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Resumen

Antecedentes. La enfermedad periodontal (EP) es una enfermedad inflamatoria que afecta
los tejidos de soporte de los dientes, induciendo a la produccion de citocinas proinflamatorias
como interleucina-6. La EP es considerada como una de las afectaciones a nivel bucal de la
Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2), la cual constituye un grave problema de salud en México.
El objetivo del estudio fue determinar las concentraciones salivales de IL-6 en adultos con
enfermedad periodontal con y sin DM2.

Metodologia. Se realizé un estudio transversal descriptivo, que incluyé 90 pacientes,
asignados en tres grupos: 30 con DM2 y con EP (DM2+EP); 30 sin DM2 con EP (EP) y 30
sin DM2 ni EP (no DM2-EP) .Se realiz6 historia clinica, mediciones de peso y talla, examen
periodontal, evaluaciones bioquimicas (glucosa, triglicéridos, colesterol total y HDL-c) y
determinacion de las concentraciones salivales de IL-6. Se realiz estadistica descriptiva,
prueba chi? y ANOVA de una via o Kruskal-Wallis. Se compararon los valores de IL-6 segln
las variables sociodemograficas y clinicas con prueba Mann-Whitney U-Wilcoxon. Se ajustd
un modelo de regresion lineal para comparar las concentraciones de IL-6 en el grupo
DM2+EP frente a los grupos EP y no DM2-EP.

Resultados. Las concentraciones mas elevadas de IL-6 salival se observaron en el grupo
DM2+EP (1.7+4.5 pg/dL) comparadas con los grupos EP (0.6+2.1 pg/dL) y no DM2-EP
(1.4£1.7 pg/dL). Las concentraciones de IL-6 fueron mayores en los individuos con obesidad
y con DM2+EP (1.2+£3.3 pg/dL, rango=0-11.4) que aquéllos no DM2-EP con obesidad
(3.3+0.9 pg/dL, rango=0-4.2; p=0.027). Mediante anélisis de regresién lineal ajustado por
sexo, IMC y HDL-colesterol, los valores de IL-6 fueron mayores en los sujetos DM2+EP de
39-60 afios de edad que en los individuos EP del mismo rango de edad ($=3.03, I1C95%:
0.172, 5.899); al incluir otras covariables, esta relacion no fue significativa. Considerando
los datos obtenidos en el IPC, los individuos del grupo DM2+EP presentan mayor afectacion
a nivel periodontal que los otros grupos de estudio. En relacion al control glicémico, se
observo una incidencia de mal control glicémico en los individuos del grupo con DM2+EP.
Conclusiones. Las concentraciones de IL-6 en saliva se encontraron mas elevadas en el
grupo DM2+ EP, con obesidad, lo cual pone de manifiesto la relacion que existe entre el
estado inflamatorio cronico de los pacientes con DM2, EP y obesidad. EI mal control

glicémico del paciente con DM2 desencadena complicaciones orales.



Palabras clave: Diabetes mellitus tipo 2, interleucina-6, enfermedades periodontales, saliva,

indice de masa corporal, indice periodontal comunitario.



Summary

Background. Periodontal disease (PD) is an inflammatory disease that affects the supporting
tissues of the teeth, inducing the production of proinflammatory cytokines such as
interleukin-6. PD is considered to be one of the affections at the oral level of Type 2 Diabetes
Mellitus (DM2), which is a serious health problem in Mexico. The main aim of the study was
to determine the salivary concentrations of IL-6 in adults with periodontal disease with and
without DM2.

Methodology. A descriptive cross-sectional study was carried out, including 90 patients,
assigned in three groups: 30 with DM2 and with PD (DM2 + PD); 30, no DM2 with PD (PD)
and 30 without DM2 and PD (non DM2-PD). Clinical history, weight and height
measurements, periodontal examination, biochemical assessments (glucose, triglycerides,
total cholesterol and HDL-c). Determination of salivary IL-6 concentrations. Descriptive
statistics, chi2 test and one-way ANOVA or Kruskal-Wallis were performed. The I1L-6 values
were compared according to sociodemographic and clinical variables with the Mann-
Whitney U-Wilcoxon test. A linear regression model was fitted to compare IL-6
concentrations in the DM2 + PD group versus the PD and not DM2-PD groups.

Results. Highest concentrations of salivary IL-6 were observed in the DM2 + PD group (1.7
+4.5pg/dL) than in the PD (0.6 + 2.1 pg/ dL) and non-DM2-PD (1.4 + 1.7 pg / dL)). Were
higher in obese individuals with DM2 + PD (1.2 £ 3.3 pg / dL, range = 0-11.4) than those
with non-obese DM2-PD (3.3 £ 0.9 pg / dL, range = 0-4.2, p = 0.027). By linear regression
analysis adjusted for sex, BMI and HDL-cholesterol, IL-6 values were higher in subjects
DM2 + PD 39-60 years of age than in PD individuals of the same age range ( = 3.03 , 95%
IC: 0.172, 5,899); When including other covariates, this relationship was not significant.
Considering the data obtained in the CPI, the individuals of the DM2 + PD group present
greater periodontal involvement than the other study groups. Regarding glycemic control,
there was an incidence of poor glycemic control in the individuals in the DM2 + PD group.
Conclusions. Salivary IL-6 concentrations were higher in the DM2 + PD group, with obesity,
which shows the relationship between the chronic inflammatory status of patients with DM2,

PD and obesity. Poor glycemic control of DM2 patients trigger oral complications.



Key words: Type 2 diabetes mellitus, interleukin-6, periodontal diseases, saliva, body mass

index, community periodontal index.



1. Antecedentes

1.1 Enfermedad periodontal.

El periodonto es un 6rgano que rodea a los dientes temporales o permanentes y se clasifica
en periodonto de insercion que corresponde a la encia o tejido gingival y en periodonto de
proteccion conformado por el ligamento periodontal, el cemento radicular y el hueso

alveolar. Su funcidn es dar proteccion y soporte a la estructura dentaria.

La falta de higiene bucal causa la acumulacion de placa dentobacteriana en los dientes y da
como resultado el inicio de la enfermedad periodontal, conocida como gingivitis (1-4). La
enfermedad periodontal es una infeccion del tejido periodontal ocasionada por la flora
bacteriana en la cual influye el estado inmunoldgico e inflamatorio del paciente. Se
caracteriza por la pérdida de tejido conectivo y de hueso alveolar del érgano dentario
afectado, sangrado gingival, acimulo de célculo dental y finalmente pérdida de los 6rganos
dentarios (1, 5-14).

Los resultados de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (NHANES por sus siglas en
inglés) realizada en los Estados Unidos de Norteamérica en el periodo de 2009-2010 mostrd
que la prevalencia total de periodontitis en adultos de 30 afios y mas es de 47.2% (2). Se ha
descrito también una elevada prevalencia de enfermedad periodontal en poblacion México-
Americana comparada con la no hispana (15).

Segun datos presentados por el Sistema de Vigilancia Epidemioldgica de Patologias Bucales
(SIVEPAB) de México, en 2010 se evalud el Indice Periodéntico Comunitario (IPC) de
55,091 pacientes que acudieron por primera vez a los servicios de salud, aunque para la
evaluacion periodontal no se contaba con la sonda periodontal recomendada por la OMS,
siendo este un instrumento indispensable para identificar la afectacion del tejido gingival; se
realizaron definiciones operacionales para obtener mayor informacion sobre el estado
periodontal de la poblacion. La prevalencia de gingivitis se determiné al examen clinico, si

presentaban inflamacidn en las encias, edema, sangrado y cambios en el contorno gingival,
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la prevalencia de periodontitis, fue determinada si presentaban inflamacion en las encias,
edema, sangrado, cambios en el contorno gingival, movilidad dentaria, pérdida del tejido de
insercion o de hueso, la existencia de bolsas periodontales mayores o iguales a 4 mm de
profundidad. El 63.6% de los pacientes tuvieron algun signo de enfermedad periodontal, un
poco mas de la quinta parte (22.5%) tenia gingivitis (detectada a través del sangrado al
sondeo), en el 7.4% se observaron signos de enfermedad periodontal leve (bolsas
periodontales superficiales) y 1.7% tuvieron signos de enfermedad periodontal avanzada

(bolsas periodontales profundas) (16).

1.1.2 Factores de riesgo.

Los conceptos sobre la etiologia de la enfermedad periodontal han evolucionado.
Anteriormente las bacterias eran consideradas como el unico factor determinante de esta, sin
embargo en la actualidad se considera que ciertos criterios influyen en el desarrollo de la
enfermedad. Hay diversos factores del huésped que son determinantes para la evolucién de
la periodontitis, ademas de un gran numero de factores de riesgo que influyen en mayor o
menor medida en la aparicion y evolucion de la periodontitis (10). En este contexto es posible

diferenciar hasta cierto punto entre factores de riesgo generales (sistémicos) y locales (1):

a. Sistémicos

= Diabetes mellitus

= Complicaciones hormonales
= Alergias

= Desnutricion

= Sindromes de origen genético
= Infeccion por VIH

= Enfermedades hematologicas
= Enfermedades cronicas (cardiopatia, enfermedad pulmonar)
= Tabaquismo

= Estrés

=  Medicamentos
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b. Locales

» Placa dentobacteriana

= Sarro

= Malposicion dentaria

= Obturaciones mal adaptadas

= Deficiencia y composicion de la saliva
= Respiracion bucal

1.1.3 Fisiopatologia

El desarrollo de las bacterias es el principal agente que da inicio a la enfermedad periodontal
(4). Se ha caracterizado por condiciones de inflamacion e infeccidn en los cuales intervienen
bacterias anaerobias gramm negativo, afectando el soporte dentario (17). El papel que tienen
éstas y su interaccion con la microflora bucal son determinantes para la degradacion del tejido
gingival, incluyendo la influencia que ejercen en la liberacion de mediadores bioldgicos
como proteinas, citocinas y prostaglandinas cuyo objetivo es la defensa del tejido gingival.
Se estima que 600 bacterias diferentes son capaces de colonizar la boca humana, cualquier

individuo suele albergar de 150 a 200 de estas especies (4, 6).

Los factores de virulencia inherentes a estas especies patdgenas permiten que las bacterias
colonicen en la superficie de los dientes y el surco gingival, el dafio que causan al tejido
periodontal por la produccion de sustancias potentes desencadena la respuesta inflamatoria
del huésped (9-11).

Otra clase de moléculas que afecta al tejido periodontal son las enzimas producidas por los
microorganismos tales como la enzima de degradacion de colagena, enzima elastasa,
proteasas, aminopeptidasa y dipeptidilpeptidasa. Los componentes celulares localizados en
este area son lipopolisacaridos, monocitos, leucocitos polimorfonucleares, otros
componentes celulares relacionados son la interleucina 1 (I1L-1), interleucina 6 (IL-6) y factor
de necrosis tumoral (TNF) (4, 5, 7, 11,18).
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La primera reaccion del tejido gingival ante la presencia de placa dentobacteriana es
ocasionada por las bacterias que producen metabolitos como los &cidos grasos de cadena
corta (&cido butirico, acido propionico, el péptido de formilado prototipo N-formil-metionil-
leucil-fenilalanina (FMLP) y lipopolisacaridos (LPS)), que hacen que el epitelio de union
secrete mediadores de inflamacion (interleucina 8 (IL-8), TNF-a, prostaglandina
dinoprostona (PGE:), matriz de metaloproteinasas (MPM)). Las terminaciones nerviosas
producen neuropéptidos e histamina, que regulan la reaccion vascular local y las células
cebadas perivasculares producen histamina la cual llega al endotelio a liberar IL-8 (7, 11).
La activacion de macrofagos y del sistema de proteinas séricas, producen mediadores de
inflamacién como IL-1p, IL-1ra, IL-6, IL-10, IL-12, TNF-a, PGE:2 (5, 6, 9, 19).

La regulacion de la actividad de las células inflamatorias se presenta a traves de los linfocitos
que predominan en el infiltrado inflamatorio, las células T activas que coordinan la respuesta
inmunitaria de las citocinas (IL-6) ocasionan el desprendimiento del epitelio Gnico y la
formacion de la bolsa periodontal. El aumento de la actividad de los macrofagos aunado a la
reaccion del huésped en el tejido conjuntivo infiltrado ocasiona la pérdida de la insercién del
epitelio (11, 20).

1.1.4 Caracteristicas Clinicas.

Desde el punto de vista clinico los hallazgos mas relevantes son: inflamacion gingival,
sangrado espontaneo o al cepillado, movilidad dentaria, halitosis y la pérdida de hueso
alveolar detectada radiograficamente (9).

1.1.5 Diagnostico

El diagnostico de la enfermedad periodontal, es realizado por el odontélogo, en el momento
de llevar a cabo la observacion e inspeccién de la cavidad bucal al identificar inflamacién
gingival, sangrado de la encia y la presencia de calculo dental siendo éstos indicadores del

desarrollo de la enfermedad (7).
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1.1.5.1 Indice Perioddntico Comunitario (IPC)

Este indice es adecuado para la evaluacion de pacientes que participan en proyectos de
investigacion o en encuestas nacionales de salud bucal, debido a la sencillez, velocidad,

reproducibilidad y uniformidad internacional.

El examen periodontal se lleva a cabo con el auxilio de una sonda periodontal, que puede ser
rectangular (plana), oval o redonda en su seccidn transversal, pero lo suficientemente delgada
como para permitir su facil insercion en el surco o la bolsa. Esta se encuentra calibrada de

1mm a 10mm con el fin de poder codificar la profundidad del tejido de insercion.

Se registra la medicion méas profunda encontrada utilizando las siguientes categorias:
e “0”sano
e “1” hemorragia
e “2”célculo
e "3” bolsas periodontales superficiales de 4-5 mm

e “4” bolsas periodontales profundas de > 6 mm

El diagndstico de las fases activas de la enfermedad periodontal y la identificacion de
pacientes en riesgo de enfermedad activa, son retos para los investigadores clinicos y
profesionales por igual. Los investigadores se enfrentan a la necesidad de pruebas de
diagnostico innovadoras que se centran en el reconocimiento temprano de la exposicion

microbiana (21).

1.2 Flujo salival

La saliva es un fluido acuoso que se encuentra en la cavidad oral, compuesto de una mezcla
de secreciones de productos organicos e inorganicos derivados de las glandulas salivales y
otras substancias provenientes de la orofaringe, via area alta, reflujo gastrointestinal, flujo

gingival, depdsito de alimentos y componentes sanguineos (22).
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La saliva es uno de los mas complejos, versatiles e importantes fluidos del cuerpo, en la
cavidad oral participa en la masticacion, deglucion, sentido del gusto, lubricacion de mucosa,
proteccion de la mucosa, actividad antibacteriana, anti-fingica, antiviral y actividad de

remineralizacion y balance iénico (22).

Se encuentra compuesta en un 99% por agua. Los componentes sélidos, organicos e
inorganicos, se encuentran disueltos en el componente acuoso y varian ampliamente de un
individuo a otro e incluso varian en el mismo individuo durante el dia. La parte inorganica
esta compuesta de iones fuertes y débiles, como Na+, K+, Cl, Ca?+, HCO®, Mg?+y NH?. La
parte organica contiene productos de secrecion del cuerpo (urea, acido Urico y creatinina),
productos de putrefaccion (putrescina, cadaverina, colesterol y &cidos grasos) y méas de 400
tipos de proteinas; las proteinas mas relevantes tienen un origen glandular (amilasa,
histatinas, cistatinas, lactoferrinas, lisozimas, mucinas), proteinas ricas en prolina (PRP) o

derivados de plasma (albUmina, IgA, transferrina) (3, 8,22).

El andlisis de la saliva es cada vez mas utilizado para monitorear la salud general y la
aparicion de enfermedades especificas. El uso de la saliva se ha incrementado con el fin de
dar un diagnoéstico y monitoreo de la enfermedad periodontal. La presencia de
biomarcadores, en individuos sanos y en personas que cursan con una enfermedad sistémica
son moléculas indicadoras. Los biomarcadores son considerados como la alternativa

prometedora para la epidemiologia ambiental clasica (3, 8, 11).

1.2.1 Marcadores Especificos

El término “biomarcador” se refiere a la sustancia bioldgica que puede ser medida o evaluada
con el fin de servir como indicador de salud, procesos patologicos, exposicion ambiental o
farmacologico (23). La saliva como se ha mencionado, contiene biomarcadores de la
enfermedad periodontal locales y sistémicos, su identificacidén no es tan invasiva comparada
con la identificacion en suero (24). Los biomarcadores proteinicos salivales especificos han
evidenciado tres caracteristicas patologicas claves en el proceso de la enfermedad periodontal

tales como: inflamacion, degradacion del colageno y recambio 0seo (7).
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Las enzimas en saliva son originadas por las glandulas salivales, por microorganismos y
células epiteliales; las enzimas del tipo proteinasa juegan un papel importante en la

destruccidon y degradacién del tejido periodontal (8).

Durante el desarrollo de la enfermedad periodontal, se puede llegar a identificar tres fases:
inflamacion, degradacion de tejido conectivo y reabsorcion Osea. En cada fase de la
enfermedad, se localizan biomarcadores especificos. En la etapa de inflamacion de la
enfermedad periodontal se pueden identificar citocinas como: prostaglandina E2, interleucina
(IL)-1, interleucina-6, Factor de Necrosis Tumoral-o (TNF-a), macrofagos, fibroblastos,
neutréfilos. A medida que la enfermedad progresa, enzimas como la matriz de
metaloproteinas 8, 9, 13 se liberan en el sitio afectado las cuales indicen a una destruccion
de colageno del tejido conectivo y pérdida de hueso alveolar. Conforme va incrementando

la severidad de la enfermedad periodontal la IL-1, TNF-o va aumentando en la saliva (23).

1.3 Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2)

La Organizacion Mundial de la Salud, reporta que hay mas de 346 millones de personas con
diabetes mellitus en el mundo, de estas, el 90% son de tipo 2 (27). De acuerdo con los
resultados de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién 2012, en México existen 6.4

millones de personas con diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (28).

Los antecedentes familiares positivos confieren un riesgo 2 a 4 veces mayor de presentar
DM2 (29). Si bien los factores genéticos son importantes, debe tenerse en cuenta que la

diabetes es una enfermedad muy heterogénea y multifactorial (27).

1.3.1 Fisiopatologia

La diabetes tipo 2 se caracteriza por la coexistencia de dos alteraciones (28):
® Insuficiencia en la secrecion de insulina por las células B del pancreas.

® Resistencia a la insulina.
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La insulina es la hormona clave para la regulacion de la glucemia y en general, la
normoglucemia se mantiene por el equilibrio entre la accion y la secrecion de la insulina
(menor accion, mayor secrecion y viceversa) y las células beta pancreaticas normales pueden

adaptarse a los cambios en la accion de la insulina (30,31).

La incapacidad de las células B para seguir hipersecretando insulina; siendo esta responsable
de la transicion de resistencia a la insulina (disminucion en la capacidad de la insulina para
ejercer su accion biologica) e hiperinsulinismo compensador con normoglucemia, la
resistencia a la insulina con hiperinsulinismo no compensador e intolerancia a la glucosa,

para terminar en resistencia a la insulina con hiperinsulinismo e hiperglicemia (32).

Existen causas de los trastornos en la secrecion de la insulina como (33-37):
e Alteraciones en el volumen de las células f.
e Glucotoxicidad.
e Lipotoxicidad.

e Defectos en la funcion o en la sintesis de incretinas.

1.3.2 Diagnostico

Para el diagnostico de la diabetes se utilizan los criterios actuales de la Asociacion Americana
de Diabetes (ADA), los cuales son (38-40):

e Hemoglobina glucosilada > 6.5%.
e Glucosa plasmatica en ayuno > 126 mg/dl (7.0 mmol/L).

e (Glucosa plasmatica a las 2 horas posterior a ingerir una solucion glucosada > 200

mg/dL (11.1 mmol/L) durante una prueba de tolerancia a la glucosa.

Los pacientes con sintomas clésicos de hiperglicemia o crisis hiperglicémica, presentan
concentraciones de glucosa plasmatica aleatoria iguales o mayores a 200 mg/dL (11.1
mmol/L) (38).
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Hasta la fecha, los investigadores consideran que la etiologia de la diabetes mellitus tipo 2 es
desconocida. Existen diversas hipdtesis que tratan de explicar el origen de esta enfermedad
tales como que es un desorden del hipotadlamo anterior y del pancreas endocrino causado por
isquemia progresiva o por una innervacion anormal de los islotes del pancreas. Una respuesta
inflamatoria de fase aguda inducida por citocinas esta estrechamente vinculada con la
generacion de resistencia a la insulina y de DM2, asi mismo estudios recientes han
relacionado a la DM2 vy la resistencia a la insulina con la presencia de biomarcadores del
sistema inmunitario y de inflamacion incluyendo TNF-a, IL-1, IL-6, leptina, adiponectina,

resistina y visfatina (17,31, 41).

Desde hace mas de 15 afios se ha generado evidencia que sustenta la hipotesis de que la
inflamacion cronica de bajo grado es un factor de riesgo para el desarrollo de DM2, sin
embargo aun no se han clarificado totalmente los mecanismos involucrados; las teorias

existentes incluyen la liberacion de citocinas proinflamatorias (27).

Por otra parte las proteinas de fase aguda y ciertas citocinas como IL-6 y TNF-a se
interrelacionan con una gran cantidad de vias metabdlicas como la regulacién de insulina
(31,42).

1.3.3 Citocinas

Las citocinas son un amplio grupo de moléculas de bajo peso molecular capaces de regular
la respuesta inmunitaria, aunque también pueden poseer otras muchas funciones como en
embriogénesis, diferenciacién y migracion celular entre otras. Son péptidos producidos en el
tejido inflamatorio, el tejido conectivo y las células del sistema inmunitario; todas ellas tienen

efectos autocrinos, paracrinos y endacrinos.

Las interleucinas (ILs) son secretadas por los leucocitos y estimulan la respuesta celular. Se
han identificado mas de 50 citocinas y la superfamilia de las citocinas incluye 7 familias: ILs,
guimiocinas, factores estimulantes de colonias, factores de crecimiento, interferones, factores

de crecimiento transformante y factores de necrosis tumoral (43,44).
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En relacion con la respuesta inflamatoria algunas citocinas favorecen el desarrollo de la
misma (citocinas proinflamatorias) mientras que otras ejercen un efecto supresor de la
inflamacién (citocinas antiinflamatorias) (5, 44). EI mecanismo indirecto de los mediadores
de inflamacidn como la citocinas inflamatorias, se encargan de la respuesta bacteriana en las

células de tejido gingival (12).

Las citocinas involucradas en la respuesta inflamatoria son las IL 1,6, 11, 18, TNF-a. Sin
embargo en el periodonto las sefiales de TNF-a y de las IL-1, IL-2, IL-6, IL-7, IL-11, IL-15,

IL-17 también estimulan la pérdida désea (12).

Una de las citocinas que se ha asociado tanto a resistencia a la insulina como a la diabetes
mellitus tipo 2 y enfermedad periodontal es la IL-6 que se describe brevemente a

continuacion.

1.3.4 Interleucina 6 (IL-6)

La IL-6 es una citocina proinflamatoria y multifuncional. Es sintetizada en respuesta a
estimulos tales como la infeccién o trauma, por una gran variedad de células como los
macrofagos, neutrofilos, queratinocitos, fibroblastos y células endoteliales (2,13, 19, 27,45-
47).

Se ha identificado en las células B y T, células hematopoyéticas, hepaticas y células
nerviosas. La IL-6 realiza la estimulacion e inhibicion del crecimiento celular, induccién y

diferenciacion de las células (46, 48).

La multiple actividad biologica de la IL-6 incluye (45, 48):
e Induccién y diferenciacion celular
¢ Induccidn de células B diferenciacion o secrecion de inmunoglobulinas
e Induccidn de la sintesis de proteinas

e Induccion de células de diferenciacion T citotdxicas
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e Induccidn, produccion de IL-2 y receptores de IL-2

e Induccidn y diferenciacién de macrofagos

e Induccion y diferenciacion de células nerviosas

e Estimulacion de crecimiento celular

e Induccidn de crecimiento de hibridoma, plasmacitoma y mieloma
e Induccidn de células T

e Incremento de virus de Epstein Barr (EBV)

e Inhibicion del crecimiento celular

¢ Inhibicion de crecimiento de células de leucemia mieloide

e Inhibicion del crecimiento de células de carcinoma

Se ha identificado la relacion de la IL-6 con diferentes enfermedades tales como:
enfermedades autoinmunes, mixoma cardiaco, artritis reumatoide, y con enfermedades
malignas como el mieloma multiple (48). Las enfermedades orales como el céncer oral,

liquen plano y enfermedad periodontal influyen en la sobreproduccion de IL-6 (45).

La IL-6 en la respuesta periodontal da lugar a una inflamaciédn local y sistémica. El exceso
de IL-6 puede contribuir al desarrollo de una inflamacion cronica, lo cual resulta en la pérdida
del ligamento periodontal y el hueso alveolar. Esto ocurre a través del efecto que tiene la IL-
6 sobre el tejido conectivo y 6seo, mediado por las metaloproteinasas (MP), osteoclastos, la

activacion de células T y la amplificacién de la reaccion inflamatoria (13,23,45, 46,49).

El estudio realizado por Monea y colaboradores en el cual evaluaron en saliva y suero las
concentraciones de TNF-a e IL-6 en adultos con DM2 y sanos con enfermedad periodontal,
reporta que las concentraciones de TNF-a e IL-6 en saliva se encontraban incrementadas en

los pacientes con DM2 con enfermedad periodontal (20).
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1.4 Enfermedad periodontal y Diabetes Mellitus Tipo 2

Las caracteristicas bucales frecuentes del paciente con diabetes mellitus tipo 2 son sensacion
de ardor, infecciones fungicas (candida), caries y xerostomia; este tipo de cambios son
identificados por el odont6logo en el momento en el que el paciente acude a la consulta (50-
53).

Dentro de las complicaciones a nivel bucal del paciente diabético se encuentra la enfermedad
periodontal, en la cual influye la prolongada exposicion a hiperglucemia (5, 53,54), la cual
es un factor responsable de la complicacion del paciente diabético no controlado, llegando a
presentarse esta en una etapa severa que puede resultar en la pérdida de los 6rganos dentarios,
en un estado aparentemente funcional que va a impedir una buena masticacion, lo que
conlleva a una dieta inadecuada. Los pacientes con diabetes no toleran las prétesis dentarias

debido a la pérdida 6sea alveolar y a las lesiones mucosas que presentan (5, 54).

Cuando los pacientes no se encuentran controlados en sus concentraciones de glicemia, son
tres veces mas propensos a tener periodontitis con mayor gravedad en comparacion con los
individuos no diabéticos (2,14, 40, 55-57). La enfermedad periodontal podria presentarse en
estadios severos, ocasionando un incremento en la pérdida de la insercion periodontal, asi
como del hueso alveolar y como consecuencia, la profundidad de la bolsa periodontal esta
aumentada (5, 54, 58).

Algunos autores sefialan que la encia de los pacientes diabéticos no tratados suelen presentar
un color rojo intenso; los tejidos gingivales tienen aspecto edematoso y a veces estan
hipertrofiados, incluso, es tipica la supuracion dolorosa de los bordes gingivales y de las

papilas interdentarias (59).

La prevalencia y severidad de la enfermedad periodontal se ha mostrado significativamente
mayor en pacientes diabéticos que en no diabéticos (60). La Academia Estadounidense de

Periodontologia, en el afio 2006, sefiald que la incidencia de periodontitis aumenta entre las
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personas diabéticas, siendo mas frecuente y severa en los diabéticos con mas complicaciones
sistémicas (61,62).

La enfermedad periodontal ha sido reportada como la sexta complicacion de la diabetes, esto
es debido a los mecanismos que explican la asociacion bioldgica entre estas enfermedades
que incluyen: las alteraciones microvasculares, la flora subgingival, los cambios en los
componentes del fluido del surco gingival, cambios en el metabolismo del colageno, la

respuesta del huésped alterada y la predisposicion genética (51,57).

Es probable que las alteraciones en moléculas inmunoldgicamente activas, como resultado
de la diabetes puedan afectar las redes de citocinas en el periodonto. Esta es la base cientifica
para el aumento de la susceptibilidad a la enfermedad periodontal que se ve en personas con
diabetes. Es decir, la diabetes modifica los procesos inflamatorios dando como resultado el

aumento de la destruccion periodontal (4).

Otro mecanismo que puede vincular la diabetes y la enfermedad periodontal es la funcién
reducida de los neutréfilos. Ademas, el retraso de la apoptosis (muerte celular programada)
ha sido reportado en pacientes con diabetes. Los neutréfilos son un componente clave de los
mecanismos de defensa contra bacterias de la placa dentobacteriana en la enfermedad
periodontal. Si se retrasa la apoptosis, dara lugar a una mayor retencion de los neutréfilos en

el tejido periodontal (4).

Los mecanismos fisioldgicos que pueden estar relacionados entre la enfermedad periodontal
y la diabetes son los cambios vasculares, microflora bacteriana, una inadecuada respuesta del

huésped y el metabolismo anormal del colageno (59).

En un estudio realizado por Randhika y Ranganathan en 150 pacientes adultos de los cuales
100 tenian DM2 y 50 eran sanos, evaluaron el indice periodontal y las concentraciones de
glucosa, se obtuvo una mayor prevalencia de enfermedad periodontal en los pacientes con

DM2 en comparacion con los no DM2 (51).
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El analisis metabdlico de saliva y plasma de pacientes con y sin diabetes y con y sin
enfermedad periodontal realizado por Barnes y colaboradores, evalu6 los marcadores
relacionados con enfermedad periodontal en 161 pacientes, donde se encontr6 una relacion

de marcadores metabolicos en saliva en pacientes con diabetes y enfermedad periodontal (1).

Un estudio realizado por Gutiérrez-Hernandez, el cual consistio en comparar el estado
periodontal y nivel de higiene dental en pacientes con DM2 con y sin control glucémico,
mostré que la prevalencia de sujetos diabéticos sin control glucémico fue del 59%, con un
valor promedio de 135 mg/dl de glucosa en ayuno; en tanto que la prevalencia de enfermedad
periodontal registrada fue de 96.8%, s6lo el 3.2% se encontraron sanos, el 55.8% presentd
periodontitis leve y moderado. EI 8% de los pacientes con control glucémico presentaron un
periodonto sano y el 36% gingivitis con diferencia significativa de 8 a 28% en relacion con
pacientes sin control. En contraste, en los pacientes sin control glucémico el 36.1% y 19.4%
presentaron periodontitis moderada y severa, respectivamente, con diferencia de 8 a 15.4%.
El estudio concluyd que existe una alta prevalencia de enfermedad periodontal en pacientes

sin control glucémico (63).

La evidencia cientifica ha reflejado que existe una relacion bidireccional entre la diabetes
mellitus y la enfermedad periodontal, de tal modo que se considera que la diabetes mellitus
estd asociada con un incremento en la incidencia y severidad de la enfermedad periodontal,
a su vez esta se encuentra asociada con el mal control glicémico. Se ha considerado que existe
la suficiente evidencia para afirmar la existencia de una relacion dosis-respuesta entre la
enfermedad periodontal y la diabetes, de tal modo que un desequilibrio en el control
glicémico supone un incremento en los efectos adversos de la enfermedad periodontal y

viceversa (64).

Como tal, se han propuesto diversos mecanismos que tratan de explicar la asociacion entre
la diabetes y la enfermedad periodontal; éstos podrian dividirse en tres grupos: los que se
centran en el efecto directo de ambas patologias, los que se centran en el efecto de la
enfermedad periodontal sobre la diabetes y la propuesta de un factor patolégico comun entre

ambas enfermedades. Se considera una relacion directa causal debido a que la diabetes es un



23

factor de riesgo para la enfermedad periodontal, puesto que ésta modifica la produccion de
AGE’s y la apoptosis celular, ambos aumentados en pacientes diabéticos, teniendo como
consecuencia mayor susceptibilidad a infecciones, cambios vasculares y problemas de

cicatrizacion (65).
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2. Planteamiento del Problema

La enfermedad periodontal es una infeccion de naturaleza multifactorial, determinada por
una respuesta inflamatoria de los tejidos gingivales, la pérdida de tejido conectivo y hueso
alveolar, asi como la formaciéon de bolsas. Se caracteriza por una produccion local de
mediadores de inflamacion, incluyendo citocinas (interleucinas), prostanoides

(prostaglandinas) y enzimas destructivas (metaloproteinas, colagenasa).

La DM2 es un desorden metabdlico cronico que afecta a mas de 100 millones de personas en
el mundo. En México segun la Encuesta Nacional de Salud (ENSANUT) 2012 se reporta un
incremento importante tanto en hombres como en mujeres en el grupo de 50 a 59 afios de
edad, respecto a la ENSANUT 2006; el incremento fue de 19.4 puntos porcentuales en las
mujeres y de 19.1 en los hombres. En el grupo de 60 a 69 afios se observo una prevalencia
ligeramente mayor en mujeres que en hombres (26.3 y 24.1%, respectivamente) que se

acentuo en el grupo de 70 a 79 afios (27.4 y 21.5%, respectivamente).

La DM2 esté asociada a mayores concentraciones sanguineas de marcadores de respuesta de
fase aguda, incluyendo el &cido sialico, glicoproteinas, amiloide sérico A, cortisol, proteina

C reactiva y citocinas proinflamatorias.

La salud oral de los pacientes con DM2, presenta ciertas complicaciones como xerostomia,
pérdida dentaria, gingivitis, periodontitis, abscesos dentales, asi como lesiones en los tejidos
blandos de la lengua y la mucosa. La enfermedad periodontal es mas frecuente y grave en los
pacientes con DM2; en las etapas tempranas no genera sintomatologia alguna por lo cual es
muy dificil diagnosticarla, pues la poblacion mexicana en general no cuenta con una
educacion bucal adecuada y por lo tanto no acude regularmente al odontologo. Asi que
cuando los pacientes asisten a consulta es principalmente por sangrado gingival y movilidad
dental, momento en el cual la enfermedad periodontal ya se encuentra en un fase moderada
0 incluso avanzada, donde se puede presentar desde la destruccion del tejido conectivo y
resorcion del hueso alveolar hasta la pérdida del 6rgano dentario. Estas condiciones generan

disminucion en la calidad de vida de los pacientes, pues los procesos basicos como la



25

masticacion y la deglucién se ven afectados, por este motivo es importante detectar este
padecimiento en forma temprana, aprovechando el desarrollo de técnicas innovadoras y no

invasivas tal como la cuantificacion en saliva de marcadores de inflamacion como la IL-6.

Es importante establecer la utilidad de marcadores de enfermedad periodontal en pacientes
con DM2 pues su determinacion en saliva coadyuvaria al diagndstico, incluso cuando los
signos de periodontitis son incipientes, de tal forma que se pueda brindar una atencion bucal

oportuna y eficaz.

Pregunta investigacion:

o (Cudl es la relacion existente entre la enfermedad periodontal y la IL-6 en pacientes

con y sin Diabetes Mellitus Tipo 2?
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3. Hipotesis:

» Hi En los pacientes con DM2 se observa una relacion directa entre la enfermedad

periodontal y las concentraciones de IL-6.

3.1 Hipdtesis Nula

» Ho En los pacientes con DM2 se observa una relacion inversa entre la enfermedad

periodontal y las concentraciones de IL-6.
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4. Objetivos

4.1 General

e Determinar la relacion que existe entre la enfermedad periodontal (EP) y marcadores
de inflamacion en saliva de pacientes con y sin DM2 (ISEM Toluca y publico en
general).

4.2 Especificos

e Cuantificar las concentraciones de IL-6 en los grupos de estudio.
e Comparar la concentracion de IL-6 en pacientes con y sin DM2 con EP.

e Cuantificar el porcentaje de hemoglobina glucosilada en los pacientes con DM2.
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5. Justificacion

A nivel mundial la prevalencia de DM2 se ha incrementado en los Gltimos afios, lo cual ha

despertado gran interés en la atencién a la salud de los pacientes diabéticos en forma integral.

En México de acuerdo con la ENSANUT 2012 se reporta un incremento en la incidencia de
DM2, respecto a la ENSANUT 2006, sin embargo esta misma encuesta reporta que la

poblacion diabética del Estado de México superd la media nacional (23).

La DM2 se asocia con complicaciones a nivel bucal como la xerostomia, abscesos
odontogeénicos, lesiones en la mucosa oral, gingivitis y enfermedad periodontal, sin embargo
esta Ultima se desarrolla con mucho més frecuencia, pues el descontrol metabolico de los
pacientes con DM2 aunado a la proliferacion de microorganismos odontogénicos favorecen
el desarrollo de esta entidad, la cual puede evolucionar de forma asintomatica por largo
tiempo; la mayoria de las veces la enfermedad periodontal es diagnosticada ya en etapas
avanzadas que se asocian a movilidad y pérdida dentaria inminente, lo cual conlleva a la
disminucion de la calidad de vida de los pacientes, pues los procesos basicos como la

masticacion y la deglucion se ven alterados.

Por otra parte no existen estadisticas actualizadas en relacién a la prevalencia de la
enfermedad periodontal en pacientes sanos y mucho menos en pacientes con DM2, sin
embargo en 2010 los ultimos reportes indican, que el 22% de la poblacion padece enfermedad

periodontal.

La realizacion de este proyecto permitira determinar la relacion que existe entre la
enfermedad periodontal (EP), marcadores de inflamacion en saliva de pacientes con y sin
DM2 de la Jurisdiccion Toluca de ISEM vy publico en general. Asi mismo evaluar la utilidad
de la cuantificacion de biomarcadores en saliva como un método auxiliar en el diagnéstico
de la enfermedad periodontal; al ser una técnica no invasiva optimizaria el diagnostico y

consecuentemente el tratamiento de la EP.
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6. Material y Métodos

6.1 Disefio de Estudio

6.1.1 Tipo de estudio

Observacional, descriptivo y transversal.

6.1.2 Método de muestreo

Muestreo por conveniencia conformado por 90 sujetos de los cuales se conformaron 3 grupos

de estudio de la siguiente manera.

1. 30 Pacientes con DM2 y enfermedad periodontal (DM2+EP)
2. 30 Pacientes sin DM2 y enfermedad periodontal (EP)
3. 30 Pacientes sin DM2 y sin enfermedad periodontal (no DM2-EP)

6.1.3 Tamariio de muestra.

Se calcul6 el poder del estudio con base en los valores promedio de IL-6 en pacientes con
enfermedad periodontal (12.6£12.7pg/mL) y en pacientes sin esta enfermedad (6.7+8.0
pg/mL) (reportados en el 2014 por Kosaka y colaboradores). De tal manera que para detectar
la diferencia de 12.6 pg/mL frente a 6.7 pg/mL, con un poder del 80.0%, se requiere un
tamaiio de muestra de por lo menos 102 participantes (51 casos) (48).

6.2 Criterios de inclusién, exclusién y eliminacion
6.2.1 Criterios inclusion:
e Enfermedad periodontal

e Edad de 20 a 60 afios

e Con diagnostico de DM2 de mas de 6 meses
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e Contar con un minimo de 20 6rganos dentarios

e Cualquier sexo

¢ No haber recibido tratamiento periodontal en los tltimos 3 meses

e No estar bajo tratamiento farmacoldgico (antibiotico o antiinflamatorio) en

los altimos 3 meses

6.2.2 Criterios exclusion:

Edéntulos

Xerostomia

Eventos cardiovasculares previo a 5afios

Estar embarazada o lactando

Uso de aparatologia de ortodoncia

Apertura de boca limitada

Complicaciones de DM2 (insuficiencia renal cronica, retinopatia, amputacion)

Sindrome metabolico

6.2.3 Criterios eliminacion:

Muestra contaminada
No se presentd a la toma de muestra
No sigui0 las indicaciones previas a la toma de muestra

Evaluaciones incompletas

6.3 Procedimientos

6.3.1 Seleccidn de sujetos

Se acudié a la Jurisdiccién Sanitaria Toluca del Instituto de Salud del Estado de México y

Municipios (ISEM) en donde se presentd el presente protocolo de investigacion para su
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revision, aprobacion y asignacion de un centro de salud urbano. Al mismo tiempo se realizo
la invitacién al publico en general con el objetivo de contar con su participacion en dicho

proyecto.

Una vez obtenidas las autorizaciones pertinentes, se asistio a los centros de salud y se
establecio contacto con los directores de la unidad, se les explico la naturaleza del estudio y
se solicitd su apoyo para la realizacion del trabajo de campo con la poblacion adscrita a dichas

unidades, con diagnéstico de DM2.

Se dieron pléticas para informar al personal que labora en el centro de salud y a los pacientes
sobre el programa y para que participaran en el proyecto. La participacion fue voluntaria, los
pacientes interesados en participar en este proyecto, firmaron su carta de consentimiento

informado (Anexol).

Los pacientes sin diagnostico de DM2 que cumplian con los criterios para formar parte de
este proyecto se citaron en las instalaciones del Centro de Investigacion en Ciencias Médicas

(CICMED) de la UAEMex, para la realizacion de los procedimientos.

6.3.2 Historia clinica

Se realiz6 una historia clinica breve a los participantes, con el fin de obtener datos personales,

antecedentes patolégicos y no patoldgicos (Anexo2).

6.3.3 Evaluacion periodontal

El examen periodontal se llevé a cabo con el auxilio de una sonda periodontal Goldman Fox;
la cual es ligera y calibrada en milimetros de 1mm a 10 mm. Al introducir la sonda se siguid
la configuracion anatomica de la superficie de la raiz dental. El estado periodontal se
determin6, empleando el indice Periodéntico Comunitario (IPC). La profundidad de las

bolsas periodontales se evalud por sextantes y se consideraron las siguientes categorias:
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= “0” sano

= “]” hemorragia

= “2” célculo

= "3” bolsas periodontales superficiales de 4-5 mm

= “4” bolsas periodontales profundas de > 6 mm(49)

Todos estos datos fueron recabados en el odontograma (Anexo2).

6.3.4 Toma de muestra salival

Se solicito a los participantes acudir sin aseo bucal previo a la toma de muestra, en ayuno de
12 horas y sin realizar ningun tipo de enjuague bucal. El paciente realiz6 un enjugue con

agua bidestilada, 3 minutos previo a la toma de la muestra.

Se procedid a la recoleccion de la saliva sin estimular, recolectando 10 ml de saliva sin
estimular en un tubo estéril (DS Vacutainer ®). La muestra se centrifugd por 10 minutos a
10,000 rpm (Centrifuga Eppendorf, AG- 5804R) a una temperatura de -4°C, se retir6 el
sobrenadante y resguardd en un micro tubo de polipropileno nuevo Eppendorf ® Todas las
muestras fueron almacenadas a -70 °C hasta su procesamiento (Ultra congelador -

ThermoScientific, Forma 900 Series).

6.3.5 Toma de muestra sanguinea

Se solicité a los participantes acudir en condiciones de ayuno, sin haber realizado actividad
fisica intensa o haber ingerido alcohol por lo menos 12 horas antes de la cita. Se procedi6 a
la recoleccion de una muestra de sangre venosa en un tubo con activador de coagulacion
basado en trombina, 13 x 100 mm, 5.0 ml y en otro de 4 ml con EDTA, guardando las
medidas de bioseguridad recomendadas. Se dejo que la sangre coagulara al menos 30 minutos
(pero no mas de 60 minutos) antes de comenzar la centrifugacion por 10 minutos a 1000 rpm,

inmediatamente después se alicuota el plasma en viales de 1000 ul cada uno.
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6.3.6  Evaluacién bioquimica

En el plasma obtenido se midieron las concentraciones séricas de glucosa, triglicéridos,
colesterol y HDL colesterol mediante el método colorimétrico ultrasensible en un aparato
automatizado (Selectra Il, Cat. GL1611, CH 198) y reactivos de la casa comercial
RANDOX™ (CH3811A, CH3841A y TR1695). Se cuantifico hemoglobina glucosilada
mediante inmunoanalisis turbidimétrico de inhibicion en sangre total, utilizando el equipo
RxSuzuka y reactivos de la casa comercial RANDOX™ (Cat. HA8043).

6.3.7 Determinacion de IL-6 en saliva

Se realiz6 la determinacion de IL-6 en saliva mediante técnica de ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés; BioVendor.

RBMS213/2R) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

6.3.9 Evaluacion antropométrica.

Para la realizacion de las mediciones antropométricas los participantes acudieron con ropa
ligera. Personal capacitado de la UAEMex realiz6 las mediciones utilizando para la obtencion
de talla en estadimetro marca SECA™ (modelo 1013522), asi mediante el método de
bioimpedancia se utilizé una bascula electrénica ( TANITA modelo BC-533; Tokio , Japén)

para la obtencion de peso e indice de masa corporal (IMC).



6.4 Variables de Estudio

6.4.1 Independientes:

Enfermedad Periodontal
Edad

Género

Control glicémico

IMC

6.4.2 Dependientes:

Interleucina 6 (IL-6)

34
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Variable Definicion conceptual Definicion operativa Tipo de | Escala de | Analisis
variable medicion Estadisticos
INDEPENDIENTES
o “0” sano
Infeccion caracterizada por e “1” hemorragia
una respuesta inflamatoria ® “2” calculo
de los tejidos gingivales o "3” bolsas

Enfermedad ggg;[;?iana:a inrplllj:)r/((;ndoﬂOreal1 Ml(_ilendo la profundldad_de la bolsa Cuantitativa stsrg??c?;?tlazsdm- ANOVA
. ! A periodontal, con sonda periodontal de la X P P<0.05

periodontal estado  inmunoldgico e OMS Ordinal 5mm
inflamatorio, se caracteriza o “4” bolsas
por la pérdida de tejido periodontales
conectivo y hueso alveolar profundas de > 6
alrededor del diente mm
Categoria que sirve para | Caracteristicas fenotipicas de hombre

Sexo indicar la diferencia de sexo | Caracteristicas fenotipicas de mujer Cuali.tativa Mascul_ino Frecuenc_ia y
entre las personas. Nominal Femenino porcentaje
Tiempo transcurrido desde el | Fecha de nacimiento hasta la fecha de | Cuantitativa | Afios cumplidos

Edad nacimiento hasta el | medicion Continua Regresion lineal
momento del estudio
Criterio diagnostico que se | IMC= Peso (Kq) Cuantitativa | Continua
obtiene dividendo el peso | Estatura (m?) Continua Instrumento de | Regresion lineal
entre la estatura elevada al medicion: InBody
cuadrado. Es un indicador | Bajo peso: <18.5 230

IMC simple de la relacion entre el | Normo peso: 18.5-24.9

peso y la estatura, que se
utiliza frecuentemente para
identificar ~ sobrepeso vy
obesidad en la poblacion

Sobre peso: 25- 29.9
Obesidad: 30- > 40
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Hemoglobina
glucosilada( HbAlc)

Refleja la glucemia media
del individuo en los tres a
cuatro meses previos a la
toma de la muestra

Mediante la
inmunoturbidimetria en

técnica

el

de
equipo

RxSuzuka y con reactivos de RANDOX™

(Cat. HA8043).

Continua

%

Regresion lineal

DEPENDIENTES

Interleucina- 6 (IL-6)

Glucoproteina segregada por

los macrofagos, células
T, células
endoteliales y fibroblastos.
Localizado en

el cromosoma 7, su
liberacion estd inducida por
la IL-1 y se incrementa en
respuesta a TNFo. Es una
citocina  con  actividad
antiinflamatoria y
proinflamatoria.

Expresion de IL-6, en saliva .

Técnica de medicién: ELISA.

Cuantitativa
Continua

Unidad de medida:
pg/mL

Regresion lineal
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6.5 Implicaciones bioéticas

Este protocolo de investigacion se llevd a cabo respetando los lineamientos establecidos por
la Declaracion de Helsinki de 1975 y la enmienda del afio 2013. De la misma manera, se
respetd el Reglamento de la Ley General de Salud en materia de Investigacion en Seres

Humanos.

El protocolo fue sometido a la revision y aprobacion del Comité de Etica del Centro de
Investigacion en Ciencias Médicas (CICMED) de la Universidad Autonoma del Estado de
México. El cual fue aprobado por el comité el dia 09 de Septiembre de 2015, con el nimero
de registro CONBIOETICA 15CEI01720131119.

La participacion fue voluntaria y estuvo siempre sujeta a la autorizacién del paciente

mediante el consentimiento informado declarado de forma escrita.

Este estudio estuvo considerado como una investigacion con riesgo minimo, basados en la
Ley General de Salud en materia de Investigacién en Seres Humanos, en virtud de que se
obtuvo muestra de sangre por puncién venosa. La informacién obtenida de este estudio fue
manejada en forma confidencial. Los examenes de sangre, se proporcionaron sin costo

alguno para el paciente y los resultados fueron entregados de manera personalizada.

6.6 Infraestructura y disponibilidad

El proyecto de investigacion se realizd con el apoyo de la infraestructura del CICMED.

6.7 Recoleccién de datos

La informacion de la historia clinica, la evaluacion odontoldgica, los resultados de los analisis
bioquimicos y de los parametros de inflamacion fueron vaciados a una base de datos para ser

analizada en el programa de anélisis estadistico SPSS version 19.0 y STATA 9.
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6.8 Analisis estadistico

Se realizaron pruebas Kolmogorov-Smirnov para evaluar la normalidad de la distribucion de
los datos; los valores de IL-6 no tuvieron una distribucion normal. La estadistica descriptiva
consistio en obtener proporciones para las variables categdricas y media y desviacion
estdndar para las variables continuas. Se compararon las caracteristicas clinicas y
sociodemograficas entre grupos con pruebas chi? o prueba exacta de Fisher para las variables
categoricas y ANOVA de una via o Kruskal-Wallis para las variables continuas.

Se compararon los valores de IL-6 de acuerdo con las variables sociodemograficas y clinicas
de los participantes con la prueba Mann-Whitney U-Wilcoxon pruebas de suma de rangos
para muestras independientes. Se ajust6 un analisis de regresion lineal estratificado por edad
para comparar las concentraciones de I1L-6 en el grupo DM2+EP frente a los grupos EP y no
DM2-EP, ajustando por el efecto del IMC, sexo, concentraciones de HDL, estatus de
tabaquismo y consumo de bebidas con contenido alcohoélico. Las diferencias con un p-valor
<0.05 fueron considerados significativas. Los datos fueron analizados con el programa
estadistico STATA 9.
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7.1.3. Resumen

Antecedentes. La enfermedad periodontal (EP) es una condicién inflamatoria que estimula
la secrecion de IL-6. Esta citocina ha sido relacionada con la destruccién del periodonto y
un estado de inflamacién de bajo grado sistémico que favorece el desarrollo de diabetes
mellitus tipo 2 (DM2), no obstante, los valores reportados en adultos con EP y DM2 son
discordantes. El objetivo del estudio fue determinar las concentraciones salivales de IL-6 en

adultos con EP con y sin DM2.

Meétodos. Se realizd6 un estudio transversal descriptivo que incluyd 90 participantes
asignados a tres grupos: 30 con DM2 y EP (DM2+EP), 30 sin DM2 con EP (EP) y 30 sin
DM2 y sin EP (no DM2-EP). Se llevo a cabo una historia clinica, medicion de peso v talla,
examen periodontal, evaluaciones bioguimicas (glucosa, triglicéridos, colesterol total, HDL
colesterol) y determinacion de IL-6 salival. A través de pruebas chi> y ANOVA o Kruskal-
Wallis se compararon las caracteristicas clinicas y antropométricas entre grupos, y mediante
pruebas Mann-Whitney-U-Wilcoxon se compararon los valores de IL-6 entre grupos segun
éstas caracteristicas. Se ajustdé un modelo de regresion lineal estratificado por edad para

contrastar los valores de 1L-6 del grupo DM2+EP frente a los grupos EP y no DM2-EP.

Resultados. Los participantes del grupo DM2+EP presentaron mayores concentraciones
salivales de IL-6 (1.7+4.5 pg/dL) que aquéllos de los grupos EP (0.6+2.1 pg/dL) y no DM2-
EP (1.4+1.7 pg/dL). Asimismo, los individuos con obesidad y con DM2+EP presentaron
valores mas altos de IL-6 (1.2+3.3 pg/dL, rango=0-11.4) que aquéllos no DM2-EP con

obesidad (3.3+0.9 pg/dL, rango=0-4.2; p=0.027). Mediante analisis de regresion lineal
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ajustado por sexo, IMC y HDL-colesterol, los valores de IL-6 fueron mayores en los
participantes DM2+EP de 39-60 afios de edad que en los individuos EP del mismo rango de
edad (B=3.03, 1C95%: 0.172, 5.899); al incluir otras covariables, esta relacion no fue

significativa.

Conclusiones. Las concentraciones salivales de IL-6 son mayores en adultos de 39 a 60 afios
de edad que presentan DM2 y EP que aquéllos que presentan tnicamente EP del mismo rango
de edad. Estos resultados sugieren un vinculo entre la DM2 y EP con un estado inflamatorio

crénico.

Palabras clave. Diabetes mellitus tipo 2, interleucina-6, enfermedades periodontales, saliva,

indice de masa corporal.
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7.1.4 Abstract

Background. Periodontal disease (PD) is an inflammatory condition which stimulates 1L-6
secretion. This cytokine has been related with periodontal destruction additional to low-grade
systemic inflammation, which develops most commonly in type 2 diabetes mellitus (DM2);
otherwise, the results obtained from adults with PD and DM2 are controversial. The main
aim of the present study was to determine saliva concentrations of IL-6 in adults with and

without DMZ2.

Methods. A cross-sectional descriptive study was conducted including 90 participants
assigned to three groups: 30 with DM2 and PD (DM2+PD), 30 without DM2 with PD (PD),
and 30 with neither DM2, nor PD (no DM2-PD). A medical history was taken, weight and
height, periodontal examination and biochemical evaluations (glucose, triacylglycerides,
total cholesterol, and HDL-cholesterol) and saliva IL-6 were measured. By the chi? test and
ANOVA or Kruskal-Wallis the clinical and anthropometric characteristics were compared
and by the Mann-Whitney-U-Wilcoxon tests the IL-6 values were compared between groups.
An age-stratified linear regression model was fitted to compared the values of IL-6 from the

DM2+PD group against both groups, PD and DM2-PD.

Results. The participants from the DM2+PD group showed higher levels of saliva 1L-6
concentrations (1.7+4.5 pg/dL) than those in the PD (0.6+£2.1 pg/dL) and the DM2+PD
(1.4£1.7 pg/dL) groups. In addition, patients with obesity and DM2+PD showed higher
values of IL-6 (1.2+3.3 pg/dL, range=0-11.4) than those with no DM2-PD with obesity

(3.3£0.9 pg/dL, range=0-4.2; p=0.027). By a lineal regression analysis adjusted by sex, BMI
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and HDL cholesterol, the values of IL-6 were higher in the 39-60 year-old DM2+PD
participants than in the PD group ($=3.03, 1C95%: 0.172, 5.899); when including other co-

variables, this relationship was not significant.

Conclusions. IL-6 saliva concentrations were higher in 39-60 year-old adults with DM2 and
PD than in those with only PD. These results suggest a relationship between DM2 and DP

with a chronic inflammatory situation.

Key words. Diabetes mellitus type 2, interleukine-6, periodontal disease, saliva, body mass

index.
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7.1.5. Antecedentes

Background

Periodontal disease (PD) is an inflammatory condition which affects tissues which support
the teeth (gums, periodontal ligament and alveolar bone). This pathology results from the
interaction between the defense mechanisms of the organism, microbial agents,
environmental, and genetic factors as well. Starting with the bacterial pathogen colonization
in the oral cavity and the initial defense mechanisms from the innate immune system [1-9].
As a result, the receptors from epithelial cells in the oral mucosa in charge of recognizing
some of the microbial components, induce the synthesis of tissue adhesion molecules and
pro-inflammatory cytokine production, such as the interleukine-6 (IL-6), interleukine-1 (IL-
1), and the tumorous necrosis factor alpha (TNF-a) [2,4,6,10,11]. Recent research showed
that the increase in the synthesis and release of these inflammatory cytokines play a role in
the destruction of the periodontal tissue at the local level [12], developing a low grade
inflammatory state [8, 13-17] by the mediators synthetised at the periodontal level.
Jagannathachary and Kamaraj [18] refer that pro-inflammatory cytokines, such as IL-6 can
have a close relationship between periodontitis, obesity, and chronic diseases.

IL-6 is produced by macrophages, adipocytes and other sources, including skeletal muscle,
fibroblasts and endothelial cells [8-16, 19-23], being a systemic regulator of body weight and
lipid metabolism. A relationship of IL-6 with obesity and insulin resistance has been
observed, however, it is not yet clear if IL-6 has a damaging or protective role [3, 24].

DM2 is a chronic metabolic disorder which affects more than 100 million people all around
the world. In Mexico, the National Health and Nutrition Survey (ENSANUT) 2012 reports
an increase in 50-59 year-old men and women in comparison to the ENSANUT 2006 [21,

25-26]. Oral health in DM2 patients causes complications such as xerostomia (dry mouth),



48

tooth-loss, gingivitis, periodontitis, and dental abscesses, as well as tongue and mucus lesions
[27-29]. PD appears more frequently and is more dangerous in patients with DM2, although
in its early stages it does not produce any symptoms, making it more difficult to be diagnosed
and treat adequately [9, 19, 30-32].

Referring to IL-6 values in adults with PD and DM2, the results in international research are
inconsistent, reporting values either higher [33,34], as well as lower [35] in adults with PD
and DM2 in relation to adults without DM2. For example, Monea et al. [33] demonstrated
higher concentrations of saliva IL-6 in adults with DM2 and PD in comparison with adults
without DM2 with PD. It is important to highlight that the amount of research is very limited,
and nowadays there still does not exist information from Mexico about the topic.

On the other hand, currently, the diagnosis and tracking of PD is done only by clinical
exploration, resulting helpful to increase research of saliva PD biomarkers to help its early
diagnosis and therapeutic follow-up tracking in patients with DM2. The aim of the research

was to determine saliva IL-6 concentrations in adults with PD with and without DM2.

7.1.6 Método

Methods

Design and participants

It was a descriptive and cross-sectional research. We chose adults from Toluca city, State of
Mexico, Mexico and the surrounding area, who came during 2015 to medical services given
by the State of Mexico’s Government at the Instituto de Salud del Estado de México (ISEM)
and the Centro de Investigacion en Ciencias Médicas (CICMED) from the Universidad
Auténoma del Estado de México (UAEM); which gives medical attention to students and

UAEM’s workers and open population.
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We included 20-60 year-old adults, any gender, with or without PD, patients with at least 6
months of DM2 diagnosis and healthy subjects. Individuals with metabolic syndrome,
toothless, with xerostomia, with orthodontic treatment, pregnant or breast-feeding women
were excluded.

From a total of 125 adults who had the inclusion criteria and who accepted to take part in the
project, 45 had DM2. 30 participants with DM2 who did not present this disease were
randomly selected. Clinical and dental histories were evaluated and the participants were
divided into three research groups: 30 with DM2 and PD (DM+PD), 30 with PD without
DM2 (PD) and 30 without DM2 and without PD (without DM2-PD). The following variables
were considered: deepness of the periodontal bag, IL-6 saliva concentrations, age, gender,
tobacco and alcoholic beverage consumption, body mass index (BMI), blood pressure,
glucose, triacylglycerides, total cholesterol and HDL cholesterol.

The procedures of the research were accepted by the Research and Ethics Committee of
CICMED-UAEM (CONBIOEtica 15CEI01720131119).

Data collection

The adults who accepted to take part in the research were clearly explained the aims both,
orally and in writing. After signing the informed consent, questionnaire was self-
administered with the required information. The questionnaire included information such as:
age, gender, and tobacco and alcoholic beverage consumption. We considered an ex-smoker,
anyone who referred having smoked 100 or more cigarettes and not currently smoking, and
as a smoker, anyone smoking at least one cigarette per day. Alcoholic consumption was
registered as positive when the participant referred drinking 3 or more alcoholic beverages

per week.



50

Having answered the questionnaire, there were individual meetings with each participant in
the CICMED-UAEM outpatient clinic in order to obtain anthropometric measurements,
saliva samples, the periodontal evaluation, and blood samples. All the measurements were
obtained by dentist surgeons and qualified nurses with standardized techniques [36].

The participants were asked not to wash their mouth previous to the sample and just
mouthwash with bio-distilled water three minutes previous to it. 10 ml of saliva were
collected without stimulating in a sterile tube (DS Vacutainer ®). The sample was centrifuged
for 10 minutes at 10,000 rpm (Eppendorf, AG- 5804R) at -4°C. The supernatant was retired
and kept in a new micro-tube made of polypropylene (Eppendorf ®). All the samples were
kept at -70°C until processed (Ultra congelador - ThermoScientific, Forma 900 Series). IL-6
in saliva was determined by ELISA (BioVendor RBMS213/2R) according to the
manufacturer’s instructions.

During the periodontal evaluation, the patient was taken into the dental office, sitting with
his/her head leaning back. The mouth was divided into sextants considering the WHO
recommendations [37] for mouth evaluation in research projects, helped by a number 5
mirror, and a sterile periodontal probe Goldman Fox (Hu-Friedy®). The probe was entered
following the anatomical configuration of the dental root surface, evaluating the vestibular
points, mesial-vestibule, distal-vestibule, palatine or lingual, mesial-palato, distal-palato,
considering the following dental organs: 16, 17, 11, 26, 27, 36, 37, 31, 46, and 47.

Weight and height were measured, wearing light clothes and no shoes, using an SECA ™
stadimeter to obtain height (model 1013522), and an electronic scale (Tanita model BC-533;
Tokyo, Japan) for weight; with the data results, participants were classified taking into
account their BMI as normal weight (BMI < 24.9 Kg/m?), overweight (BMI = 25-30 Kg/m?)

or obesity (> 30 Kg/m?) [38]. Blood pressure was measured with an automatic digital monitor
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(model CH 656C); three measurements were taken every two minutes and the average was
registered.

Blood samples were collected with a fast of at least 12 hours, with no hard physical activity,
no alcohol consumption, and following standard procedures. Five ml of venous blood was
collected into a tube with a coagulating activator based on thrombin, (13 x 100 mm), 4 ml in
an EDTA containing tube, following the recommended bio-safety measures. The samples
were centrifuged and processed immediately to obtain glucose, triacylglycerides, total
cholesterol, and HDL cholesterol concentrations by the ultra-sensible colorimetric method in
an automatized equipment (Selectra Il, Cat. GL1611, CH 198), and reactants from

RANDOX™ (CH3811A y TR1695).

7.1.7. Anélisis estadistico

Statistical analysis

Kolmogorov-Smirnov tests were made to evaluate the normality of the data distribution; IL-
6 concentrations did not have a normal distribution. The descriptive statistic consisted in
obtaining proportions for the categorical variables, as well as mean and standard deviations
for the continuous variables. The clinical and socio-demographic characteristics were
compared between the groups with chi? tests or exact Fisher’s test for categorical variables
and one-way ANOVA or Kruskal-Wallis for the continuous ones.

IL-6 concentrations were compared according to sociodemographic and clinical variables
with the Mann-Whitney U-Wilcoxon test, which sums the ranges for independent samples.
A stratified linear regression analysis was adjusted for age to compare 1L-6 concentrations in

DM2+PD group against the PD and the non DM2-PD groups, adjusted by the effect of the
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BMI, gender, HDL-cholesterol concentrations, smoking and alcoholic beverage
consumption. The differences with a p value <0.05 were considered significant. Data was

analyzed with the statistical package STATA 9 [39].

7.1.7 Resultados

Results

The sample was formed by 90 adults, 69.0% women and 31% men, with an average age of
39.6 + 12.1 years. The average value of IL-6 concentrations was 1.2 + 3.0 pg/mL and the
deepness of the periodontal probe was 3.6 £ 1.4 mm. In average, the time of evolution of
DM2 in the DM2+EP was 6.0 £ 4.4 years (data not shown). Most of the participants had
overweight and obesity (68.8%) and low concentrations of HDL- cholesterol (76.4%) (Table
1).

The analysis of clinic and anthropometric characteristics (Table 2) in the research groups
showed that most of the participants from the DM2+PD (90.0%) were older (39-60 years
old). Also the DM2+PD group showed more presence of obesity, more depth of probe and
higher levels of IL-6 than the other groups. On the other hand, the adults from the DP group
showed lower concentrations of HDL cholesterol (93.3%). In the non DM2-PD group the
proportion of adults who considered themselves as ex-smokers or current smokers and
consuming alcoholic beverages were higher.

Table 3 shows the comparison of IL-6 concentrations between the DM2+PD and the PD
groups, as well as in the DM2+PD and non-DM2-PD groups according to clinical and
anthropometric characteristics of the participants. The IL-6 concentrations were significantly
higher in the obese participants from the DM2+PD group (1.2 + 3.3 pg/mL, range = 0-11.4)

than in those with obesity in the non DM2-PD group (3.3 £ 0.9 pg/mL, range = 0-4.2).
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Table 4 shows results of the comparison of IL-6 concentrations between the DM2+PD and
the PD groups, and between the DM2+PD and the non-DM2+PD with crude and adjusted
linear regression analysis, stratified by age. Comparing with the PD group as referent, the
individuals from the 39-60 year-old DM2+PD group had higher values of IL-6 (B = 2.62,
1C95%: 0.142-5.098), after adjusting by a gender, BMI and HDL-cholesterol, however, after
adjusting for the effect of age, smoking and consumption of alcoholic beverages in addition

to the mentioned variables above, statistical significance was not maintained.

7.1.8. Discusion

Discussion

The results show that the concentration of saliva IL-6 in adults with DM2 and PD are higher
than in the individuals without these pathologies or in those having only PD. IL-6 was higher
in the 39-60 year-old participants with DM2 and PD than in those with PD alone. No
difference was found in the saliva IL-6 values of 22-39 year-old participants between groups.
Nowadays there is little research with respect to saliva IL-6 concentrations in adults with DM
and PD, the results cannot be compared with many studies. However, these results coincide
with the ones reported by researchers like Monea et al. [33], who obtained higher values of
IL-6 concentration in the saliva from adults with DM2 and PD, than those without these
conditions. Similarly, Kosaka et al. [34] reported high concentrations of IL-6 related to the
periodontal condition of the patients; showing that the IL-6 concentrations in saliva can be
useful markers of PD. In addition, higher levels of serum IL-6 from adults with DM2 have
been found in comparison with those without DM2 [40], as well as higher saliva values in

adults with PD than in adults without it [41].
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In contrast with these results, Mohamed et al. [35], did not find any evidence to support the
relationship between the increase of IL-6 and PD in patients with DM2; IL-6 concentrations
in the crevicular liquid of individuals with DM2 and without chronic periodontitis, were
higher than in subjects with CP. It is possible that this difference can be caused by the DM2
time evolution of the patients (X = 9.6 + 1.7 years old) than the ones in our research with
DM2 and PD (X =6.0 £ 4.4 years).

In relation to the pro-inflammatory cytokine function in the development of chronic diseases
such as diabetes and PD, recent research has shown that inflammation is an important factor
in the pathogenesis of DM2 [42] and that the inflammatory cytokines such as IL-6, IL1 and
TNF-o promote insulin resistance [43]. The resulting hyperglycemia causes a systemic
inflammatory condition, releasing more cytokines, which in addition to starting an
inflammatory condition; it can also reduce the healing capacity of the tissue.

In this research, IL-6 concentrations were lower in the individuals with PD alone in
comparison with the ones who also have DM2, confirming that in Mexican population, there
Is a strong evidence with respect to the bi-directional relationship between diabetes mellitus
and periodontal inflammatory disease. In this respect, authors like Stanko and Izakovicova
[44] refer that diabetes mellitus increases the risk and severity of periodontitis, whereas
periodontal disease can increase insulin resistance affecting the glycemic control of patients.
With regard to body weight, subjects with obesity, DM2 and PD, showed higher values of
IL-6 (1.2 £ 3.3 pg/mL, range 0-11.4) than those with obesity alone (3.3 £ 0.9 pg/mL, range
0-4.2) (Table 3). This is possibly because in addition to not presenting these chronic diseases,
most of them (86.7%) were younger than 39 years, so the systemic inflammatory condition

and related pathologies are still in their incipient phase. This result suggests that obesity
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promotes the systemic inflammatory condition, contributing to the development and
progression of diseases such as diabetes mellitus and PD. Gocke et al. [45] found a
relationship between periodontal disease and abdominal obesity, concluding that this can be
caused by the pro-inflammatory pathways that both pathologies have in common. Also
Khosravi et al. [46], report higher IL-6 concentrations in patients with obesity and DM2,
additional to a higher risk of PD than in those without DM2. It is currently known that adipose
tissue is an energy storage as well as an endocrine tissue, which produces a variety of
adipokynes, including resistin, adiponectin, TNF-a, IL-6 and MCP-1[47]; an increase in the
production of these adipokynes contributes to the physiopathology of insulin resistance and
obesity.

On the other hand, an important aspect to be considered in subclinical inflammation and the
pathogeny of chronic diseases is the age of the individuals. It has been observed that most
diseases related with the age share inflammatory processes. In this research, by a regression
model, we obtained that independently from gender, BMI and HDL-cholesterol, 39-60 year-
old individuals with DM2 and PD had higher IL-6 concentrations than those with only PD.
This result suggests that low-grade inflammation is an important risk factor in patients at
higher age groups. According to recent research there is a relationship between low-grade
inflammation and tissue ageing, as well as a great number of diseases related with age, such
as cardiovascular diseases, DM2 and PD, among others [49]. As part of the deterioration of
the immune system related with the age, there is a pro-inflammatory chronic condition named
“inflammaging” [50], one of the most important characteristics in this stage is the high levels
of pro-inflammatory cytokine IL-6 [51]. The increase in the vulnerability to systemic
inflammation as a result of age is due, mainly to an increased production of IL-6 by adipose

tissue, according to Gomez et al. [49]
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This research presents some limitations. In first place, the cross-sectional design does not
allow to infer causality. Secondly, the participants in the DM2+PD group were older than the
ones in the PD alone and the non-DM2-PD groups; and in relation with the pro-inflammatory
cytokine, it was expected that older individuals should have higher concentrations because
of the periodontal condition, but no patients were found without any of the pathologies as in
the patients with DM2 at the same age. Finally, currently there is no research evaluating
saliva IL-6 concentrations in the Mexican population, which made it difficult to compare our

results with those of other studies in México.

7.1.8 Conclusiones

Conclusions

IL-6 concentrations were higher in 39-60 years-old adults with DM2 and PD than in those
presenting only PD at the same age group. These results suggest a relationship between DM2
and PD with chronic inflammatory conditions.

Nowadays there is no biological ideal marker that can be evaluated to detect periodontal
disease, neither its progress, which could be helpful in the clinical practice; as periodontal
disease can appear asymptomatically until an advanced stage. Furthermore, the method to
determine inflammation markers in saliva has some advantages over other techniques
because they are noninvasive. Finally, there is a huge need of more research to evaluate the
IL-6 concentration in the evolution of both, DM2 and PD diseases.
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7.1.11 Tablas

Table 1. Clinical and anthropometric characteristics of the study sample
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Characteristics N %

Age (years)

22-38 47 52.2

39-60 43 47.8
Gender

Female 62 69.0

Male 28 31.0
Smoking status

Non smokers 49 544

Former and current smokers 41 45.6
Alcohol consumption

Never 40 444

Current consumer 50 55.6
Body mass index, kg/m?
< 25 (normal weight) 28 31.2
25-30 (overweight) 38 42.2
> 30 (obesity) 24 26.6
High blood pressure (>130/85 mmHg) 11 12.2
High triacylglycerides (>150 mg/dL) 44 48.9
High total cholesterol (> 200 mg/dL) 33 36.6
Low HDL-chol (< 45 mg/dL men, <50 mg/dL women) 68 76.4

Mean DS

Probing depth, mm 3.6 1.4
Glucose, mg/dL 120.0 60.3
IL6, pg/mL 1.2 3.0




Table 2. Clinical and anthropometric characteristics by study groups
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Groups
DM2+PD n=30 PD n=30 non DM2-PD n=30

Characteristics n (%) n (%) n (%) P
Age (years)
22-38 3(10.0) 18 (60.0) 26 (86.7)
39-60 27 (90.0) 12 (40.0) 4 (13.3) <0.001
Gender
Female 24 (80.0) 16 (53.3) 22 (73.3) 0.067
Male 6 (20.0) 14 (46.7) 8 (26.7)
Smoking status
Non smokers 25 (83.3) 12 (40.0) 12 (40.0) 0.001
Former and current smokers 5(16.7) 12 (60.0) 18 (60.0)
Alcohol consumption
Never 22 (73.3) 12 (40.0) 7 (23.3) <0.001

Current consumer 8 (26.7) 18 (60.0) 23 (76.7)
Body mass index, kg/m?

< 25 (normal weight) 5 (16.7) 4 (13.3) 19 (63.3) <0.001

25-30 (overweight) 12 (40.0) 18 (60.0) 8 (26.7) 0.031

> 30 (obesity) 13 (43.3) 8 (26.7) 3(10.0) 0.014
High blood pressure (>130/85 mmHg) 11 (38.0) 10 (35.7) 12 (40.0) 0.945
High triaylglycerides (>150 mg/dL) 14 (46.7) 19 (63.3) 11 (36.7) 0.113
High total cholesterol (> 200 mg/dL) 16 (53.3) 9 (30.0) 8 (26.7) 0.065
Low HDL-chol (<45 mg/dL men, <50

21 (72.4) 28 (93.3) 19 (63.3) 0.020
mg/dL women)
Mean = DS Mean = DS Mean = DS
Probing depth, mm 4.4+1.4 4.4+£1.0 2.1+0.4 ) e
0.00T1
<

Glucose, mg/dL 178.6+74.6 95.5+13.1 85.9+7.8 0,001
IL6, pg/mL, (rank) 1.7+4.5(0-20.9) 0.6+2.1 (0-11.8) 1.4+1.7 (0-4.2)  0.044**

DM2 = Type 2 Diabetes Mellitus; PD = Periodontal Disease

*Chi?test or Fisher's exact test as appropriate

**One Way Anova
***Kruskal Wallis test
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Table 3. Comparison of 1L-6 concentrations between the DM-PD, PD and healthy groups according to clinical and
anthropometric characteristics

IL-6 levels (pg/mL)

Characteristics DM2+PD (n=30)

Mean=SD (range)

PD (n=30)
Mean£SD (range) p

non DM2-PD (n=30)
MeanzSD (range) p

% *%

Age (years)

22-38 0+0 (0-0) 0.9+2.7 (0-11.8) 0.313 1.5+1.7 (0-4.2) 0.125

39-60 1.9+4.7 (0-20.9) 0.0£0.1 (0-0.5) 0.246 0.9+£1.8 (0-3.6) 0.967
Gender

Female 0.8+£2.2 (0-8.9) 0.3+£0.7 (0-2.8) 0.751 1.5+1.7 (0-4.2) 0.054

Male 5.34£8.8 (0-20.9) 0.8+3.1 (0-11.8) 0.288 1.2+8.8 (0-4.1) 0.763
Smoking status

Non smokers 2.0£4.9 (0-20.9) 0.3£0.8 (0-2.8) 0.635 0.9+£1.6 (0-4) 1.000

Former and current smokers 0.6+1.3 (0-3) 0.8+2.7 (0-11.8) 1.000 1.8+£1.7 (0-4.2) 0.123
Alcoholic consumption

Never 1.4+3.1 (0-11.4) 0.3£0.8 (0-2.8) 0.507 0.6+1.5 (0-4.2) 0.564

Current consumer 2.6+7.3 (0-20.9) 0.8+2.7 (0-11.8) 0.686 1.6£1.7 (0-4.1) 0.093
Body mass index, kg/m?

< 25 (normal weight) 5.049.0 (0-20.9) 2.9+5.9 (0-11.8) 0.662 1.2+1.6 (0-4.1) 0.578

25-30 (overweight) 0.9+2.6 (0-8.9) 0.1+0.2 (0-0.9) 0.844 1.3+1.8 (0-4.1) 0.361

> 30 (obesity) 1.2+3.3 (0-11.4) 0.5+1.0 (0-2.8) 0.751 3.3£0.9 (0-4.2) 0.027
High blood pressure (>130/85 mmHg) 1.8+4.1 (0-11.4) 1.2+3.7 (0-11.8) 0.918 1.8+1.6 (0-4.1) 0.102



High triacylglycerides levels (>150 mg/dL)
High total cholesterol level (> 200 mg/dL)
Low HDL-chol level (<45 men, <50 women mg/dL)
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1.6+1.9 (0-4.2) 0.467
2.0+1.8 (0-4.1) 0.472
1.5+1.9 (0-4.2) 0.111

0£0.2 (0-0.8) 0.307
1.4+38 (0-11.8)  0.891
0.6+2.2 (0-11.8)  0.599

2.6+6.1 (0-20.9)
3.0+5.9 (0-20.9)
1.13.0 (0-11.4)

*Comparison between diabetes mellitus periodontal disease (DM-PD) group and periodontal disease (PD) group was done with Mann-Whitney U-

Wilcoxon rank-sum tests for independent samples.

**Comparison between diabetes mellitus- periodontal disease (DM-PD) group and healthy was done with Mann-Whitney U-Wilcoxon rank-sum tests for

independent samples.



Table 4. Linear regression analysis to evaluate IL-6 concentrations in DM2+PD contrasting groups, by age
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Crude analysis

Model I adjusted by
Gender, IMC, HDL

Model Il adjusted by
I plus age, smoking status,
alcohol consume

Group N
All
PD (ref.) 30

Non DM2-PD (ref.) 30

Age (years)
2238
PD (ref.) 18
Non DM2-PD (ref.) 26
39-60
PD (ref.) 12
Non DM2-PD (ref.) 4

Constant

0.60

1.44

0.98
1.52

0.04
0.90

B

1.18
0.34

-0.98
-1.52

1.94
1.08

(95% Cl)

(-0.670, 3.030)

(-1.434, 2.127)

(-4.437, 2.471)
(-3.597, 0.551)

(-0.870, 4.757)
(-3.909, 6.079)

Constant

2.87
1.50

1.80
-2.38

2.65
5.70

B

1.66
0.53

-0.63
-2.71

3.03
1.80

(95% Cl)

(-0.199, 3.534)
(-1.387, 2.467)

(-4.107, 2.829)
(-4.716,-0.722)

(0.172, 5.899)
(-3.075, 6.681)

Constant

2.71

-4.92

-0.06
-6.41

4.46
6.41

B

0.978

-2.06

(95% Cl)

(-1.416, 3.373)
(-5.220, 1.100)

Adjusted by I plus smoking status and

alcohol consume

-0.45
-2.16

2.32
0.66

(-4.246, 3.336)
(-3.974, -0.346)

(-0.833, 5.491)
(-4.410, 5.740)

Contrasting groups:

DM2+PD= diabetes mellitus type 2 and periodontal disease

PD= periodontal disease

No DM-PD= without diabetes mellitus type 2 and periodontal disease
Adjusted by BMI (continuous), gender, HDL (continuous), smoking status (non-smokers, former and current smokers) and alcohol consumption (never, current

consumer)
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7.2 Resultados adicionales

En la tabla 1, correspondiente a los sextantes de la arcada superior en el sextante de molar
superior derecho, se presenté mayor prevalencia de la categoria sano en el grupo no DM2-EP,
profundidad al sondeo de 3-5.5mm en el grupo EP, y profundidad de 6 o + mm de profundidad
en el grupo DM2+EP. En el sextante correspondiente al 6rgano dentario central superior, el grupo
no DM2-EP presentd mayor porcentaje en la categoria de sano, en el grupo con EP en
profundidad al sondeo de 3-5.5 mm y el grupo DM2+EP presentd sangrado. En el sextante
correspondiente al molar superior izquierdo el grupo con DM2+EP mostré mayor prevalencia en
la categoria de sondeo de 3-5.5mm, de igual forma el grupo EP, observando lo contrario en el
grupo no DM2-EP.

Tablal. IPC arcada superior por grupos de estudio.

DM2+EP EP no DM2-EP | p<0.05
E)ASRL;CRHSC;J PERIOR (%) (%) (%)
Sano 0.0 0.0 53.3 <0.001
Sangrado 0.0 3.3 23.3 0.007
Calculo 26.7 13.3 16.7 0.631
3-5.5mm 43.3 60.0 3.3 <0.001
60+ mm 30.0 23.3 0.0 0.001
Excluido 0.0 0.0 3.3 0.430
CENTRAL SUPERIOR
Sano 6.7 10.0 76.7 <0.001
Sangrado 53.3 33.3 20.0 0.024
Célculo 3.3 33 3.3 0.944
3-5.5mm 16.7 40.0 0.0 0.009
60+ mm 10.0 10.0 0.0 0.074

Excluido 10.0 3.3 0.0 0.206




MOLAR SUPERIOR
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IZQUIERDO

Sano 0.0 0.0 50.0 <0.001
Sangrado 0.0 3.3 26.7 0.003
Célculo 20.0 13.3 23.3 0.940
3-5.5mm 43.3 66.7 0.0 <0.001
6 0+ mm 30.0 16.7 0.0 0.003
Excluido 6.7 0.0 0.0 0.181

En la Tabla 2. Correspondiente a los sextantes de la arcada inferior, correspondiente al sextante

de molar inferior izquierdo el grupo DM2+EP presentd mayor prevalencia en la categoria de

profundidad al sondeo de 3-5.5 mm, de igual forma el grupo EP, por lo contrario en el grupo no

DM2-EP tiene una mayor prevalencia en la categoria de calculo. Correspondiente al sextante del

diente central inferior el grupo DM2+EP presentd mayor prevalencia en la categoria de

profundidad al sondeo de 3-5.5mm, y los grupo EP y No DM2-EP pr mayor prevalencia en la

categoria del célculo. En el sextante inferior derecho el grupo DM2+EP mostré mayor

prevalencia en la categoria de profundidad al sondeo de 3-5.5mm, de igual forma el grupo EP, el

grupo No DM2-EP demostré mayor prevalencia en la categoria de célculo.

Tabla 2. IPC arcada superior por grupos de estudio.

DM2+EP EP no DM2-EP p <0.05

\2QUIERDO O ORI

Sano 0.0 0.0 30.0 0.001
Sangrado 0.0 0.0 16.7 0.012
Célculo 30.0 30.0 50.0 0.268
3-5.5mm 46.7 50.0 3.3 <0.001
6 0+ mm 20.0 20.0 0.0 0.004
Excluido 3.3 0.0 0.0 0.430



CENTRAL INFERIOR

Sano 3.3 0.0 40.0 <0.001
Sangrado 3.3 3.3 6.7 0.839
Calculo 33.3 46.7 53.3 0.131
3-5.5mm 46.7 33.3 0.0 <0.001
60+ mm 6.7 16.7 0.0 0.181
Excluido 6.7 0.0 0.0 0.181
MOLAR INFERIO

DERECHO

Sano 0.0 0.0 30.0 <0.001
Sangrado 0.0 0.0 20.0 0.004
Célculo 20.0 36.7 50.0 .0.041
3-5.5mm 46.7 40.0 0.0 <0.001
6 0+ mm 23.3 20.0 0.0 0.016
Excluido 10.0 3.3 0.0 0.206
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En la Tabla 3se muestra el control glicémico de los pacientes con DM2, donde encontramos la
mayoria de los pacientes se encuentran en un mal control, considerando los parametros

establecidos por la Norma Oficial Mexicana NOM-015-SSA2-1994.

Tabla 3. Control glicémico pacientes con DM2

Control del paciente HbAl %
Bueno <6.5%mg/dI 6.7
Regular 6.5-8%mg/dl 2.2
Malo >8%mg/dl 24.4
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8. Conclusiones Generales.

8.1. Conclusiones

Los datos de este estudio indican que las concentraciones salivales de IL-6 se presentaron
incrementadas en los pacientes con DM2 con EP que en los individuos que solo presentaron EP,
este resultado muestra la relacion que existe entre la DM2 y la EP, siendo esta una de las
complicaciones mas importante a nivel bucal de los pacientes con DM2, asi como la relacion del
estado inflamatorio entre la EP y la DM2. Hasta el momento no se ha identificado como tal un
biomarcador salival en especifico que ayude a la deteccion oportuna de la EP en los pacientes
con DM2, considerando que la evaluacion de saliva es una técnica no invasiva e innovadora.

Se encontrd que en los pacientes con DM2 existe una mayor afectacion a nivel periodontal
tomando en cuenta los parametros del IPC, donde los sextantes méas afectados fueron los
posteriores en ambas arcadas. Esto nos lleva a concluir que es importante el poder implementar
una técnica preventiva de la EP para los pacientes con DM2 ya que la enfermedad periodontal es
de tipo progresivo y es detectada en estadios ya avanzados.

El mal control glicémico del paciente con diabetes, contribuye al desarrollo de la EP,
considerando que si esta es una complicacion a nivel bucal se presenta de forma crénica en el
paciente y complicando la salud bucal del paciente, es importante hacer hincapié en el paciente
con DM2 que debe haber un control optimo en sus concentraciones de glucosa .

8.2. Limitaciones

El presente estudio mostro ciertas limitaciones, entre ellas que es de tipo transversal, el cual el
disefio no nos permite inferir causalidad, los participantes del grupo con DM2+EP eran de un
pardmetro de edad mayor a los otros, no fue posible identificar pacientes con DM2 sin EP. El
uso del IPC nos limita a una evaluacién clinica no a las necesidades del paciente. Por ultimo no
encontramos estudios realizados en nuestro pais, en el cual evaluaran las concentraciones
salivales de IL-6, lo cual nos dificulta el poder comprar nuestro trabajo con poblacion del mismo
pais.

8.3. Recomendaciones

Realizar una evaluacion posterior al paciente, considerando el control glicémico y la condicién
periodontal subsecuente al tratamiento posiblemente realizado. Es importante la realizacion de
estudios en poblacién mexicana evaluando las concentraciones de IL-6 salival buscando su
asociacion con el tiempo de diagndstico de la DM2. Especificar un biomarcador salival que ayude
a la prevencion de la EP en el paciente con DM2.
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10 . Anexos

10.1 Anexo 1. CARTA DE CONSENTIMIENTO BAJO INFORMACION

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MEXICO
CENTRO DE INVESTIGACION EN CIENCIAS MEDICAS CIEMED
UAEM.

CARTA DE CONSENTIMIENTO BAJO INFORMACION

Proyecto de Investigacion: “Evaluacion de las concentraciones salivales de 1L-6 y MPO en
pacientes con Enfermedad Periodontal en pacientes con y sin Diabetes Mellitus tipo 2”.

Investigadores: E.OP Diana G. Guadarrama LoOpez, Dra. En C. S. Patricia Cerecero Aguirre
(UAEMeXx).

La Facultad de Medicina y el Centro de Investigaciones en Ciencias Meédicas de la Universidad
Autonoma del Estado de México en colaboracion con el Instituto de Salud del Estado de México
(ISEM) llevara a cabo un estudio en pacientes con y sin diabetes mellitus tipo 2 y enfermedad
periodontal residentes del Valle de Toluca.

Proposito del estudio

Esta investigacion abarca el estudio de la enfermedad periodontal, la cual basicamente consiste
en la destruccion progresiva de los tejidos de soporte de los dientes que ocasiona la pérdida
gradual de los mismos. Debido a que esta enfermedad es muy frecuente (seis de cada diez adultos
la padecen), es la primera causa de pérdida de los dientes en la edad adulta. De tal manera,
motivados por la alta prevalencia de este padecimiento en nuestro medio, hemos disefiado este
estudio, que nos permitira conocer mas a fondo el estado de algunos mecanismos subyacentes de
defensa, asi como la identificacion de algunos indicadores de inflamacion crénica en pacientes
con y sin diabetes mellitus tipo 2.

Después de leer la siguiente carta, por favor indique si esta de acuerdo en participar en el estudio
y de ser asi firme el documento.

Procedimientos.

La participacion en el estudio es totalmente voluntaria y tiene la opcidn de rechazar o retirarse
de la investigacion en el momento que usted lo decida.

En caso de aceptar participar en el estudio, se le pedira presentarse en las instalaciones al Centro
de Investigacion en Ciencias Médicas, en ayuno de 12 horas, sin aseo bucal y con ropa comoda.
Durante esta cita se realizaran mediciones de peso y la talla, se evaluara su estado de salud bucal,
se tomara una muestra de sangre y saliva. Ademas, se le pedira contestar una serie de preguntas
con respecto a su estado de salud general; el tiempo aproximado para contestar estas preguntas
es de 10 minutos.
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Para la exploracion bucal se utilizaran instrumentos estériles; el tiempo aproximado para este
procedimiento es de 30 minutos. La revision bucal podria ocasionar un ligero sangrado de la
encia al momento de introducir un instrumento delgado de punta roma en el espacio entre la encia
y el diente.

Se le tomara una muestra de saliva, por lo cual deberan presentarse en ayuno y sin aseo bucal
desde una noche antes. Se depositara en un recipiente nuevo, estéril y desechable.

Ademas se le tomard una muestra de sangre con el fin de obtener los niveles de glucosa,
triglicéridos, colesterol, HDL, hemoglobina glucosilada, con el objetivo de identificar alguna
anomalia metabolica, considerando estos datos para su participacion o no en el estudio, por lo
cual debera acudir en ayuno total de 12 horas. La toma de muestra sanguinea seré realizada por
personal profesional capacitado y se realizara una puncion en el brazo. Todo el material utilizado
seré nuevo, desechable y estéril. Después de la puncion podria presentarse un pequefio moreton
a la zona.

También se le realizaran mediciones de peso y estatura, por lo que se le recomienda acudir con
ropa comoda, el tiempo aproximado de estas mediciones es de 20 minutos.

La informacidn que usted nos proporcione, serd estrictamente confidencial.

Los examenes de sangre, se proporcionaran sin costo alguno para usted y los resultados le seran
entregados de manera personalizada. Se le daran recomendaciones de tratamiento dental.

No existira ningun tipo de compensacién econdmica de parte de la Universidad o del Instituto
por su participacién en esta investigacion.

Esta investigacion ha sido revisada y aprobada tanto por el Comité de Bioética del Centro de
Investigacion en Ciencias Médicas de la Universidad Auténoma del Estado de México.

Estoy enterado y acepto que los datos demograficos (edad, sexo, ocupacion) y los resultados de
los exdmenes diagnosticos de laboratorio sean comparados o discutidos y autorizo sean utilizados
para su publicacidn en revistas cientificas y textos especializados, con el conocimiento de que
nunca seré identificado y siempre se mantendra el anonimato y confidencialidad de mi identidad
personal. Los resultados se analizardn como grupo y mi nombre no aparecera en la publicacion.

Después de que se me explicaron los procedimientos, beneficios y riesgos de este estudio, declaro
que he leido y comprendido las explicaciones que se me han dado a todas mis preguntas y al
asentar mi firma en este documento, acepto voluntariamente participar en esta investigacion.
Con fecha , habiendo comprendido lo anterior y una vez que
se me aclararon todas las dudas que surgieron con respecto a mi participacion en el proyecto, yo
, con numero de expediente

acepto participar en el estudio.

Firma del paciente
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Nombre y firma del investigador

Nombre y firma del personal del ISEM o Facultad de Odontologia

Nombre, firma y parentesco de testigo

Para cualquier informacion adicional o aclaracion, favor de comunicarse con:
E. OP Diana G. Guadarrama Lopez 6 Dra. en C.S. Patricia Cerecero Aguirre al teléfono
01 (722) 212 80 27. Ext. 158
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9.2 Anexo 2. HISTORIA CLINICA E INDICE DE ENFERMEDAD PERIODONTAL

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MEXICO m
CENTRO DE INVESTIGACION EN CIENCIAS MEDICAS

ClChﬂfD
HISTORIA CLINICA E INDICE DE ENFERMEDAD PERIODONTAL
Fecha Folio:
Datos Generales.
Nombre del paciente: Edad:
Apellido Paterno  Materno Nombre (s)
Direccion y/o teléfono:
Sexo: Femenino Masculino
Estado civil: Casadoo Soltero o Viudo o Separado o Union libre o Divorciado o
Por favor marque con una “X” hasta que afo fue a la escuela
Completa Incompleta

Primaria mi i

Secundaria m m

Preparatoria m O

Carrera Técnica m m

Profesional m m

Posgrado m m
Marque con una “X” cual es su ocupacion actual.
Estudiante _ Empleado de Gobierno __ Profesionista Ama de casa

Comerciante _ Empleado Otro (Especifique)

ANTECEDENTES HEREDO FAMILIARES

Algun familiar ha padecido o padece?

Diabetes Sio Noao  Especifique parentesco
Problemas Cardiacos Sio Noao  Especifique parentesco
Hipertension arterial Sio Noao  Especifique parentesco

Infarto del miocardio Sio Noao  Especifique parentesco

ANTECEDENTES PATOLOGICOS
¢Usted ha padecido o padece?

Enfermedades del corazén Sio No o
Infarto Sio No o
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Soplo en el corazon Sio  Noao
Fiebre reumatica Sio  Noo
Ateroesclerosis Sio  Noo
Presion alta o baja Sio Noao
Diabetes Sio  Noo
Gota Sioc Noo

Especificar el afio en que inicid el padecimiento

¢ Toma medicamentos?

(Marqgue con una “X” solo los que usa regularmente, por ejemplo, dos 0 mas veces por semana)
____Ninguno (pase a la siguiente pregunta)

____Acido acetilsalicilico (aspirina)

____Acetaminofén (tempra)

____Antiinflamatorios (diclofenaco, naproxeno, ibuprofeno, piroxicam)

____Diuréticos como furosemida (lasix)

___ Clortalidona (higotron)

____Espironolactona (aladactone)

____Beta bloqueadores (propanolol, metoprolol)

____Bloqueadores de calcio (nifedipina, adalat, verapamilo)

___Nitratos (isosorbide)

___Otros antihipertensivos (alfa metil dopa, hidralazina, enalapril, prasozina)

___ Digoxina (lanoxin)

___Antiarritimicos (norpase, propafenona, amiadarona, quinidina)

____Cimetidina, ranitidina (tagamet, ranisen)

____Anticoleresterolémicos (pravastatina, bezafibrato)

____Fibra natural como Psillom plantago (metamucil, psillumax)

____Hipoglucemiantes (tulbutamida, glibencalmida)

____Hormonales (estrégenos, premarin)

____Antidepresivos (monclobamina, imipramina)

____Ansioliticos (diazepan, clonazepan, alprozalan)

___ Metformin
___ Otro (especifique)

TABACO

¢Ha fumado 100 cigarrillos o mas en toda su vida?
____No, nuca he fumado (pase a la siguiente pregunta)
____Si fume, pero actualmente ya no

__Si, y actualmente fumo

¢ Cuantos cigarros fuma al dia?

ALCOHOL

Marque con una “X” ¢ La Gltima vez que tom¢ algun tipo de bebida alcohdlica, cuantas copas se
toma?

Nunca he tomado una bebida alcoholica o

Una copa O Cuatro copas O Siete copas o MasdelScopas O
Dos copas O Cinco copas O De8al0copas O
Tres copas O Seis copas O De 1l al5copas O

UNICAMENT SEXO FEMENINO
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(Estas embarazada? SiO No o
Fecha de Gltima menstruacion

Si usted padece de otra enfermedad que no se mencione en el formato, por favor
especifique

REGISTRO DE RESULTADOS DE LABORATORIO Y SOMATOMETRIA

Séricos
Glucosa | | mg/dl Colesterol | | mg/dl
HDL | | mg/dl Acido drico | | mgyd
Triglicéridos | |mg/dl HbAlc | | mg/dl
Saliva

Interleucina 6 | |

Tension arterial (mm/Hg)

TA | | [ |
Talla | |cm  Peso kg
Circunferencia de cintura cm

Porcentaje de grasa abdominal

me [ ]




I-I

Técnica de cepillado

Hilo dental Palillo

CEDULA DE REGISTRO DEL INDICE PERIODONTAL COMUNITARIO (IPC)

0= Sano

1= Hemorragia

2 =Caélculo

3= Bolsas de 4-5 mm
4= Bolsas 6 mm 0 mas
X= Sextante incluido
9= No registrado

1§ 15 14 13

17/16

Enjuague

11

Frecuencia
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47/46

31
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| =]
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