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RESUMEN

La periodontitis se define como una enfermedad inflamatoria de los tejidos de
soporte de los dientes, causada por microorganismos 0 grupos de microorganismos
especificos, que tienen como resultado la destruccion progresiva del ligamento
periodontal y el hueso alveolar, la cual es atribuible a mdltiples agentes infecciosos y
esta interconectada con las respuestas inmunitarias humorales y celulares del huésped.
Este estudio tuvo como objetivo el determinar la presencia de herpesvirus en sujetos del
noreste de México que presenten periodontitis crénica, por lo que se tomaron muestras
de pacientes que se presentaron a la clinica de pregrado de Periodoncia de la Facultad de
Odontologia de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon. A cada paciente se le realizd
el diagnostico periodontal por medio del sondeo cuidadoso de las bolsas asi como del
llenado de su historia clinica, a los pacientes que efectivamente presentaban los
objetivos de inclusion se les recolectd tres muestras de saliva en las piezas que
presentaran las bolsas de mayor tamafio, dichas muestras se tomaron con un swap estéril
el cual se colocé en solucién glucosilada al 10% para su almacenamiento a menos
ochenta grados Celsius, a dichas muestras se les realizé la purificacion de ADN y se les
sometio al PCR (reaccion de cadena de la polimerasa), al termino se les aplico
electroforesis dando como resultado la presencia de HVS 1 en cuatro pacientes de los
cincuenta estudiados, como conclusion podemos llegar que en algunos casos si hay la
presencia de herpes tipo 1 en las bolsas periodontales pero los resultados no dan una
relacién intima de la presencia de este patdgeno con la evolucion de la periodontitis

crénica en dichos pacientes.



ABSTRACT

Periodontitis is defined as an inflammatory disease of the supporting tissues of
teeth caused by microorganisms or groups of specific microorganisms, which result
in progressive destruction of the periodontal ligament and alveolar bone, which is
attributable to multiple infectious agents and is interconnected with the humoral
and cellular immune responses of the host. This study aimed to determine the
presence of herpesvirus in northeastern of Mexico subjects presenting chronic
periodontitis, samples were taken from patients presenting to the clinic of the
Universidad Autonoma de Nuevo Leon. Each patient had periodontal diagnosis
generalizations through careful probing of the bags as well as filling the medical
history, patients who had the inclusion objectives were collected three saliva
samples in the deeper pockets of the mouth, the samples were taken with a sterile
swap which was placed in 10% glycosylated solution for storage at negative eighty
degrees Celsius, those samples were make the purification of DNA and to PCR
(Polymerase chain reaction), electrophoresis was performed resulting positive of
HVS 1 in four of the fifty patients studied, and we conclude that in some cases there
are herpes type 1 in periodontal pockets but the results wont give an intimate
relationship to the presence of this pathogen on the evolution of chronic

periodontitis in these patients.



1. INTRODUCCION

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria cronica causada por la infeccion
de microorganismos orales que afectan a la respuesta de defensa humoral y celular del
huésped. (Saygun 2002)

La periodontitis crénica es la forma més frecuente de periodontitis. Est4 es de
alta prevalencia en adultos mayores a 35 afios, pero también se puede presentar en
nifios. La periodontitis cronica esta vinculada con la acumulacion de placa y célculos y
su progresion puede ser leve o moderada, sin embargo se observan periodos de
destruccion mas réapidos.

Es importante tomar en cuenta la composicion de la microflora subgingival ya
gue esta varia significativamente cuando el periodonto se encuentra afectado
patoldgicamente. Investigaciones previas sobre estas patologias se han enfocado en
bacterias periodontales putativas y sus productos. (Saygun 2002)

Los Herpes Simplex Virus pueden infectar o alterar la estructura celular y la
respuesta de defensa de los tejidos periodontales del huésped. (Contreras 2000).

La importancia de este trabajo radica en la determinacion de Virus Herpes
Simplex y sus serotipos en la relacion que pueda existir entre la presencia de estos en la

enfermedad periodontal crénica en la poblacion del noreste de México.



2. HIPOTESIS

Existe la presencia de virus Herpes Simplex en sujetos del noreste de México que

presentan periodontitis cronica



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Determinar la presencia de herpesvirus en sujetos del noreste de México

gue presenten periodontitis cronica.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Reclutamiento de pacientes con enfermedad periodontal crénica.
3.2.2 Obtencion de fluidos periodontales.

3.2.3 Analisis molecular por PCR de los fluidos periodontales.

3.2.4 Identificacion en base a su PCR de los serotipos encontrados de HSV.
3.2.5 Andlisis estadistico y reporte de datos.
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4. ANTECEDENTES

La periodontitis se define como una enfermedad inflamatoria de los tejidos de
soporte de los dientes, causada por microorganismos 0 grupos de microorganismos
especificos, que tienen como resultado la destruccion progresiva del ligamento
periodontal y el hueso alveolar con formacion de bolsa, recesion o ambas. (Carranza
2010)

La periodontitis es una enfermedad atribuible a multiples agentes infecciosos y
estd interconectada con las respuestas inmunitarias humorales y celulares del huésped.
Desde mediados de la década de los 1990’s, los Herpes Simplex Virus (HSV), han
emergido como agentes patdgenos putativos en diversos tipos de enfermedades
periodontales. En particular, se considera que el virus citomegalovirus humano (CMVH)
y el virus Epstein-Barr (EBV) juegan una importante participacion en la etiopatogenia

de los tipos graves de periodontitis.
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La mayoria de los virus humanos conocidos por causar enfermedades orales son
los virus con material genéticos ADN, los cuales son adquiridos en la nifiez o en la
juventud por contacto con sangre, saliva o secreciones genitales, su sello caracteristico
de accion es el dafio en células endoteliales y/o epiteliales con consecuencias en el
sistema inmune. (Contreras 2000)

Las células endoteliales infectadas por herpesvirus pueden reducir las defensas
del huésped y favorecer el crecimiento y de bacterias patdgenas en co-infecciones
pidgenas. Cytomegalovirus (HCMV) es el miembro mas comun de la familia de los
herpesvirus, es el responsable de un porcentaje significante de las infecciones virales
asintomaticas. (Saygun 2002)

Dentro de los herpes simplex virus, los mas frecuentemente encontrados han
sido el HSV-1, HSV- 2, HSV-6, HSV-7 y HSV-8. Algunos estudios han encontrado la
relacion de estas subespecies con la enfermedad periodontal. (Contreras, 2000). Sin
embargo otros estudios han encontrado estas subespecies tanto en pacientes con
enfermedad periodontal como pacientes periodontalmente sanos. (Cassai, 2003)

Es bien conocido que la mayoria de los virus se relacionan entre si, por lo cual es
comun observarlos en enfermedades virales como co-infecciones, sobre todo en sujetos
inmunocomprometidos, Contreras y Slots examinaron la frecuencia de HCMV, EBV-1,
EBV-2, HSV y HIV en muestras subgingivales de 27 adultos con periodontitis y
gingivitis usando el método de reaccion en cadena de la polimerasa. (PCR). 89% de los
examinados presento al menos 1 de los 5 virus en las bolsas periodontales. También
demostraron la presencia de EBV-1, HCMV vy otros herpesvirus en lesiones
periodontales cronicas y juveniles. (Saygun 2002)

Gracias al desarrollo de la biologia molecular existen herramientas de laboratorio
que determinan la presencia del material genéticos de estas particulas, ya sea del ADN
y/o RNA, estos pueden ser determinados y analizados desde especimenes clinicos hasta
biopsias, los cuales ya son de uso rutinario en los laboratorios de inmunovirologia. El
genoma viral se puede medir directamente por medio de la hibridacién, o ser detectados

después de la amplificacion del acido nucleico. Actualmente lo mas practico es la PCR,
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ya que representa un método rapido para identificar el acido nucleico viral en
especimenes clinicos. (Slots 2000)

Diversos laboratorios independientes de varios paises han reportado la aplicacion
de técnicas de ampliacion de PCR de las secuencias de acido nucleico del CMVH, VEB
y otros herpesvirus en lesiones de periodontitis graves de adolescentes y adultos (Slots
2006). Las lesiones de periodontitis que dan positivo para herpesvirus albergan mayores
concentraciones de bacterias periodontales patdgenas. Existe una clara asociacion entre
la infeccion activa por CMVH y la progresion de la periodontitis. Los herpesvirus tienen
un alto potencial de replicacion, en células de tejido conectivo, y estas a su vez facilitan
la migracion de otras células por medio de quimioatractantes o quimiocinas para
desarrollar un proceso inflamatorio, esta produccion de citosinas y quimiocinas que
dafian los tejidos y participan directamente en la eliminacién del virus, considerando que
la mayoria de los virus desarrollar diferentes mecanismos de evasion inmunoldgica
(Slots 2006)

4.1 Periodontitis Croénica

La periodontitis cronica se define como una enfermedad inflamatoria de los
tejidos de soporte de los dientes causada por microorganismos 0 grupos de
microorganismo especificos que producen la destruccion progresiva del ligamento
periodontal y el hueso alveolar con formacion de bolsa, recesion o ambas. (Carranza
2010) Esta es la méas comin y se da en adultos mayores a 35 afios, pero también se
puede presentar en nifios. Estad vinculada con la acumulacién de placa y céalculo, su
progresion puede ser leve 0 moderada, sin embargo se observan periodos de destruccion
méas rapidos. Diversos factores locales, sistémicos y ambientales influyen en la
interaccion de los tejidos de soporte del huésped asi como las bacterias presentes en
dicha enfermedad. La periodontitis cronica ocurre como una enfermedad localizada en

gue menos del 30% de los sitios valorados presenta una pérdida de insercion y 0sea. Se
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denomina generalizada cuando mas de un 30 % de los sitios se encuentran afectados.
(Armitage, G. 1999)

La enfermedad también se puede clasificar dependiendo de su intensidad. Asi se
clasifica como leve cuando existe una pérdida de insercion clinica de 1-2 mm; moderada
cuando existe una pérdida de insercién clinica de 3-4mm y grave cuando existe una

pérdida de insercion clinica de 5mm o mas. (Armitage, G. 1999)

4.2 Herpes Simplex Virus

Los herpes simplex virus infectan mucosas, piel, 0jos y el sistema nervioso como
enfermedad més grave. Durante la infeccion primaria o aguda pueden o no existir
manifestaciones: de un 88% a 99% de las infecciones virales orales causadas por herpes
simplex virus son asintomaticas. Posterior a la infeccién primaria o aguda el virus
infecta células sensoriales nerviosas y permanece en los ganglios trigéminos en cabeza
cuando la infeccion es por HSV-1 e iliacos cuando infecta HSV-2.

Los herpes simplex virus presentan una envoltura icosaédrica de 100 nm con un
ADN linear de 100*106 Dalton. Se replica en el nucleo de la célula huésped mediante
adhesion a la membrana nuclear y causando tipos de infecciones una litica en células
epiteliales y/o endoteliales y otra de latencia en células neuronales. EI tamafio del virus
desnudo es de 110nm. Los herpes virus constan de una cubierta que contiene el ADN,
una capside isopentahédrica, y una bicapa lipidica. Ante los distintos estimulos
hormonales, inmunoldgicos, fisicos o quimicos, el virus en su periodo de latencia se
reactiva, migra de las neuronas y viaja a través del sistema nervioso, para finalmente
causar lesiones en células endoteliales.

Los virus son causa de varias enfermedades infecciosas. Estan implicados en un
15 a 20% de neoplasias en humanos. Ademas no tienen la propiedad de producir energia

por lo que su replicacion depende de la capacidad propiamente del virus de infectar al
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hospedero para poder obtener su energia y realizar la sintesis de sus proteinas. La
infeccion viral puede desencadenar en una replicacion rapida del agente y la destruccion
de la célula infectada.

Los virus ADN se replican en el ndcleo y tienen mayor capacidad de
supervivencia que los virus ARN. La replicacién viral inicia cuando el vibrién se
adhiriere mediante sus receptores a la membrana de las células humanas. Una vez
adherida, la particula viral ingresa en la célula y ocurre la trascripcion del mRNA
seguida de la sintesis de la proteina viral y la replicacion de dicha particula en el genoma
de la célula hospedera. La interaccion entre la particula viral y la célula hospedera,
desencadena interacciones en la célula como induccidn de citoquinas, prostaglandinas y
cambios en el citoesqueleto. Una vez establecida la particula viral en el genoma, los
viriones son liberados por exostosis o por la lisis de la célula.

Los herpes virus se pueden encontrar en distintas fases entre ellas; una fase
productiva y una fase o periodo de latencia. Durante el periodo de latencia, el ADN viral
se integra y actia como parte del genoma de la célula huésped. Posteriormente ingresa
en un estado de productividad en el que el virus amplifica su genoma en unas 100 a 1000
veces como producto de la replicacién viral. Aproximadamente existen 120 tipos de
herpes virus identificados, sin embargo son ocho los implicados en afectar células
humanas. Entre ellos se encuentran: herpes simples virus tipo 1 y tipo 2 (HSV), virus de
varicela zoster, virus del Epstein-Barr (EBV pos sus siglas en inglés), el citomegalovirus
(HCMV por sus siglas en inglés), el herpes virus humano tipo 6, 7 y 8. Este ultimo
Ilamado virus del sarcoma de Kaposi. Para que el virus pueda sobrevivir y replicarse,
necesita disminuir la cantidad de macrofagos, linfocitos y otras células, disminuyendo
asi la respuesta inmune del huésped.

Los herpes virus estdn confinados a actuar en sistemas inmunes inmaduros o
sistemas inmunes comprometidos. Factores como el estrés, cambios hormonales,
infecciones, farmacos inmunodepresores pueden hacer que el virus que se encuentra en
una fase de latencia, se active e ingrese en su ciclo reproductivo, como se menciono
anteriormente. Los herpes virus son altamente selectivos a la hora de escoger sus

organos blancos a los cuales infectar, reflejando asi su capacidad de tropismo.
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Por otra parte el virus citomegalovirus (HCMV) infecta monocitos y
macrofagos, linfocitos T, células de los conductos salivares, células endoteliales,
fibroblastos, leucocitos polimorfonucleares, y se establecen en las células mieloides en
su periodo de latencia y el virus Epstein-Barr (EBV) infecta linfocitos B, tanto en su
etapa reproductiva como en su periodo de latencia y también infecta el epitelio de la
orofaringe.

La transmisién de los herpes virus se puede dar prenatal; de madre a hijo o de
persona a persona por contacto directo mediante secreciones orofaringeas, secreciones
vaginales, semen, leche materna, lagrimas, saliva, heces fecales y sangre. Los herpes
virus pueden estar en periodo latente, subclinico o clinico. Las manifestaciones clinicas
mas serias suelen apreciarse cuando la lesion ocurre en adolescentes. La infeccidn con
herpes virus en un paciente inmunocomprometido puede elevar el riesgo de otras
infecciones de tipo bacteriana, fingica u otras infecciones virales, como el saco de
pacientes VIH+.

La respuesta inmune celular es la encargada de eliminar las células infectadas
con herpes virus mediante los linfocitos. Los linfocitos T citotoxicos y las células
asesinas (NK) son las encargadas de evitar la replicacion del herpes virus y por ende las
encargadas de mantener al virus en un estado de latencia.

La respuesta de los linfocitos T cambia conforme avanza el tiempo y esta
relacionada con la presencia del herpes virus ya que en los inicios se aprecia una
respuesta de las células CD4+ bastante marcada. En el periodo de latencia el proceso de
inmunidad se encuentra mediado por las células CD8+.

Los herpes virus actian sobre la respuesta de los macrofagos y linfocitos
disminuyendo la capacidad de defensa y asi poder realizar sus procesos de
supervivencia. Los herpes virus también actian en la regulacion de citoquinas ya que
aumentan las citoquinas proinflamatorias (IL-1p, IL-6, IL-12, TNF-4, INFy). En
cantidades normales estas citoquinas resultan de gran ayuda en la respuesta del
organismo al herpes virus, sin embargo, al verse estas citosinas aumentadas, por los
herpes virus, resulta en una respuesta exagerada convirtiéndose en un estimulo
fisiopatoldgico. El herpes virus permanece latente en el ganglio de Gasser, y factores

como luz solar, inmunosupresion, radiacion y radioterapia pueden desencadenar la
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recurrencia de las lesiones por herpes virus. En pacientes inmunocomprometidos, la
recurrencia intraoral puede presentarse en epitelio queratinizado y no queratinizado, en
cualquier parte de la boca, transformandose y convirtiéndose en lesiones severas que
pueden complicarse y diseminarse con una morbilidad significativa y evolucion mas
larga de lo normal.

Los anticuerpos juegan un papel importante en la inmunidad ante las infecciones
virales. La IgA juega un papel importante en la resistencia a la reinfeccion. La IgG y la
IgM son responsables en la neutralizacion del virus en plasma. La IgA neutraliza los
virus en mucosas. La IgM aparece antes de la 1gG en los primeros dos dias a la infeccion
viral. Actualmente se sabe muy poco de la actividad de la IgE en la respuesta viral. La
fiebre, el interferon y los factores genéticos proveen resistencia a las infecciones virales.
En el caso de la fiebre, la temperatura elevada disminuye la capacidad de replicacion
viral y ayuda a que el crecimiento de otras cepas de virus se vean afectadas.

El citomegalovirus es genéticamente distinto a los herpes virus 1 y 2. In Vitro,
crece mas rapido en fibroblastos que en tejido epitelial o células linfoides. La
replicacion de citomegalovirus es lenta y ademas ineficiente, sin embargo causa
infecciones latentes en el epitelio renal, glandulas salivarias y ciertos leucocitos.

La transmision del citomegalovirus ocurre de varias rutas dentro de las cuales se
encuentran el contacto sexual, via oral, transfusiones sanguineas y trasplantes de
organos. El virus en periodo de latencia se puede reactivar cuando el huésped se
encuentre en estado de inmunosupresion. El citomegalovirus presenta cuadros clinicos

de mononucleosis caracterizada por fiebre, y malfuncionamiento del higado

4.3 Caracteristicas Microbiologicas para PCR

El éxito de la PCR en el diagnostico de enfermedades infecciosas se basa en su
capacidad para reconocer y amplificar caracteristicas génicas particulares de un
microorganismo determinado, Estas caracteristicas estdn dadas en cualquier

microorganismo en la composicién de su ADN en pequefios segmentos llamados genes.



17

Cada gen consiste en una region de un tamafio defino de ADN con una composicion
determinada que posee la informacién necesaria para dirigir la sintesis de una proteina.
Dado que un microorganismo depende absolutamente de la presencia de proteinas para
llevar a cabo todas sus funciones vitales, incluyendo la sintesis de todos sus demas
compuestos, entonces toda la informacion necesaria para construir un organismo reside

finalmente en sus genes.

En un individuo, el nimero y tipo de genes es constante, solamente en escasas
ocasiones se presentan cambios en estos elementos de forma espontanea o inducida lo
que generalmente provoca dafio al organismo. Estos cambios en los genes se denominan
mutaciones. Es por esta universalidad e inmutabilidad del material genético que las

técnicas basadas en la deteccion de informacion genética son tan atractivas.

4.4 Reaccion de Cadena de la Polimerasa (PCR)

El término PCR (Polimerase Chain Reaction) se define como el proceso
enzimatico de copiado de un segmento de ADN in Vitro, utilizando una enzima ADN
polimerasa termoestable. Fue creado por Karry B. Mullins en el afio de 1985, este
proceso se efectda utilizando una alta temperatura para la separacién de la doble hélice
del ADN a estudiar, a la cual se unen pequefias moléculas de ADN sintéticas llamadas
oligonucle6tidos que proveen extremos 3' OH para la sintesis de ADN de la polimerasa.

Los reactivos necesarios para llevar a cabo la PCR es el ADN templado o blanco,
este es el ADN del gen que se utiliza para detectar un organismo especifico, en este
caso herpes virus. Este ADN debe ser altamente especifico para el organismo a estudiar
y uno de los mas usados es el gen del ARN 16S. SE emplean secuencias de alta
variabilidad presentes en este gen. En teoria, basta una sola molécula de ADN templado
para iniciar la PCR en la préactica se requiere la presencia de algunas decenas o cientos

de ellas.
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4.5 Oligonucleotidos

Se trata de particulas de ADN de una solo hebra de aproximadamente 10 a 30
nucledtidos, sintetizados artificialmente. Estos son complementarios a los extremos de
la secuencia de ADN blanco que se requiere detectar. Debe de tener ciertas
caracteristicas dentro de las que se encuentran, ser capaz de unirse por apareamiento
especifico de bases a una sola regién en el ADN blanco, contener una alta proporcién de
guaninas y citosinas, alrededor de 50%, para tener mayor estabilidad, no deben ser
complementarios consigo mismos, ni con el otro oligo utilizado ya que esto puede evitar
su union eficiente al ADN blanco, su disefio debe ser tal que uno reconozca la region 5'
de la secuencia deseada y el otro la region 3' deben estar dirigidos el uno hacia el otro,
no deben unirse a otro ADN que no sea el blanco que se quiere detectar en el
microorganismo o con al ADN de otros microorganismos y también poseer una alta
estabilidad de unién al ADN blanco. Lo cual se mide con el parametro Tm (temperatura
meeting, o valor de temperatura al cual el 50% de las moléculas del oligo estan

disociadas). La Tm debe ser mayor a 50°C.

4.6 Enzima ADN Polimerasa

Esta enzima es la que efectuara la sintesis del ADN blanco a partir de los
extremos 3' de los oligos. Se emplea una enzima termoestable de la bacteria Thermus
aquaticus. Esta enzima es también llamada Tag ADN polimerasa. Tiene una temperatura
Optima de actividad a 72°C y resiste muy bien por algln tiempo temperaturas de hasta
95°C sin perder su actividad. EI Taq requiere ciertas condiciones para efectuar el

copiado de una molécula de ADN; estas son, el ADN que va a ser copiado, debe de
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estar en forma de cadena sencilla, a esta condicion se le conoce como desnaturalizacion
del ADN, otra condicion es que existan oligos unidos al ADN blanco con sus extremos
3' libres. A partir de este sitio, la polimerasa se une al ADN blanco y comienza a
sintetizar nucledtidos por nucleétido, la cadena complementaria a partir de nucleotidos
precursores conocidos como dNTP's incorporando a la nueva cadena el nucle6tido con a
base nitrogenada complementaria a la cadena ADN blanco y también se requiere la

presencia de iones Mg+2 que actian como cofactores en la sintesis de ADN.

4.7 Buffer del Taq Polimerasa

Es una solucion que mantiene el pH constante, La enzima so6lo actia a pH 9 y
este buffer proporciona y mantiene constante este valor. Ademas, provee el Mg+2 en la

concentracion necesaria para la actividad enzimatica.

4.8 dNTP's

La abreviacion dNTP's significa cualquiera de los cuatro nucledtidos siguientes:
dATP', dGTP, dCTPT o dTTP's Son nucleétidos trifosfatados precursores del ADN.
Aunque el ADN consta de nucleotidos con un sélo fosfato, para su sintesis se requieren
dNTP's.
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4.9 Etapas del PCR

4.9.1 Desnaturalizacion

En esta etapa el ADN blanco que va a ser copiado se somete
de aproximadamente 92°C-98°C. Bajo estas condiciones, las dos cadenas del
ADN (unidas mediante puentes de hidrégeno) se separan por accion del calor.
Esta etapa permite que las secuencias de nucleétidos de cada cadena sean
expuestas y queden disponibles para ser reconocidas por los oligos en la etapa

que sigue.

4.9.2. Alineamiento

En esta etapa, la temperatura se disminuye a un valor de por lo
apareamiento especifico entre los oligos las cadenas sencillas del segmento del
ADN blanco. Esta etapa se efectia normalmente a 50°C-55°C por un tiempo de
30 a 90 segundos. Las condiciones pueden variar dependiendo del disefio de los
oligos. Esta etapa es crucial ya que es la que determina la unién especifica de los

oligos a la secuencia blanco.

4.9.3. Extension

Una vez que los oligos se unen al segmento especifico de las cadenas
sencillas del ADN blanco, se inicia la sintesis de la cadena complementaria del
ADN blanco a partir del extremo 3' de cada oligonucle6tido. Esto se efectla a
una temperatura de 72°C en un tiempo aproximado de 30 a 90 segundos.
(Barrera Saldafia, A. Lépez, R. Rojas, A. 1993)
La gran ventaja de este proceso ciclico es que el ADN nuevo que ha sido copiado
en el ciclo anterior es blanco para ser copiado en el siguiente ciclo y asi
sucesivamente, de tal manera que al ADN se duplicara con cada ciclo. Ademas,
el segmento que se duplica tiene un tamafio que esta determinado por la distancia
gue existe entre los oligos, ya que la sintesis del ADN sélo se efectla a partir del

3' de los oligos.
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Después de un numero determinado de ciclos sucesivos, se pueden tener 2N
ejemplo, después de 20 ciclos, la cantidad de copias del ADN blanco es de 220,
grandes cantidades de ADN especifico que puede ser detectado por métodos

convencionales de analisis de acidos nucléicos como la electroforesis.

4.10 Electroforesis

La electroforesis es una herramienta de andlisis simple y rapido para una mezcla
de moléculas que migran en un campo eléctrico y son separadas en base a su carda. Se
define como el proceso de moviendo de moléculas con carga eléctrica en soluciones de
pH determinado aplicando un campo eléctrico a través de la mezcla. Este método
permite separar las proteinas y otras macromoléculas como el ADN y ARN. EL
movimiento de estas moléculas depende de su carga eléctrica, tamafio y forma.

Para realizar la separacion del ADN por medio de electroforesis es necesario la
utilizacion de una matriz solida la cual puede estar compuesta de diferentes materiales
tales como: celulosa, acetato y geles de poliacrilamida, agarosa u almidon.

La agarosa y la poliacrilamida son las méas utilizadas en investigacion de ADN.
En estos geles, se coloca la mezcla de moléculas que se desea analizar y se aplica un
voltaje determinado. Debido a la presencia de fosfato, las moléculas de ADN se cargan
negativamente al pH buffer (pH de 8) y migran hacia el polo positivo.

Los geles de poliacrilamida y agarosa actlan como tamices moleculares
seleccionando el tamafio de las moléculas de ADN. De esta forma se pueden analizar
productos de PCR mediante electroforesis para determinar si el tamafio del producto
amplificado corresponde al esperado segun el disefio de los oligos. Las moléculas de
menor tamafio migraran mas rapido al desplazarse con mayor facilidad a través de los

poros del gel y llegaran mas cerca del polo positivo que las moléculas mayores.
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Una vez que las moléculas han migrado lo suficiente a través del gel en un
tiempo aproximado de 1 a 2 horas, se genera un patron de bandas donde cada banda
indica la presencia de AFN de in tamafio determinado las cuales se hacen visibles al
tefiir los &cidos nucleicos con el colorante bromuro de etilo. Este compuesto se intercala
entre las bases consecutivas de la doble hélice del ADN y absorbe luz ultravioleta
emitiendo una fluorescencia de color rojo-naranja. El tamafio de las moléculas de ADN

en cada banda se puede determinar comparandolas con al ADN del tamafio conocido.



23

5. METODOS

Se tomaron muestras clinicas (Swaps) de pacientes que acuden por primera vez
a la clinica de pregrado de periodoncia de la Facultad Autdnoma de Nuevo Leon, a los
cuales se les realiz6 su historia clinica general y periodontal completa asi como
exdmenes de diagnostico tales como radiografias periapicales, modelos de estudio,

fotografias y examen intraoral para asi poder diagnosticar el padecimiento.

5.1. Parametros Clinicos

Profundidad de Bolsa: Se define como la distancia entre el margen
gingival a la base del surco (Canton, J., 1989) (Armitage, G., 1996). Esta
medicion se realiza con una sonda periodontal calibrada tipo North Carolina No.
15 y un espejo dental No.5, y sus medidas promedio fisiologicas van desde 1mm
hasta 3mm.

Nivel de insercion clinica: El nivel de insercion es la distancia entre la
unién amelo-cemento y la base del fondo del surco (Armitage, G., 1996). Esta
medicion se realiza con sonda periodontal calibrada tipo North Carolina No. 15y
un espejo dental No.5.

indice de placa: Se utilizara el indice de Quegley y Hein modificado por
Turesky (1970) que pertenece a los indices que se utilizan para evaluar signos,

sintomas y factores etiologicos asociados con enfermedades dentales. Este indice
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mide la cantidad de placa bacteriana visible a través de un agente revelador
(fucsina) en las superficies vestibulares y linguales de todos los dientes excepto
los terceros molares.
Se emplean los siguientes digitos de acuerdo a la apreciacion clinica del registro:
0: no hay placa bacteriana visible en el diente, la superficie dental esté limpia.
1: se observan manchas irregulares de placa en el tercio gingival del diente, sin
Ilegar a formar una franja continua.
2: se observa una franja continua de placa bacteriana en el tercio gingival, pero
sin llegar a cubrir por completo un tercio de la superficie examinada.
3: la placa bacteriana cubre el tercio gingival completo de la superficie
examinada.
4. se observa placa bacteriana cubriendo dos tercios (gingival y medio) de la
superficie examinada.
5: la placa bacteriana cubre mas de dos tercios (gingival, medio e incisal u
oclusal) de la superficie examinada, o incluso los cubre por completo.
Una vez registrados los valores de los dientes individuales, se suman y se dividen
entre el nimero de dientes medidos para obtener el promedio de los valores de
las areas examinadas, el cual representa el indice de placa bacteriana.

indice gingival: Este indice fue propuesto por Lée y Silness (1967)
para registrar de manera objetiva los cambios cualitativos que se presentan en el
tejido gingival, tales cambios en el color, edema o inflamacién, sangrado y
ulceracion. Se desliza suavemente la sonda periodontal a lo largo de la pared
blanda del surco, se determina el calor correspondiente a cada pieza de acuerdo
al siguiente cadigo:
0: ausencia de inflamacidn clinica, sin sangrado al sondeo.
1: clinicamente se observa inflamacion leve caracterizada por ligero cambio en la
coloracion, ligero edema, poco cambio en la textura gingival y sin sangrado al
sondeo.
2: puede observarse clinicamente inflamacién moderada caracterizada por:
franco enrojecimiento de la encia, edema moderado, textura lisa con aspecto

brillante, aumento de volumen con sangrado al sondeo
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3: caracterizado por inflamacién severa con marcado enrojecimiento y edema,
superficie lisa y brillante, ulceracion, aumento de volumen con sangrado al
sondeo y tendencia a la hemorragia espontanea.

Se registran los valores correspondientes a los puntos mesial, medio y distal de la
superficie vestibular y el punto medio de la superficie lingual. Cada uno de estos
valores representa el Indice Gingival.

Posteriormente de suman los valores de las 4 areas de cada diente y se dividen

entre cuatro para obtener el valor del diente examinado.

5.2. Toma de la Muestra

A todos los pacientes se le aplicd un interrogatorio cuidadoso para
determinar la presencia de aftas, se les explicaron las razones del estudio y se les
pidio el consentimiento informado del mismo. A cada paciente se le tomaron tres
muestras de la siguiente forma, se introdujo cada uno de los swaps en las bolsas
mas profundas de los sujetos y de manera independiente se colocaron en
microtubos de 4 ml que contenian solucion amortiguadora de PBS al 10% de
glucosa estéril a 4° C, la parte activa del swap fue cortada con una pinza estéril
dejando asi la parte activa en cada tubo los cuales fueron depositados en una
hielera para su trasportacion al congelador -80°C de las instalaciones de
biologia molecular de la Universidad Autonoma de Nuevo Leo6n asi como al

Centro de Investigacion y Desarrollo en Ciencias de la Salud, Monterrey, N.L.
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Refrigeracion-20°c

5.3. Protocolo Utilizado para la Purificacion de ADN

Se realizé el protocolo del kit GENTRA® (QUIAGEM), primero se
descongeld la muestra en el laboratorio y se centrifugé a 14,500 rpm por 10 minutos. Se
elimino cuidadosamente la solucion glucosada y se agregd 300 pl de liquido para lisis
celular y 1.5ul de Puregene proteinasa,, se mezcl6 bien y se incub6 a 55 ° C toda la
noche, después del tiempo transcurrido se afiadid 100ul de solucion de precipitacion de

proteinas, y se agitd vigorosamente durante 20 segundos a alta velocidad, se incubo
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durante 5 minutos en hielo y se centrifugd durante 10 minutos a 14,500 rpm, las
proteinas precipitadas deben formar un apretado pellet. Después en un tubo de
microcentrifuga limpio de 1.5 ml, se pipete6 300 pl de isopropanol y se afiadio el
sobrante del paso anterior mediante el vertido con cuidado asegurandose de que el
coagulo de proteinas no se desplace durante el vertido, se mezcld suavemente 50 veces y
se centrifugé durante 10 minutos a 14,500 rpm al termino se elimin6 con cuidado el
sobrante, y se vacio el tubo volteandolo en una hoja limpia de papel absorbente,
teniendo cuidado de que el coagulo se quede en el tubo, se afiadio 300 pl de etanol al
70% y se movid varias veces para lavar el codgulo de ADN el cual se volvio a
centrifugar durante 5 minutos a 14,500 rpm al termino se elimind con cuidado el
sobrante y se vacié el tubo en una hoja limpia de papel absorbente, teniendo cuidado de
que el coagulo se quede en el tubo, se dejo secar al aire durante 5 min y al terminar se
afiadio 100 pl de solucion de hidratacién del ADN y se agitdé la mezcla durante 5
segundos a velocidad media y para terminar se incubd a 65 ° C durante 1 hora para
disolver el ADN.

5.4 Preparacion del ADN viral para PCR

La preparaciéon se realizd siguiendo los lineamientos establecidos por los kits de
la casa comercial Maxim Biotech INC. El cual es el siguiente, con una pipeta tipo
Eppendorf de 10 pl se colocd 16 pl de la mezcla del kit cuyo contenido es el siguiente,
buffer para PCR (dNTP’s, quimicos, potenciador) con los oligos de HVS 1, después se
colocé 4 pl de la muestra asi como .2 pl de la Tag polimerasa y se mezclo bien todos

los componentes para asi introducirlos al termociclador.
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ETAPA TEMP (°C) TIEMPO (MIN) CICLOS
Calentamiento 96 1 1
Desnaturalizacion 94 0.5 30
Alifiamiento 58 0.5 30
Extension 72 0.5 30
72 10 1
Mantenimiento 4-25 | e e

5.6 Electroforesis

Para realizar la electroforesis primero se preparé el gel mezclando 4 ml de

buffer y 96 ml de agua millipore en un matraz limpio al cual se le agregd 1 gr de

agarosa, después se calentd hasta el punto de ebullicién, se dejo enfriar la mezcla hasta

que estuvo a 45 grados se anex6 30 pl de bromuro de etilo, al termino se virtié en el

molde con el peine integrado, al enfriarse la mezcla se retird el peine y se introdujo el

gel a la solucion de electroforesis, de manera cuidadosa se colocd 5 pl de cada muestra

mezclada con 5pl de liquido de buffer, en cada uno de los espacios dejados por el

peine. Se colocd el control y el marcador en los dos primero espacios y se realizo la

electroforesis a 80 voltios por 30 minutos, al término de este proceso se pueden conocer

los resultados asi como digitalizarlos.
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5.7 Fotografias

Figura 1. Toma de muestras Figura 2. Aftas activas

Figura 5. Descongelado de las muestras Figura 6. Centrifugado
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Figura 7. Termomixer Figura 8. Secado del pellet de ADN

Figura 8. Colocacion del ADN Figura 9. Termociclador (PCR)

Figura 10. Electroforesis Figura 11. Resultados



6. RESULTADOS

Se estudio a 50 pacientes con periodontitis cronica de los cuales 32 fueron
mujeres y 18 hombres, la edad promedio de los pacientes fue de 41 afios abarcando de
los 24 a los 70 afios. De acuerdo a sus niveles de insercion y su profundidad de bolsa se

encontrd que 11 presentaban periodontitis cronica leve, 29 con periodontitis crénica
moderada y 10 con periodontitis cronica avanzada.

i P. AVANZADA

 P. MODERADA

U P.LEVE

Segun la incidencia de la enfermedad periodontal respecto a las edades se dio de
la siguiente manera:

14
12
10

MUIJERES

LI P. AVANZADA
4 P. MODERADA
i P. LEVE

o N A O @

20-35 ANOS .
36-50 ANOS

51 + ANOS

31



y HOMBRES
8
6 . P. AVANZADA
4 & P. MODERADA
2 « P. LEVE
0

20-35

ANOS 51 + ANOS

El resultado generales de los parametros clinicos en los 50 pacientes estudiados
se muestra en la siguiente tabla.

P. Leve P. Moderada P. Avanzada
indice de Placa 8 1.64 1.92
indice Gingival 9 1.8 2.3
Prof. de Bolsa 4.7 6.1 8.4

Niveles de Insercion 4.7 6.4 9.2

De las 50 muestras procesadas 4 de ellas dieron positivo para HVS tipo 1, tres
de estas fueron mujeres y un hombre.
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7. DISCUSION

La periodontitis cronica se define como una enfermedad inflamatoria de los
tejidos de soporte de los dientes causada por microorganismos 0 grupos de
microorganismo especificos que producen la destruccion progresiva del ligamento
periodontal y el hueso alveolar con formacion de bolsa, recesion o ambas. (Carranza
2010). Investigaciones recientes documentaron que hay un nexo entre la enfermedad
periodontal cronica y el virus del herpes, particularmente el herpes tipo 1 y el
citimegalovirus (Carranza 2004) (Slotz 1996). Asi lo afirman también Contreras en
1999 asi como Saygun en el 2002 en sus investigaciones las cuales confirman que el
HSV se asocia con la enfermedad periodontal y que donde los parametros clinicos se
ven mayormente afectados, se ha encontrado la presencia de dicho virus.

La placa dentobacteriana esta directamente relacionada con las afecciones
periodontales, especialmente la placa subgingival. (Listgarten, 1979). Socransky en el
2005 describe los distintos grupos bacterianos que estan relacionados con la patogenia
de la enfermedad periodontal. Refiere diversos grupos asociados a la colonizacion,
coagregacion y bacterias patégenas. En este ultimo grupo cabe destacar la presencia de
lo que Socransky denomina el complejo rojo, formado por P. Gingivalis, B. Forsythus y
T. Denticola. El complejo rojo se relaciona con la magnitud de los pardmetros clinicos
como la hemorragia al sondeo, aumento de la profundidad de la bolsa, perdida en los
niveles de insercion.

Algunas investigaciones vinculan a los herpes virus como agentes etiologicos de
la enfermedad periodontal en sus formas de periodontitis marginal y periodontitis apical
(Saygun et al. 2008. Slots 2005); en otras investigaciones se han asociado a periodontitis
agresivas y a periodontitis cronica. (bilichodmath,L. et al 2008. Botero 2007 et al.
Contreras, Slots, 2001 Li Jang ling et al 2004. Yapar et al 2003. Saygun et al 2004)
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En el caso de esta investigacion encontramos que en el 8% de las personas
estudiadas provenientes del noreste de México y que padecen de periodontitis cronica
poseen HVS-1 en las bolsas periodontales, en contraste al estudio realizado por
kaufman et al en 2005 en el cual se encontr6 incidencia del 37.5% en saliva, la
discrepancia de las cifras se puede atribuir que en dicho estudio se tomaron las muestras
en toda la cavidad oral a diferencia del de nosotros que se realizé tomando la muestra
solo en las bolsas periodontales.

Recientemente Shivaprasad demostr6 que los pacientes con periodontitis cronica
tuvieron una prevalencia de un 100% para el HSV-1 y en pacientes con periodontitis
agresiva un 57%, las posibles razones por la cual nuestro estudio no obtuvo esos mismos
resultados se puede atribuir a variaciones en nuestro estudio como lo son el rango de
edad, las diferencias étnicas, el limitado tamafio de la muestra y la metodologia
utilizada, ademas del probable estadio de latencia de los herpes virus.

Nuestros resultados no son significativos para definir que la presencia de HVS-1
sea un catalizador en el avance y progresion de la enfermedad periodontal, lo que si
indican estos resultado es la presencia del HVS-1 en nuestra poblacién, abriendo asi
posibles cadenas de investigacion en cuanto a la presencia de otros tipos de herpes virus,
asi como también el mejoramiento en el protocolo de toma de muestras y procesamiento

de las mismas.
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8. CONCLUSIONES

1. Se encontro la presencia de HVS-1 en del 8% de la muestras de la poblacion

del noreste de México que padece de periodontitis cronica.

2. Debido a la baja prevalencia de HVS-1 en la bolsas periodontales, no es

atribuible que este sea un catalizador en el avance de la periodontitis.

3. El detectar la presencia del HVS-1 en bolsas periodontales en nuestra
poblacion abre lineas de estudio en cuanto al mecanismo de accion del mismo asi como

la presencia de otro tipo de herpes-virus.

4. El estado sistémico de los pacientes tiene una influencia directa tanto en la
presencia de HVS asi como también en la progresion de la enfermedad periodontal.

5. La baja incidencia de HSV en este estudio se puede atribuir a la baja cantidad
de ADN recolectado por el swap, ya que este era de tamafio reducido para poder ser
introducido a la bolsa periodontal.
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APENDICES

Hojas de captura de datos
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NOMBRE

EDAD

GENERO

P.B.

N.I.

SANGRADO

AFTAS

OBSERVACIONES
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“APENDICE B”

HISTORIA CLINICA

1. DATOS PERSONALES

Nombre:
Edad: Sexo: Fecha de nacimiento: Estado civil:
Direccion: Teléfonos:

2. ANTECEDENTES MEDICOS

Esta bajo algun tratamiento: No Si Cual?
Fuma?: No__ Si (cuanto) Toma?: No Si (cuanto)

Utiliza o cuando fue la ultima vez que utilizo estas substancias:

Antibiéticos o Sulfas Nitroglicerina
Anticoagulantes Hormonas
Aspirina u otro analgésico Vitaminas
Medicamentos para la presion sanguinea Tranquilizantes
Cortisona — Esteroides Marihuana
Cocaina Anfetaminas
Insulina — Tolbutamida M. naturistas

Otros:
Sefale si padece de alguna de estas enfermedades:

Presion sanguinea alta Artritis
Presion sanguinea Baja Osteoporosis
Problemas cardiacos Gastritis
Arterioesclerosis Ulcera
Diabetes Anemia
Problemas del Rifién Hepatitis
Alergias Tiroides
Tuberculosis Sida
Hernia Reflujo
Colesterol Alto Triglicéridos
Otra enfermedad:

Mujeres:
Esta 0 a estado embarazada?: No _ Si _ Esregular ensu ciclo?: No _ SI _

Toma algun tipo de pildora anticonceptiva?: No Si Edad de Menarquia:
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3. HISTORIA DENTAL

Ultima visita al Dentista? ___ Le sangran las encias al cepillarte? No __ Si

Siente mal olor en tu boca? No _Si__ Le duele algin diente? No __SI (Cual) __
Padece de fuegos? No _ Si (ultima vez) _ Sensibilidad al calor, frio o dulce? No Si
Cuando se pone nerviosa les salen granitos en la boca a los pocos dias?

Siente algun diente flojo? No __ Si (Cual) ___ Ultimo tratamiento dental?

Utiliza palillos? No __ Si _ Haestado en alguna dieta? No Sl (Cual) __

Gingivitis: No__ Si | I I Periodontitis: No __ Si (bolsa mayor)
Otros:
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“APENDICE C”

Consentimiento Informado

Por medio de la presente hago constar que he sido informado/a del estudio el cual se me
realizara y los motivos del mismo, el operador me ha comentado las ventajas y riesgos

que este conlleva y doy mi autorizacion plena para la realizacion del mismo.

ATTE.:

Nombre y Firma:
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