se ve
aumentada, principalmente en las células inflamatorias y epiteliales, asociandose
estos altos niveles de expresion de RAGE con diversos estados patolégicos
relacionados con la inflamacion (60). Asi, la interaccion AGE-RAGE resulta en una
sefializacion proinflamatoria, la generacion de estrés oxidativo intracelular y la
activacion posterior de los factores de transcripcion sensibles a redox como NF-kp.
En las células endoteliales esta interaccién genera una hiper-permeabilidad y una
expresion mejorada de las moléculas de adhesién, como la molécula de adhesion
de células vasculares-1 (VCAM-I); y en los monocitos, induce quimiotaxis y una
mayor generacion de citocinas (TNF, IL-1 o IL-6). Ademas, la participaciéon de RAGE

resulta en una disminucién de la sintesis de colageno en los fibroblastos (59). Las
proteinas de larga vida, como el colageno, son las moléculas mas vulnerables al
entrecruzamiento y la formacién de AGEs con la consiguiente reduccion de la
protedlisis y la remodelacion tisular. Las proteinas reticuladas irreversibles de los
AGEs en el colageno de los vasos también contribuyen a la aterosclerosis (61).

La mayoria de los reportes se han centrado en el estudio de los AGEs en relacion
con la diabetes mellitus (62,63,64,65,66); sin embargo, también se han reportado
niveles elevados del receptor de AGEs (RAGE) en personas sin diabetes y con PE
severa (67,68), asi como la involucracion del eje AGE-RAGE de manera estrecha
en la fisiopatologia y complicaciones de otras enfermedades cronicas como AR (69),
confirmando que niveles elevados de AGEs y RAGE pueden estar relacionados con
otros estados metabdlicos e inflamatorios (67) y no necesariamente con estados de
hiperglicemia.

1.4.2 AGEs y PERIODONTITIS
Recientemente se ha descrito que los AGEs tienen un papel fundamental en la PE,
al influir tanto en su progresion como en su gravedad (70), y se ha informado que

sus niveles se encuentran aumentados en esta condicion oral (63,71).

14



Guo et al., en el 2015, reportaron que los pacientes con PE presentaban un aumento
significativo (>2 veces) en el estrés oxidativo y niveles de AGEs tisulares,
comparados con sujetos sanos (71). Altingdz y cols. en el 2021, analizaron por
primera vez los niveles séricos de AGEs en pacientes con PE sistémicamente sanos
y controles, encontrando niveles elevados de forma significativa (p<0.001) en los
pacientes con PE. Los autores consideran que este hallazgo fortalece la asociacion
entre AGEs sistémicos y PE (63).

Esta influencia de los AGEs en la PE se ha atribuido a sus efectos directos e
indirectos que ejercen en las células del ligamento periodontal a través de la
activacion del eje de sefalizacion AGE-RAGE principalmente (72,73). Pietropaoli et
al. proponen que los AGEs pueden acumularse irreversiblemente en el tejido
gingival con el envejecimiento, condiciones de hiperglucemia prolongadas y/o
inflamacion crénica, pudiendo ocasionar dafo tisular afectando el estado funcional
de las fibras de colageno y promoviendo un aumento en la produccion y liberacion
de ROS de las células del ligamento periodontal y fagocitos, asi como de
inflamacion por interaccion AGE-RAGE, con la consiguiente induccion de citocinas
proinflamatorias y MMP, lo que conduce a la activacion de osteoclastos y pérdida
0sea, asi como a la desintegracion de las fibras de colageno (59). Se ha sugerido
que esta interaccion es autosuficiente y autoestimulante, perdurando el estado
inflamatorio (70).

Como parte de esto, se han investigado de manera in vitro los efectos de los AGEs
en los fibroblastos del periodonto. Murillo et al., observaron una reduccién del
tamano de los fibroblastos y disminucion en su capacidad de propagacion (74); asi
como Ren et. al, quienes encontraron que los AGES podian suprimir la viabilidad
celular de los fibroblastos y regular la baja expresion de colageno tipo | y lll por parte
de las células (75). Es posible que el acumulo de moléculas glicadas en la

membrana basal y extracelular de los vasos tanto por una disminucion del recambio
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como por el aumento de la reticulacion influya severamente en la patogenia y la

cicatrizacion de heridas en el tejido periodontal (59).

Asi mismo se ha reportado que en los fibroblastos gingivales los AGEs activan la
MMP-1 por la via RAGE-NF-kB, mediando la produccién de quimiocinas
proinflamatorias con aumento de la apoptosis, y que NF-k(3 es capaz de promover
la sintesis de AGEs de novo (70).

Ademas de la generacion de AGEs en la PE, cabe mencionar que también se ha
implicado en la patogénesis de enfermedades como diabetes, ateroesclerosis,
enfermedad de Alzheimer, insuficiencia renal y recientemente, se ha demostrado

que se incrementan durante la AR (76,77).

1.4.3 AGEs y ARTRITIS REUMATOIDE

Se ha propuesto que el estrés oxidativo y produccion de especies reactivas de
dicarbonilo (que en ultima instancia forman AGEs) estan implicados en la
patogénesis de la AR. La AR genera AGEs, subproductos del estrés oxidativo, como
resultado de la activacion de neutréfilos. Los AGEs se unen a los receptores
celulares (RAGE) expresados por células inflamatorias, neutréfilos, macréfagos,
linfocitos T y fibroblastos sinoviales, llevando a la activacion de las respuestas
proinflamatorias (76) e induciendo consecuencias deletéreas como la disfuncion
endotelial después de la activacion del RAGE endotelial (78). Por lo tanto, esta

interaccion AGE-RAGE inicia un proceso inflamatorio-proliferativo (76).

Mediante la activacion de este receptor (RAGE), se mejora la translocacién de NF-
KB al nucleo. En el nucleo, NF-kf facilita la transcripcion de genes proinflamatorios,
dando lugar finalmente, por ejemplo, a la regulacion de las VCAM-1. De esta manera
se establece un bucle positivo de alimentaciéon de la interaccion AGE-RAGE,
manteniendo un estado inflamatorio en el que se pueden formar AGEs. Esta
interaccion AGE-RAGE se puede convertir en un proceso de mantenimiento propio,

contribuyendo al desarrollo de la ateroesclerosis. Por lo tanto, en pacientes con AR,
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la produccion de AGEs puede ser debida a la influencia del estrés oxidativo durante
la inflamacidn crénica de esta enfermedad sistémica (30).

Se ha descrito que el aumento de incidencia de eventos cardiovasculares en
pacientes con AR es independiente de los factores tradicionales, sugiriendo que los
mecanismos adicionales, como la produccion de AGEs, son responsables de la
enfermedad cardiovascular en la AR (32).

Se ha reportado acumulacion de AGEs en el tejido sinovial de pacientes con AR,
(79); y se ha demostrado que el bloqueo de RAGE suprime la evidencia clinica e
histolégica de la AR, indicando el papel de los AGEs en la patogénesis de esta

enfermedad sistémica (80).

De Groot et al. reportaron una mayor acumulacién de AGEs en pacientes con AR.
Informaron que los AGEs estaban relacionados positivamente con el grosor de las
capas intima-media e, inversamente, con la disfuncion endotelial en pacientes sin
signos de ateroesclerosis prematura, lo que sugiere que estan involucrados en la
formacion de las placas ateroescleroticas. Por lo tanto, los AGEs en pacientes con
AR, podrian servir como una medida de inflamacion acumulativa y como

marcadores tempranos de enfermedades cardiovasculares en estos pacientes (30).

De la misma forma, Najafizadeh et al. reportaron en un estudio que los AGEs
aumentan significativamente en los pacientes con AR comparados con los sujetos
sanos (81); al igual que Pérez Garcia et al., quienes concluyen que los AGEs
podrian tener utilidad como marcadores de dafio acumulado en pacientes con AR
establecida, ya que se encontraron mayores niveles de AGEs en pacientes que
presentaban manifestaciones extraarticulares y de larga evolucion, pudiendo
convertirse estos en biomarcadores de prondstico de la enfermedad (82).

1.5 RELACION DE AGES CON ARTRITIS RUUMATOIDE Y PERIODONTITIS
Aunque no existe informacion hasta el momento de una relacién entre AR y PE a
través de los AGEs, por la literatura revisada y analizada anteriormente donde se

ha reportado su influencia en ambas enfermedades, quiza este pudiera ser otro
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mecanismo de relacidn entre ellas, con un aumento en la actividad o severidad de
cada una cuando existe una mayor concentracion de AGEs. Como tal, los AGEs
pueden servir como una medida de inflamacion acumulativa y ser posibles

predictores de las complicaciones en estos pacientes.

1.6  JUSTIFICACION

Existen numerosos reportes de relaciéon entre PE y AR, en los cuales se han
explorado diferentes mecanismos y biomarcadores de inflamacion que pueden
relacionar a ambas enfermedades (42,43,45,46,47). Los AGEs, como factores de la
relacion entre PE y enfermedades sistémicas, han sido descritos en su mayoria en
diabetes mellitus (53,83), pero no en pacientes que presenten tanto PE como AR;
pues hasta el momento solo se ha demostrado su influencia de forma independiente
en cada una de estas enfermedades.

Por lo tanto, es importante explorar si los AGEs pudieran ser un factor fisiopatolégico
comun a ambas condiciones al valorar sus niveles séricos en pacientes con AR y
PE, con la posibilidad de que la PE pudiera tener influencia en la concentracion de

AGEs en pacientes con AR

Estos resultados podrian tener gran relevancia clinica pues permitiran determinar si
los AGEs pudieran ser otro mecanismo de relacion entre ambas enfermedades, lo
que fortaleceria la relacion ya reportada, haciendo necesaria la concientizacion de
meédicos reumatodlogos de que pacientes con AR deben ser referidos de manera
rutinaria al periodoncista para enfatizar en la prevencion de PE o para realizar el
tratamiento pertinente que permita llevar a un estado de salud periodontal, y asi
mejorar el prondstico de esta enfermedad reumatoldgica y lograr disminuir sus
posibles complicaciones. Este estudio ayudara a sentar las bases para futura
investigacion de asociacidn (causa-efecto) y seguimiento entre AGEs, PE y AR.
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1.7 PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢Los pacientes con AR/PE presentan mayor concentracion de AGEs en

comparacion con el grupo de PE, AR y sanos?

1.8 HIPOTESIS

HIPOTESIS DE TRABAJO: La concentracién sérica de AGEs es mayor en
pacientes con AR/PE en comparacién con los demas grupos de estudio.

HIPOTESIS NULA: La concentracion sérica de AGEs no es mayor en pacientes con
AR/PE en comparacion con los demas grupos de estudio.

1.9 OBJETIVOS

1.9.1 OBJETIVO GENERAL
Comparar por medio de la técnica de ELISA la concentracién sérica de AGEs en
pacientes con AR, PE, AR/PE y sanos.

1.9.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Comparar la presencia de AGEs séricos en los grupos de estudio.
2. Comparar la edad y el sexo en los grupos de estudio.
3. Comparar la profundidad de sondaje y nivel de insercion clinica en los grupos
de estudio.
4. Identificar si existe correlacion entre los niveles séricos de AGEs y la
profundidad de sondaje, nivel de insercion clinica y la edad.
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

2.1 LUGAR DE REALIZACION Y RECOLECCION DE DATOS
Este estudio se llevd a cabo en:

e Laboratorio de Odontologia Genomica de la Maestria en Ciencias Odontoldgicas
en el Area de Odontologia Integral Avanzada de la Facultad de Estomatologia
de la Universidad Autonoma de San Luis Potosi.

2.2 DISENO DEL ESTUDIO

Se realizé un estudio transversal, analitico, retrolectivo.

2.3 MUESTREO

Se llevo a cabo un muestreo no probabilistico por conveniencia.

2.4 TAMANO DE LA MUESTRA
Se incluyeron 80 muestras de sangre periférica, provenientes de sujetos sanos, con
PE, con AR y AR/PE divididas en 4 grupos de 20 muestras cada uno.

El tamano de la muestra fue calculado en un estudio previo, donde se determind a

partir de lo siguiente considerando una poblacidn finita:

NZ2aS?

n=
o2 (N-1)+ Z2aS?

N= Total de la poblacién
Z%a=1.96 (si la seguridad es del 95%)
d= Precision (en este caso deseamos un 5%)

S2= Varianza
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2.5 GRUPOS DE ESTUDIO

Grupo 1: 20 muestras de sujetos sanos.

Grupo 2: 20 muestras de pacientes con PE
Grupo 3: 20 muestras de pacientes con AR
Grupo 4: 20 muestras de pacientes con AR/PE

2.6 CRITERIOS DE SELECCION

2.6.1 CRITERIOS DE SELECCION DE MUESTRAS
Las muestras fueron tomadas de un banco de muestras de acuerdo con los

siguientes criterios de seleccion:

2.6.1.1 CRITERIOS DE INCLUSION

e Muestras disponibles dentro del Laboratorio de Odontologia Genomica de la
Maestria en Ciencias Odontoldgicas.

e Bases de datos disponibles con registro de las variables de interés.

e Muestras almacenadas en condiciones Optimas.

2.6.1.2 CRITERIOS DE NO INCLUSION
e Muestra insuficiente.

e Dificultad para identificacion de la muestra.

2.6.1.3 CRITERIOS DE ELIMINACION

e Imposibilidad de procesar las muestras.

La recoleccidén de estas muestras se realizé para un estudio previo, en base a los

siguientes criterios de seleccion establecidos para los sujetos de estudio:
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2.6.2 CRITERIOS DE SELECCION DE SUJETOS

2.6.2.1 CRITERIOS DE INCLUSION

e Ambos sexos.

e Adultos entre 35-65 anos, con diagnostico de PE, AR, AR/PE o sistémicamente
sanos.

e Aceptacion por escrito del Consentimiento Informado.

2.6.2.2 CRITERIOS DE NO INCLUSION

e Presencia de alguna otra enfermedad cronica.

e Pacientes totalmente edéntulos.

e Pacientes embarazadas o en periodo de lactancia.
e Tabaquismo / alcoholismo.

e Sintomas de desequilibrio intestinal.

e Tratamiento periodontal previo.

2.6.2.3 CRITERIOS DE ELIMINACION
e Imposibilidad de obtener o procesar las muestras.
e Muestras contaminadas.

e Imposibilidad de medir las variables de interés del estudio.

2.7 DESCRIPCION CONCEPTUAL Y OPERACIONAL DE LAS VARIABLES

2.7.1 VARIABLES INDEPENDIENTES

DIAGNOSTICO DE AR

Clasificacion: Cualitativa nominal.

Conceptual: Presencia de la enfermedad. Enfermedad inflamatoria crénica, que se
caracteriza por la inflamacién de la membrana sinovial de las articulaciones y en los

tejidos circundantes. También puede afectar otros 6rganos.
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Operacional: Determinado por el reumatélogo siguiendo los Criterios de
clasificacion del ACR 2010 / Liga Europea contra el Reumatismo (27). Se expresara
en presencia o ausencia.

Escala de medicién: presencia o ausencia.

DIAGNOSTICO DE PERIODONTITIS

Clasificacién: Cualitativa nominal.

Conceptual: Presencia de la enfermedad. Enfermedad caracterizada por una
inflamaciéon mediada por el hospedero asociada a microbios, que conllevara a la
destruccion de los tejidos de soporte del diente.

Operacional: Determinado cuando la profundidad de bolsa es mayora 3 mmy la
pérdida de insercién igual o mayor a 2 mm en por lo menos 30% de los sitios
sondeados (80), utilizando una sonda periodontal North Carolina calibrada en
milimetros introducida de manera paralela al eje longitudinal del diente en las caras
vestibular, lingual o palatina en 6 puntos: mesial, medio y distal de ambas caras.

Escala de medicién: presencia o ausencia.

2.7.2 VARIABLES DEPENDIENTES

PROFUNDIDAD DE SONDAJE

Clasificacion: Cuantitativa de razon.

Definicion conceptual: Distancia que existe desde el margen gingival al fondo del
surco gingival o de la bolsa periodontal.

Definicion operacional: Determinada por medio de una sonda periodontal North
Carolina calibrada en milimetros introducida de manera paralela al eje longitudinal
del diente. Una medicion mayor a 3 mm indica presencia de bolsa periodontal.

Escala de medicion: mm.

NIVEL DE INSERCION CLINICA
Clasificacion: Cuantitativa de razoén.
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Conceptual: Distancia que existe desde la unién amelocementaria al fondo del
surco o bolsa periodontal.

Operacional: Determinada por medio de una sonda periodontal North Carolina
calibrada en milimetros introducida de manera paralela al eje longitudinal del diente.
Una distancia mayor a 2 mm indica pérdida de insercion.

Escala de medicion: mm.

PRESENCIA DE AGEs

Clasificacién: Cualitativa nominal

Definicion conceptual: Presencia de AGEs en suero de acuerdo con el limite de
deteccion del Kit comercial de ELISA utilizado en el estudio.

Definicion Operacional: Se determinara mediante Ensayo por inmunoabsorcion
ligado a enzimas (ELISA) a partir de un kit comercial, una vez que las muestras de
sangre sean obtenidas por venopuncion. Expresada como presencia 0 ausencia.

Escala de medicion: Presencia/ausencia.

CONCENTRACION DE AGEs

Clasificacion: Cuantitativa de razon

Conceptual: Medicién en ng/mL de la concentracion de AGEs en suero.
Operacional: Se determinara mediante Ensayo por inmunoabsorcion ligado a
enzimas (ELISA) a partir de un kit comercial, una vez que las muestras de sangre
sean obtenidas por venopuncion.

Escala de mediciéon: ng/ml.

2.8 PLAN DE TRABAJO

2.8.1 APROBACION POR EL COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION

El proyecto fue presentado para su aprobacién ante el Comité de Etica en
Investigacion de la Facultad de Estomatologia de la Universidad Autonoma de San
Luis Potosi, clave: CEI-FE-034-021.
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2.8.2 ACTIVIDADES PREVIAS
Debido a que este es un estudio retrolectivo, se seleccionaron las muestras de un
Banco de muestras y se analizé la base de datos y cada uno de los expedientes de

los sujetos de quienes provenian.

Se observo que en su momento y previo a la toma de muestras, se realizé un
consentimiento informado a todos los sujetos para participar en estudios de
investigacion. Se dio a todos los sujetos una explicacion sobre la realizacion de ese
estudio y posibles estudios derivados, explicando objetivos, la manera en como se
llevaria a cabo la toma de la muestra, asi como los riesgos y beneficios. Los sujetos
firmaron de manera voluntaria el consentimiento informado por escrito y se mantuvo

la confidencialidad de los datos obtenidos.

Una vez aceptado el consentimiento informado, a los sujetos se les realizé una
historia clinica. La anamnesis se llevd a cabo de forma directa e incluy¢ ficha de
identificacion, antecedentes patoldgicos y no patologicos, enfermedad actual,
tiempo de diagnostico, enfermedades sistémicas adicionales, medicamentos
requeridos y ultima visita al médico. El diagnostico de AR se llevd a cabo por un
reumatdlogo experto de acuerdo con los criterios del Colegio Americano de
Reumatologia 2010 / Liga Europea contra el Reumatismo (27). En cuanto a la
historia dental esta incluyd: causa de pérdida dental, tratamiento odontolégico
previo, sangrado gingival, movilidad dental, frecuencia de cepillado dental,

auxiliares de higiene oral, horario de la ultima higiene oral y habitos bucales nocivos.

En su momento, también se realizd la estandarizacion del investigador con un
experto (realizando el analisis estadistico correspondiente) para el diagndstico de
PE, el cual se determiné cuando la profundidad de sondaje fuera >3 mmy la pérdida
de insercion 22 mm en por lo menos 30% de los sitios sondeados (84). Los datos
fueron registrados en un periodontograma para cada sujeto, entendiendo cada

parametro de la siguiente manera:
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Profundidad de sondaje

Se entiende como la distancia existente entre el margen gingival y la base del surco
(1-2 mm en ausencia de inflamacion clinica) o bolsa periodontal (>3 mm). Para esta
medicion se utilizé una sonda U. of North Carolina calibrada en milimetros, la cual
se introdujo de manera paralela al eje longitudinal del diente en las caras vestibular,
lingual o palatina en 6 puntos: mesial, medio y distal de ambas caras (2).

Nivel de insercion clinica

Es la distancia en milimetros de la unién amelocementaria (UAC) a la base del surco
0 bolsa. Para su medicion se utilizé una sonda U. of North Carolina calibrada en
milimetros insertada de manera paralela al eje longitudinal del diente en las caras
vestibular, lingual o palatina en 6 puntos: mesial, medio y distal de ambas caras.

Para determinarlo, se realizé como se indica a continuacion:

e Si el margen gingival se encontré coronal a la UAC, el nivel de insercion se
establecid restandole a la profundidad de sondaje la distancia del margen
gingival a la UAC.

e Si el margen gingival coincidioé con la UAC, la pérdida de insercion clinica fue
igual a la profundidad de sondaje.

e Si el margen se encontro apical a la UAC, la pérdida de insercion clinica se
determina por la suma de la profundidad de sondaje y la distancia entre la UAC

y el margen gingival.

Ademas, se realizo la toma de muestras de sangre periférica de cada uno de los
sujetos, para asi poder realizar la extraccion del suero (ANEXO 1) y entonces tener

su almacenamiento en el Banco de muestras.

2.8.3 SELECCION DE MUESTRAS

De esta forma, para el presente estudio, fue posible acudir al Banco de muestras
del Laboratorio de Odontologia Gendémica de la Maestria en Ciencias Odontolégicas
en el Area de Odontologia Integral Avanzada de la Facultad de Estomatologia de la

Universidad Autonoma de San Luis Potosi para realizar una seleccion de las
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muestras de suero mediante un muestreo no probabilistico por conveniencia y
atendiendo a los criterios de seleccion establecidos, para posteriormente

procesarlas y realizar asi la medicion de la concentracion de AGEs.

2.8.4 MEDICION DE LA CONCENTRACION DE AGEs

De las muestras de suero seleccionadas del Banco de muestras, los niveles séricos
de AGEs se determinaron mediante ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas
(ELISA) a partir del Kit “AGEs Elisa kit MBS267540”, el cual es un tipo de ensayo
de sandwich cuantitativo con un rango de deteccion de 200 ng/ml-3.12ng/ ml, que
tiene una sensibilidad de hasta 0.6 ng/ml.

La técnica bioquimica analitica ELISA del kit MBS267540 se basa en interacciones
AGE anticuerpo-AGE antigeno (inmunosorbencia) y un sistema de deteccion
colorimétrico HRP para detectar objetivos de antigeno AGE en muestras. El kit
ELISA esta disefiado para detectar AGEs nativos, no recombinantes. Los tipos de
muestra apropiados pueden incluir fluidos corporales no diluidos y / u homogenados
de tejidos o secreciones. Cuando se utiliza la técnica de doble ELISA, el anticuerpo
pre-recubierto es el anticuerpo monoclonal AGEs humano y el anticuerpo de
detecciéon es un anticuerpo policlonal marcado con biotina. Las muestras y el
anticuerpo marcador de biotina se agregan a los pocillos de la placa ELISA y se
lavan con PBS o TBS. Luego se afiaden conjugados Avidina-peroxidasa a los pozos
ELISA en orden; se usa sustrato TMB para colorear después de que el reactivo se
ha lavado completamente con PBS o TBS. TMB se convierte en azul en peroxidasa
catalitica y finalmente se convierte en amarillo bajo la accion del acido. La
profundidad del color y los factores de prueba en las muestras estan positivamente

correlacionados.

La medicion de la concentracidn sérica de AGEs se realiz6 siguiendo el protocolo
indicado por el fabricante. (ANEXO 2)
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2.9 ANALISIS ESTADISTICO
Para este estudio de disefio retrolectivo, el investigador previamente estandarizado
tomo las muestras, demostrandose a través de una consistencia interobservador en

el diagnostico de PE, obteniendo valores de Kappa >.80.

Se realizé la estadistica descriptiva, expresando frecuencia y porcentaje para
variables cualitativas (diagnostico de PE, diagnéstico de AR, presencia de AGEs,
sexo); y media, mediana, desviacidon estandar y rango para variables cuantitativas

(profundidad de sondaje, nivel de insercion clinica, concentracion de AGEs, edad).

Ademas, se realiz6 estadistica analitica, utilizando la prueba exacta de Fisher para
el analisis de las variables cualitativas; y determinando la distribucion de las
variables cuantitativas mediante la prueba de Shapiro Wilk.

Para la comparacion entre grupos, si la distribucion de las variables fue paramétrica
(profundidad al sondaje) se realiz6 ANOVA de una via y el analisis post-hoc
mediante la prueba de Tukey; y para las variables donde la distribucién fue no
paramétrica (nivel de insercion clinica, concentracion de AGEs y edad) se utilizo la
prueba de Kruskal Wallis y post-hoc mediante prueba de Dunn. Al comparar entre
2 grupos con distribucion no paramétrica (tiempo de diagnostico de AR) se utilizé la
prueba de U de Mann-Whitney. Para determinar la correlacidén entre variables y
dada su distribucion no paramétrica se utilizé la prueba de Spearman. La
significancia se fijé cuando p<0,05. Los datos se analizaron mediante el programa

estadistico GraphPad Prism version 9.0.2.

2.10 CONSIDERACIONES ETICAS

El proyecto fue presentado para su aprobacién ante el Comité de Etica en
Investigacion de la Facultad de Estomatologia de la Universidad Autonoma de San
Luis Potosi, clave: CEI-FE-034-021. Se aplico el reglamento de la Ley General de
Salud en Materia de Investigacion en Seres Humanos considerandose una
investigacion de riesgo minimo. En su momento, y previo a la toma de la muestra,

se obtuvo el Consentimiento informado por escrito de manera voluntaria de acuerdo
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con la Norma Oficial Mexicana NOM-012-SSA3-2012 en el cual se dio al participante
una explicacion verbal con el objetivo del estudio y la forma de como se llevaria a
cabo. Los datos fueron manejados siguiendo las especificaciones de la NOM 004-
SSA3-2012, del Expediente Clinico, respecto al manejo y confidencialidad de los

datos.

En su momento, las evaluaciones de los pacientes, asi como la toma de muestras
sangre periférica se realizaron bajo las indicaciones de la OMS y de acuerdo con
las medidas bioseguridad y control de infecciones de la NOM-013 SSAZ2, teniendo

en cuenta que fueron tomadas previo a la pandemia por COVID-19.

Se siguio la NOM-087-ECOL-SSA1-2002, para la Proteccion ambiental - Salud
ambiental — para el manejo de residuos peligrosos biolodgico-infecciosos -
Clasificacion y especificaciones de manejo.

2.11 FINANCIAMIENTO
Esta investigacion fue financiada por:

e Proyecto de Investigacion Cientifica Basica (CONACYT) 2014, n0.242939.

e Adicionalmente se conto con la infraestructura y diversos recursos de la Clinica
del Posgrado en Periodoncia y del Laboratorio de Odontologia Gendmica de la
Maestria en Ciencias Odontoldgicas en el Area de Odontologia Integral
Avanzada, ambos pertenecientes a la Facultad de Estomatologia de la

Universidad Autonoma de San Luis Potosi.
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CAPITULO 3. RESULTADOS

En la tabla 1 se describen las caracteristicas de los grupos de estudio sobre edad,
sexo y tiempo de diagnostico de AR.

En cuanto a la edad, se observa que la edad media de los pacientes para los 4
grupos de estudio fue alrededor de 50 afios (sanos: 54.85+13; PE: 47.15+8.42; AR:
51.50+9.28; AR/PE 53.3049.5), sin existir diferencia estadisticamente significativa
entre ellos (p= 0.1329).

Con respecto a la distribucidn por sexo, ésta fue similar en los 4 grupos de estudio,
donde existi6 mayor prevalencia del sexo femenino (sanos: femenino 85%,
masculino 15%; PE: femenino 80%, masculino 20%; AR: femenino 85%, masculino
15%; AR/PE: femenino 90%, masculino 15%). No se encontré diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos (p=0.8532).

Y, en cuanto al tiempo de diagnostico de AR para los grupos de AR y AR/PE
(7.3+6.806 y 5.90+6.282 afios respectivamente), tampoco se encontr¢ diferencia
estadisticamente significativa entre ambos grupos (p=0.4625).

Con lo anterior, se puede observar que los grupos son homogéneos para las

comparaciones pertinentes.
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Tabla 1. Edad, sexo y tiempo de diagnéstico de AR de los grupos de estudio

SANOS PE AR AR/PE p
n=20 n=20 n=20 n=20

X*DE (rango) mediana

EDAD (arios) 54.85+13  47.15+8.42  51.50+9.28 53.3049.5

(33-70) (33-66) (38-69) (35-76) 0.1329*
59 44.50 515 55
SEXO Frecuencia (%)

Femenino 17 (85) 16 (80) 17 (85) 18 (90) 0.8532
Masculino 3(15) 4 (20) 3 (15) 2 (15) **
X*DE (rango), mediana

TIEMPO DE 7.316.806  5.9046.282
DIAGNOSTICO NA NA (1.0-30) (1-30) 0.4625
DE AR (afos) 5.0 5.0 o

AR: Artritis Reumatoide, PE: Periodontitis, X: Media, DE: Desviacién estandar, M:
Mediana, NA: No aplica
*Prueba de Kruskal-Wallis; **Prueba exacta de Fisher; ***Prueba U de Mann —Whitney.

En la tabla 2 se describen los parametros periodontales de los grupos de estudio.

En cuanto a la profundidad al sondaje, como era de esperarse, esta fue mayor en los
grupos de PE (3.61+0.24 mm) y AR/PE (3.6+£0.35 mm), existiendo diferencia
estadisticamente significativa con los sujetos periodontalmente sanos (1.64+0.19 mm)
(p<0.0001); sin embargo, entre ellos fueron similares (p=0.8227). No asi entre los grupos
de sanos y AR, donde la profundidad fue mayor en el grupo de AR (2.21+£0.53 mm)
(p<0.0001).

El mismo patrén se observa para la pérdida de insercion clinica, ya que los grupos de
PE (2.80+0.34 mm) y AR/PE (3.19+0.46 mm) tienen significativamente mayor pérdida
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de insercion comparados con los sujetos periodontalmente sanos (1.021+£0.29 mm)

(p<0.0001); sin embargo, entre ellos fueron similares (p=>0.9999).

Tabla 2. Profundidad de sondaje y nivel de insercion clinica.

SANOS PE AR AR/PE P
n=20 n=20 n=20 n=20
X+DE (rango) mediana

Profundidad de  1.64+0.18  3.61:0.24  2.21+0.53  3.6+0.35
sondaje (mm) (1.2-1.99)  (3.26-4.14)  (1.4-3.44)  (3.07-4.33) <0.0001*

1.644 3.615 2.1 3.585
Nivel de 1.021+£0.29  2.80+0.34 1.56+0.44 3.19+0.46 <0.0001
insercion Clinica  (0.55-1.35) (2.13-3.34) (0.99-2.77) (2.61-4.33) "
(mm) 1.194 2.801 1.449 3.065

PE: Periodontitis, AR: Artritis Reumatoide, X= Media, DE= Desviacion estandar.
*Prueba de ANOVA-Tukey; **Prueba de Kruskall-Wallis-Dunn

En la tabla 3 se muestra la presencia y cuantificacion de la concentracion de AGEs

en suero.

El grupo que tuvo mayor porcentaje de pacientes negativos a la presencia sérica de
AGEs fue el grupo de sanos, donde el 30% de los pacientes no mostraron su
presencia en suero, existiendo diferencia estadisticamente significativa con el resto
de los grupos de estudio (p=0.0245), en donde el 95% de los pacientes presentaron

una concentracion detectable de AGEs en suero.

En cuanto a la cuantificacion de la concentracion de AGEs en suero, se observo
diferencia estadisticamente significativa entre los grupos de estudio (sanos:
11.404£12.68; PE: 19.06£15.24; AR: 21.37+15.91; AR/PE: 23.97£18.68 ng/mL) (p=

0.0423); sin embargo, en la comparacién multiple solo se observo esta diferencia
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entre el grupo de sanos y AR/PE. A pesar de esto, podemos ver que existe una
tendencia al aumento en los niveles séricos de AGEs, cuando los sujetos presentan
AR o PE (21.37+£15.91, 23.97+18.68 ng/mL respectivamente) siendo similares entre

ellos.

Tabla 3. Presencia y Concentracion de AGEs en suero de los grupos

de estudio

SANOS PE AR AR/PE P
n=20 n=20 n=20 n=20
Frecuencia(%)

Presen Positivo 14 (70) 19 (95) 19 (95) 19 (95) 0.0245
cia de *
AGEs Negativo 6 (30) 1(5) 1(5) 1(5)

X+DE (rango), mediana

Concentracién 11.40£12.68 19.06+15.24 21.37x15.91 23.97+18.68 0.0423
de AGEs (ng/ml) (0-44.44)  (0-64.35) (0.55-55.65) (0.83-68.15)  **
9.53 14.4 15.79 18.38

PE: Periodontitis, AR: Artritis Reumatoide, X= Media, DE= Desviacion estandar

*Prueba exacta de Fisher; **Prueba de Kruskal-Wallis-Dunn

Realizando los analisis de correlacion en todos los grupos, las correlaciones

obtenidas fueron las siguientes:

En la figura 1 se muestra una correlacion positiva mediante la prueba de correlacion
de Spearman entre los niveles séricos de AGEs y la edad en el grupo de sanos (p=
0.0023; r=0.6410).

De igual forma, en las figuras 2 y 3, se muestra una correlacion positiva entre los
niveles séricos de AGEs y la profundidad al sondaje (p=0.0011; r=0.6734); y entre
los niveles séricos de AGEs y el nivel de insercion clinica (p=0.0001; r=0.7263),

ambas en el grupo de AR/PE.



Figura 1. Correlacion entre los niveles séricos de AGEs con la edad en el grupo de
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Figura 2. Correlacion entre los niveles séricos de AGEs con la profundidad al

sondaje en el grupo de AR/PE.
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CAPITULO 4. DISCUSION

En el presente estudio, se detectd que tanto la frecuencia como concentracion
sérica de AGEs en los grupos de PE y AR fueron similares (no existié diferencia
estadisticamente significativa). Se han realizado estudios que miden los niveles
séricos de AGEs en cada una de estas enfermedades (30,63,71,81,82), pero no que
los comparen entre ellas. Estos resultados son de suma importancia, pues al ser la
AR una enfermedad sistémica y la PE al ser reconocida como una enfermedad local,
pudiera esperarse que la concentracion sérica de AGEs en los pacientes con esta
enfermedad reumatoldgica fuera considerablemente mayor al compararlos con los
pacientes con PE. Estos resultados pudieran explicarse por lo descrito por Straka
M et al., quienes consideran que el efecto de la PE no es solo local, pues las
bacterias, sus productos, células y sustancias proinflamatorias penetran en el
torrente sanguineo infectando estructuras distantes. Lo anterior puede reflejarse en
nuestro estudio con la similitud en los niveles séricos de AGEs entre el grupo de PE
y el grupo con una enfermedad sistémica como es la AR (85). Es imposible
comparar estos resultados debido a que no existen estudios previos para poder

realizar dichas comparaciones.

El grupo de sanos presentd menor frecuencia de AGEs, alcanzando diferencia
estadisticamente significativa comparado con los demas grupos de estudio, lo cual
puede atribuirse a la menor inflamacion existente en este grupo de pacientes. Estos
resultados van en concordancia a lo reportado por Devangelio et al., quienes

mencionan que la unién AGE-RAGE ocurre menos en individuos sanos (86).

También se encontré que el grupo de PE presentd mayor concentracion sérica
versus el grupo de sanos, similar a lo reportado por Guo et al. en el 2015, y Altingdz
en el 2021, quienes observaron un aumento significativo de AGEs séricos en
pacientes con PE en comparacidon con sujetos que presentan un periodonto sano
(63,71). Se ha descrito que la PE puede generar inflamacién sistémica y que
pacientes con esta enfermedad presentan niveles elevados de mediadores
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proinflamatorios, mayor numero de neutrofilos en sangre (83) y, recientemente, de

niveles séricos de AGEs (71).

De igual forma, los pacientes con AR presentaron mayor concentracion de niveles
séricos de AGEs que el grupo de sanos. Esto va en concordancia con lo reportado
recientemente por Najafizadeh et al. en el 2021, quienes en su estudio informaron
que los pacientes con AR presentaban un aumento significativo de AGEs séricos en
comparacion con sujetos sanos, atribuyéndolo al estrés oxidativo implicado en la
patogenia de la AR, el cual puede causar inflamacion y alterar diferentes sustancias
intra y extra-celulares, incluyendo los nucleétidos, proteinas, lipidos y polisacaridos,

dando como resultado la formacion de AGEs (81).

En nuestro estudio también observamos una diferencia en la concentracidon sérica
de AGEs entre los grupos de estudio, observandose niveles elevados tanto en el
grupo de PE como de AR y una tendencia al aumento cuando se presentan ambas
enfermedades. Quiza el hecho de que solo exista una tendencia a aumentar estos
niveles y no una diferencia significativa esté asociado a una “n” limitada del presente
estudio. La disponibilidad de sujetos con AR sin presencia de PE estuvo
comprometida, debido a que pacientes con esta enfermedad reumatoldgica
presentan con mayor frecuencia PE teniendo un riesgo elevado de padecerla (45),
por lo que fue dificil aumentar el numero de muestras para este grupo, tomando la
decisién de no ampliar la "n” minima indicada por el calculo de la muestra del estudio
previo. A pesar de esto, y a que desafortunadamente tampoco existe informacion
previa para realizar comparaciones, con estos resultados podemos observar que la
presencia de PE es capaz de influir en la produccién de AGEs en la AR, y quiza esto

sea otro mecanismo de relacion entre ambas enfermedades.

Estudios recientes han asociado esta enfermedad reumatolégica de manera
frecuente con la presencia de PE, debido a que existen factores de riesgo genéticos
y ambientales compartidos (3). Gran parte de la relacion establecida entre PE y AR

se basa en su patogénesis: ambas enfermedades inflamatorias crénicas utilizan
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mecanismos destructivos similares, pues las células inflamatorias y citoquinas
proinflamatorias impulsan la erosidn ésea cronica en la AR y la destruccion crénica
del periodonto en la PE (88). Se han reportado posibles mecanismos de relacion
entre PE y AR, de los cuales se ha descrito la presencia de P. gingivalis y su
influencia en la produccion de anticuerpos citrulinados; el papel que juega
Aggregatibacter actinomucetemcomitans mediante la secrecién de su leucotoxina;
y el reconocimiento de factores de virulencia de patdgenos periodontales que
conlleva a la liberacion de citocinas proinflamatorias (34,43,50).

Al considerar a los AGEs como otro posible vinculo entre ambas enfermedades se
fortalece esta relacidén y por lo tanto la influencia que la PE puede tener en esta
enfermedad reumatoldgica. Hipotetizamos que un posible mecanismo en el que
intervienen los AGEs influyendo en la relacion entre ambas enfermedades podria
explicarse de la siguiente manera:

1) en la PE, los patéogenos periodontales presentan PAMPs (Patrones
Moleculares Asociados a Patdgenos) que al ser reconocidos desencadenan
una amplia cascada inflamatoria que va a resultar en la destruccion de tejido
conectivo y reabsorcion oOsea. Esta inflamacion cronica favorecera la
formacion de AGEs en donde mediante la interaccidon con su receptor
perpetuara el estado inflamatorio y activacion de MMP por la via RAGE-NF-
KB, ademas de que esta via favorecera la formacion de AGEs de novo.

2) en cuanto a la AR, los factores de riesgo interactuan causando cambios en
el sistema inmunologico ocasionando que el proceso inflamatorio se
desencadene, liberandose un gran numero de citoquinas y otras moléculas
que van a inducir a la degradacion de tejido conectivo y destruccion articular.
Se generan AGEs como un subproducto del estrés oxidativo, y mediante la
activacion de su receptor, se mejorara la traslocacion de NF-k al nucleo,
facilitando la transcripcion de genes proinflamatorios.

3) De esta forma, con inflamacién cronica presente en ambas enfermedades,
se establece un bucle positivo de alimentaciéon de interaccion AGE-RAGE,
manteniendo un estado inflamatorio formando AGEs de novo. Consideramos
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entonces que un mecanismo de relacion puede ser la formaciéon de AGEs
debido a la inflamacidn, lo que genera una sobreestimulaciéon amplificando la
cascada proinflamatoria y perpetuando la inflamacion como un circulo vicioso

y de mantenimiento propio entre ambas enfermedades.

Actuando en sinergia, la PE y la AR inducen una alta concentraciéon de AGEs,
deteriorando el estado de pacientes con ambas enfermedades. De esta forma, al
ser los AGEs un posible vinculo entre PE y AR y al influir en la severidad entre
ambas enfermedades, pudieran utilizarse como nuevos biomarcadores para la
evaluacion y seguimiento del estado periodontal. Se ha descrito que esfuerzos de
investigacion en la actualidad se dirigen hacia el impacto beneficioso de
bloqueadores o inhibidores de AGEs a través de la administracion oral o pasiva de
pastas dentales o irrigadores, siendo esto una nueva area de investigacion y
desarrollo de farmacos para la PE (72). Esto, como adyuvante en el tratamiento
mecanico de la PE y la regulacion de la AR, podria ser beneficioso para estos
pacientes, pues se ha demostrado que los AGEs pueden acumularse en el tejido
periodontal y producir ROS enddgenos excesivos, lo cual dahara directamente los
tejidos periodontales y ademas exacerbara indirectamente la lesién periodontal
existente al promover liberacion y agregacion de citoquinas inflamatorias (IL-1p3, IL-
6, IL-8, etc.) e inflamasomas (NLRP3 / NALPS3, etc.) y / o al activar vias de
sefalizacion aguas abajo; ademas ocasionara apoptosis de células presentes en el
LP (89).

En cuanto a los resultados de edad y sexo, para la AR, se ha reportado un pico de
edad de aparicién en mujeres en la quinta década de vida (20); lo que va de acuerdo
con nuestro estudio, en el que la edad promedio de los pacientes con AR fue
alrededor de 50 afos. En el grupo de pacientes con PE se encontré que el promedio
de edad fue menor (47 afos), esto debido a que la PE aparece en sujetos entre la
32 y 4% década de la vida; sin embargo, no se alcanzo diferencia estadisticamente
significativa con el resto de los grupos. De igual forma, cerca del 80-90% de los

pacientes incluidos en nuestro estudio fueron de sexo femenino, esto de acuerdo a
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lo reportado previamente en la literatura, donde la AR se presenta con mayor
frecuencia en mujeres que en hombres en una proporcion 3:1 (22,90,91); sin
embargo, la relacion encontrada en el presente estudio fue desde 4:1 hasta 9:1. La
posible explicacion de este aumento en la proporcion es que pacientes de sexo
femenino asisten con mayor regularidad a sus citas de control reumatoldgico,
observandose en nuestro estudio en el que la cantidad de muestras disponibles de
mujeres fue mayor que la de hombres. Es importante resaltar que, en cuanto a
variables de edad, sexo, ademas de tiempo de diagndstico de AR, no existio
diferencia estadisticamente significativa entre los grupos de estudio, por lo que los
grupos fueron homogéneos al realizar comparaciones en el resto de las variables

de interés.

Por otro lado y como era de esperarse, en cuanto al estado periodontal, en los
grupos de PE y AR/PE se obtuvieron promedios significativamente mayores de
profundidad de sondaje y pérdida de insercidén clinica en comparacion con los
grupos de sanos y de AR, los cuales tuvieron niveles normales alrededor de los 2
mm para la profundidad de sondaje y alrededor de 1 mm para la pérdida de insercion
clinica; sin embargo, aunque el nivel de insercion fue similar en estos ultimos dos
grupos, la profundidad de sondaje fue significativamente mayor en los pacientes con
AR versus el grupo de sanos, lo que pudiera considerarse como un signo temprano
de PE.

Los pacientes con AR/PE mostraron niveles de profundidad de bolsa de 3.6 mm,
similar al promedio de 3.9 mm reportado previamente en un grupo de pacientes
mexicanos con AR/PE semejantes en edad y sexo (2). Este grupo también mostré
mayor pérdida de insercion clinica en comparacion con el grupo de PE que, aunque
no alcanzé diferencia estadisticamente significativa, estos ultimos datos van en
concordancia con lo reportado por Schmickler et al. en el 2017, quien ademas
concluye que los pacientes con AR presentan peores condiciones periodontales
(41). También se ha reportado que, en comparacion con la poblacion sana, los
sujetos con AR tienen mayor riesgo de desarrollar PE y viceversa, siendo por lo
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menos 2 veces mas frecuente en los pacientes con AR. De igual forma, su curso
clinico es mas severo, independientemente de la edad, el género, el origen étnico,
o historia de habito de tabaquismo, en comparacion con los individuos que no
presentan esta enfermedad reumatoldgica (92).

Ademas, en nuestro estudio se realizaron pruebas de correlacion, encontrando
correlaciones positivas entre los niveles séricos de AGEs con la profundidad al
sondaje, nivel de insercidn clinica y la edad en grupos especificos.

La correlacion positiva encontrada entre los niveles séricos de AGEs y la
profundidad al sondaje, asi como con el nivel clinico de insercién fue en el grupo de
AR/PE. A pesar de no existir estudios previos para poder realizar nuestras
comparaciones, con esto podemos observar que, cuando los pacientes presentan
ambas enfermedades, los niveles séricos de AGEs se asocian con peores

condiciones periodontales.

Se decidio realizar prueba de correlacion de Spearman entre los niveles séricos de
AGEs y la edad, ya que se ha reportado que los niveles de AGEs aumentan con el
envejecimiento debido a un menor aclaramiento renal de los mismos (93),
encontrando en nuestro estudio correlacién positiva entre ambas variables en el

grupo de sanos.

Por ultimo, en nuestro estudio los AGEs no se correlacionaron con el tiempo de
evolucion de AR, a diferencia de lo reportado por Groot et al, quienes encontraron
que los AGEs aumentaron en pacientes con AR de largo tiempo de diagndstico (9.3
- 15.1 afos) atribuyéndolo a una exposicién prolongada al estrés oxidativo (30).
Cabe mencionar que en nuestro estudio el tiempo de diagndstico de los sujetos con
AR a quienes pertenecian nuestras muestras fue menor (5.9 — 7.3 afios en AR/PE
y AR respectivamente), por lo que quiza no encontramos esta correlacion ya
reportada. Sin embargo, a pesar de ello podemos ver que incluso a partir de 5 afios
de evolucion de esta enfermedad reumatoldgica la concentracion sérica de AGEs
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puede verse aumentada y no necesariamente se necesita que transcurran mas afnos

con la enfermedad.

Los hallazgos del presente estudio podrian apoyar la idea de que los niveles séricos
de AGEs, aunque no son la unica via, pudieran ser un mecanismo de la relacion
entre PE y AR, influyendo en la patogenia de ambas enfermedades. Ademas de que
la PE, mediante su influencia en el aumento de los niveles séricos de AGEs, puede
ser un factor en la iniciacion y el mantenimiento de la respuesta inflamatoria
autoinmune que se produce en la AR, lo cual fortaleceria la relacion ya reportada
entre ambas. Estos resultados son importantes al ser una informacién valiosa de
compartir con meédicos reumatologos para enfocarse en un tratamiento
interdisciplinario para el control de la AR y disminucion de sus complicaciones,
siendo necesario incrementar las medidas de prevencién de PE en estos pacientes,
fomentando citas de revision periodicas al ser remitidos por su médico reumatélogo
de manera rutinaria al especialista en periodoncia, para asi poder instruir medidas
de higiene oral y de ser necesario llevar a cabo el tratamiento periodontal pertinente.
Lamentablemente, se ha revisado que el diagndstico y manejo de la AR se enfocan
en el alivio del dolor y la preservacion estructural, y que las alteraciones orofaciales
no son prioritarias (23). Tal es asi que en la Guia Mexicana para el tratamiento
farmacolégico de la AR (Colegio Mexicano de Reumatologia) no se incluye la
vigilancia, diagnostico ni manejo de los problemas de salud bucal, dejando en
evidencia que la atencion de estos pacientes no se esta llevando a cabo de forma
interdisciplinaria. Se ha descrito que los reumatélogos quiza no son sensibles al
nivel de deterioro en las estructuras orales de estos pacientes; sin embargo, los
pacientes tampoco lo son, pues probablemente el dolor generalizado desvie su
capacidad de concentrarse en area especificas, distrayendo la percepcion del
paciente y haciendo que la salud bucal pase a segundo plano. Con lo anterior surge
la necesidad de compartir esta informacion con médicos reumatélogos para incluir
el seguimiento de la salud orofacial en estos pacientes en busca de mejora en su
calidad de vida (94).
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Las fortalezas de este estudio radican en que no se encontraron reportes previos
en los que se estudie el papel de los AGEs en pacientes con AR/PE ni se comparen
sus concentraciones séricas, siendo este el primer estudio en analizarlo. La mayor
parte de la literatura se ha centrado en el papel de los AGEs y su relacion entre PE
y diabetes mellitus (62,63,64,65,66). Esto quiza se deba al hecho de que parte del
proceso de formacion de AGEs depende de la concentracion de glucosa, y que
condiciones de hiperglicemia favorecen su acumulacion (53,59). Sin embargo, se
ha establecido que el eje AGE-RAGE se relaciona con otros estados metabolicos e
inflamatorios como es el caso de la PE y de la AR. El nuevo hallazgo de niveles
séricos de AGEs elevados en el grupo de AR/PE fortalece aun mas la relacion entre
PEy AR.

Otra fortaleza es el hecho de tener grupos homogéneos en cuanto a edad, sexo y
tiempo de diagnostico de AR para realizar nuestras comparaciones; ademas de
haber incluido un grupo control de sujetos sin enfermedades sistémicas y de sujetos
con AR sin presencia de PE. De igual forma cabe mencionar que la técnica de
laboratorio utilizada en el presente estudio es muy robusta. Debido a que
actualmente no hay un método estandar de oro disponible para la deteccion y
cuantificacion de AGEs, se ha informado que la técnica mas adecuada para la
medicion de AGEs depende de factores como el personal capacitado, el laboratorio
disponible, recursos financieros y el objeto del estudio (concentraciéon de AGEs,
numero y tipo de muestras, etc.); y que la metodologia elegida es importante para

proporcionar datos confiables (56).

Dentro de las limitaciones de este estudio se encuentra el tamano de la muestra.

Se podria haber aumentado la “n”; sin embargo, debido a la dificultad de reclutar
pacientes con AR en el rango de edad establecido y que no tuvieran presencia de
PE, asi como a los controles que no presentaran ninguna enfermedad sistémica, se

decidid mantener la “n” establecida.
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El ensayo se realiz6 utilizando muestras congeladas. No se han encontrado reportes
donde analicen los niveles de AGEs en muestras de este tipo. Sin embargo, se ha
reportado que a una temperatura de -80°C no ocurre la desnaturalizacion de
proteinas (95), y no se ha encontrado alteracidon en proteinas después de 10 ciclos
de congelacion — descongelacion (96).

Es importante mencionar que no se tomaron en cuenta algunos criterios que pueden
influir en los niveles séricos de AGEs como la obesidad y la dieta. Se ha descrito
que, en la obesidad, la combinacion de los efectos de un mayor consumo de
alimentos, bajo gasto de energia, hiperglucemia, hiperlipidemia y aumento del
estrés oxidativo pueden aumentar la formacion de reactivos intermedios y ocasionar
un aumento en la formacion de AGEs (97). De igual forma, se ha informado que los
AGEs ademas de formarse enddégenamente, también se pueden proporcionar a
partir de fuentes exogenas, siendo una dieta occidental, rica en alimentos
procesados y/o tratados térmicamente, grasas y azucar, la responsable de
aumentar la exposicion a AGEs (98). Debido a esto, en futuros estudios, podrian
tomarse en cuenta IMC vy la dieta para asi controlar estas variables que pudieran

influir en los resultados.

Ademas, condiciones como la destreza manual disminuida de los pacientes con AR
la cual pudiera influir en el estado periodontal, asi como el nivel de actividad fisica
de los diferentes grupos que pudiera influir en el estado general de los sujetos, no
se tomaron en cuenta. Sin embargo, a pesar de ello en el presente estudio podemos
observar que la periodontitis influye en la presencia de AGEs en sujetos con AR, y
contamos con la fortaleza de haber incluido 4 grupos de estudio, funcionando

algunos grupos como controles.

Como perspectiva a futuro se planea realizar este estudio con una muestra mayor,
utilizando muestras con menor tiempo de almacenamiento, tomando en cuenta IMC
y la dieta de los sujetos, y ademas incluir otros indices clinicos revisando
correlaciones entre estos y los niveles séricos de AGEs.
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Ademas, seria interesante realizar estudios longitudinales y ensayos clinicos donde
se lleve a cabo el tratamiento periodontal a pacientes que presenten AR y PE, y

valorar si disminuyen los niveles séricos de AGEs en el tiempo.

Este estudio servira de base para futuros estudios de causa-efecto, asi como para
enfatizar en la prevencion de PE en pacientes con AR y en el manejo
interdisciplinario de esta enfermedad sistémica, incluyendo asi a la PE como parte
de su manejo estandar debido a la relacién demostrada.
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES

Los hallazgos del presente estudio indican que existe una diferencia en la
concentracion sérica de AGEs entre los grupos de estudio, observandose niveles
elevados tanto en el grupo de PE como de AR y una tendencia al aumento cuando
se presentan ambas enfermedades. Ademas, en este estudio se encontré una
marcada correlacion entre los niveles séricos de AGEs con la profundidad al sondaje
y nivel de insercién clinica en el grupo de AR/PE. Se justifica investigacion futura

para comprender mejor el papel de los AGEs en la relacion entre PE y AR.
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ANEXO |
OBTENCION DE MUESTRA DE SUERO

Pedir al sujeto que se siente y coloque el antebrazo en posicidn supina sobre
una superficie cobmoda.

Realizar una inspeccién preliminar para identificar la vena cubital: aplicar una
banda elastica en la parte superior del brazo, pedir al paciente que cierre el pufio
y palpar entonces con el dedo indice para localizar la vena.

Limpiar la zona de la piel con solucion antiséptica, comenzando en el sitio de
insercion de la aguja y realizando circulos hacia afuera.

Palpar para localizar el centro de la vena diana.

Introducir la aguja con el bisel hacia arriba a lo largo de la linea media de la
vena cubital en un angulo superficial (10-30°) respecto de la piel. Aparecera una
gota de sangre en el centro de la aguja y entonces se debe avanzar la aguja en
la vena para asegurar que permanezca en su posicion durante la extraccion de
sangre.
Comenzar a extraer la muestra de sangre (cuando la sangre comience a fluir,
retirar la banda elastica) empujando el tubo de vacio con cuidado de no desalojar
la aguja de la vena, hasta recolectar 10 ml de sangre periférica de la vena cubital
dentro de tubos rojos de plastico (BD Vacutainer).
Después de retirar el tubo del soporte, invertir suavemente el tubo 6-8 veces
para mezclar el contenido.
Al terminar la recoleccion de sangre, sostener suavemente una torunda de
algodon con la mano no dominante en el sitio de la puncion y en un solo
movimiento retirar la aguja e inmediatamente aplicar presion ligera en el sitio con
la torunda de algodon.

Una vez obtenida la muestra de sangre, se debe extraer el suero por
centrifugacion a 6000 rpm durante 10 minutos y colocarlo en tubos Eppendorf.

10. Almacenar todas las muestras a -40°C para su posterior procesamiento.

47



ANEXO Il

PROTOCOLO PARA MEDICION DE AGES SERICOS A PARTIR DEL KIT
“AGES ELISA KIT MBS267540” MyBioSource, California (USA)

El siguiente ensayo fue realizado por triplicado, con 2 repeticiones por cada corrida.

1.

Sacar el kit ELISA del refrigerador con 20 minutos de anticipacion y comenzar la
prueba una vez que se alcance la temperatura ambiente.

Preparar muestras, estandares y reactivos.

Diluir el tampodn de lavado concentrado con agua bidestilada (1:25). Para el
lavado automatico de placas la cantidad requerida de tampdn de lavado es
350n pL, y los intervalos de inyeccidn y extraccion deben ser ~ 20-30
segundos.

Para el estandar: afiadir 1.0 ml de diluyente al vial estandar liofilizado y dejar
reposar durante 30 min. Una vez que el estandar se haya disuelto por completo,
mezclarlo ligeramente y marcarlo con una etiqueta en el tubo. Se recomienda
utilizar los siguientes valores de concentracion para la curva estandar: 200,100,
50, 25, 12.5, 6.25, 3.12, Ong / mL.

Anticuerpo biotinilado: Retirar el volumen apropiado de solucién de anticuerpo
biotinilado para la cantidad de pocillos que se pretenden analizar y diluir con
diluyente de anticuerpo en una proporcion de 1: 100. Esto debe prepararse con
30 minutos de anticipacion, y se recomienda absolutamente no volver a usarlo
para analisis adicionales

Conjugado enzimatico: Retirar la cantidad adecuada de solucion de conjugado
enzimatico para la cantidad de pocillos que se pretenden analizar y diluir con el
diluyente enzimatico en una proporcion de 1: 100. Esto debe prepararse con 30
minutos de anticipacion, y se recomienda absolutamente no volver a usarlo

para analisis adicionales.
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e Reactivo de color: Preparar la solucion de reactivo de color con 30 minutos de
anticipacién agregando el reactivo de color A y el reactivo de color B en una
proporcion de 9: 1.

3. Agregar estandares y muestras a los pocillos correspondientes en la placa
(100pL para cada pocillo). Sellar la placa con la tira de cinta adhesiva.

4. Incubar a 37 ° C durante 90 min.

5. Preparar la cantidad necesaria de anticuerpo biotinilado con 30 minutos de
antelacion.

6. Lavar la placa ELISA 2 veces.

7. Agregar la solucién de trabajo de anticuerpos biotinilados (100uL para cada
pocillo) y sellar la placa con la tira de cinta adhesiva.

8. Incubar a 37°C durante 60 minutos.

9. Preparar la cantidad necesaria de conjugado enzimatico con 30 minutos de
antelacion.

10.Lavar la placa ELISA 3 veces.

11.Agregar la solucién de trabajo Enzyme o conjugado enzimatico a cada uno de
los pocillos que no sean los del blanco (100uL a cada uno), y sellar la placa con
la tira de cinta adhesiva.

12.Incubar a 37°C durante 30 minutos.

13.Lavar la placa ELISA 5 veces.

14.Agregar 100uL de la solucion de reactivo de color preparado a los pocillos
(también en el pocillo del blanco), e incubar protegido de la luz a 37 °C durante
30 minutos.

15. Agregar el reactivo de color C (100uL) a cada pocillo (también en el pocillo del
blanco). Mezclar bien.

16.El lector de microplacas medira los valores de densidad 6ptica (450 nm) dentro
de los 10 minutos.

17.Calcular el contenido del factor de las muestras analizadas.
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El kit del fabricante da las siguientes recomendaciones:

1. El valor de OD de cada muestra y estandar debera ser menor que el del pocillo
del blanco (si no, la curva estandar del pozo cero debe cruzarse en el eje Y).

2. Se dibujara la curva estandar manualmente. Se tomara el valor de concentracion
de las muestras como abscisas y lecturas OD como coordenadas verticales. Se
usara una linea suave para conectar cada punto de coordenadas de la muestra
estandar. La concentracion de muestras se podra encontrar comprobando la
lectura de OD de la muestra.

3. Siel OD de la muestra es mas alto que el limite superior de la curva estandar,

la muestra se debera volver a diluir y volver a ejecutar el experimento.

Nota: El calculo del contenido de las muestras estara sujeto a la curva estandar
realizada para las muestras en el mismo experimento. Los resultados son

calculados por el instrumento.

¢ Rango de deteccion: 200 ng / mL-3.12 ng / mL
e Sensibilidad: los AGE humanos minimos detectables de hasta 0,6 ng / ml.

e Especifico: Sin reaccidn cruzada con otros factores.
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