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Resumen

Esta fue una investigacion de tipo y alcance
correlacional, la seleccién de la muestra fue dirigida con
un total de 126 asistentes clasificados con periodontitis,
a los cuales se les realizaron una entrevista clinica,
evaluacion fisioterapéutica con clasificaciéon de
grado sintomatologico de enfermedad vascular de
miembros inferiores, examenes de quimica sanguineay
polimorfismos genéticos, para valorar factores de riesgo
para la enfermedad vascular de miembros inferiores.

El objetivo principal de la investigacion fue
determinar la relaciéon de la Enfermedad Periodontal,
factores genéticos y de riesgo cardiovascular con la
sintomatologia de la enfermedad vascular de miembros
inferiores en poblacién de Santa Ana, El Salvador.

La poblacién de estudio estuvo compuesta por los
grados de enfermedad periodontal leve (40.3%),
moderada (37.1%), severa (22.6%), las frecuencias
polimoérficas encontradas fueron para MTFHR:
CT:40%, CC:36%, T'T:24%; paral/D ECA:1/1:33.9%,D/
D:16.9%,1/D:49.2%; para Leyden V: GA:1.6%,
GG:98.4, AA:0% y para protrombina II: GA:0.8%,
GG:99.2%, AA:0% . Ademas se pudo determinar que
los grados de la enfermedad vascular periférica se
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encuentra distribuidos de igual manera entre todos
los grados de enfermedad periodontal para la prueba
de la ANOVA (Sig. 0.243) por lo que no presentd
relacién significativa, el grafico de comparacién
de las medianas presenta un ligero aumento de
sintomatologia en pacientes con enfermedad
periodontal severa.

Palabras claves:

Periodontitis, Polimorfismo, Factores de riesgo car-
diovasculares.

Summary

This was a correlational investigation, the selection
of the sample was directed with a total of 126 attend-
ees classified with periodontitis, a clinical interview,
physiotherapeutic evaluation with degree of symp-
tomatic degree of vascular disease of lower limbs,
blood chemistry tests and genetic polymorphisms,
for assess risk factors for lower limb vascular disease.

The main objective of the research was to determine
the relationship of Periodontal Disease, genetic fac-
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tors and cardiovascular risk with the symptoms of
vascular disease of lower limbs in the population of
Santa Ana, El Salvador.

The study population was composed of the degrees of
mild periodontal disease (40.3%), moderate (37.1%),
severe (22.6%), the polymorphic frequencies found
were for MTFHR: CT: 40%, CC: 36%, TT: 24%; for
ECA I/D: I/I:33.9, D/D:16.9, 1/D:49.2; for Leyden V:
GA: 1.6%, GG: 98.4, AA: 0% and for prothrombin
II: GA: 0.8%, GG: 99.2%, AA: 0%. In addition it was
determined that the degrees of peripheral vascular
disease were It is distributed equally among all the
degrees of periodontal disease for the ANOVA test
(Sig. 0.243) so it did not present a significant rela-
tionship, the comparison chart of the medians shows
a slight increase in symptoms in patients with severe
periodontal disease.

Key words:

Periodontitis, Polymorphism, Cardiovascular risk
factors

Introduccion

Se ha discutido que existe una relacién entre la enferme-
dad periodontal y las enfermedades cardiovasculares,
algunas de las cuales sustentan que existe aumento del
fibrinégeno y en personas con enfermedad periodontal,
sin implicancia en la gravedad, tampoco si es sistémica o
localizada 2. El aumento del fibrinégeno es considerado
un factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares y se han encontrado asociaciones mo-
deradamente fuertes entre el nivel de fibrindégeno plas-
matico y los riesgos de enfermedad coronaria, accidente
cerebrovascular, mortalidad vascular y mortalidad no
vascular en una amplia gama de circunstancias en adul-
tos jovenes de edad media ), por tanto podria definirse
posible implicacion de la enfermedad periodontal con el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares por su re-
lacién en el aumento del fibrindgeno plasmatico, podria
indicar la posibilidad de ser un factor de riesgo modifica-
ble que interacttia con el factor genético. La importancia
de las enfermedades cardiovasculares ha sido constante a
lo largo de la historia y se ha convertido en un problema
de salud en los tltimos afios, debido a los cambios en los
estilos de vida, convirtiéndose en la de mayor prevalen-
cia en la mayorfa de paises y un problema para la salud
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publica por su relacién con otras enfermedades y indice
de mortalidad “* por ser la enfermedad periodontal una
enfermedad que en la mayoria de casos es prevenible es
conveniente indagar sobre su relacion con las enferme-
dades cardiovasculares.

La investigaciéon de polimorfismo genético va enca-
minada a comprender la influencia de los factores
modificables y no modificables al desarrollo de enfer-
medades, para contribuir con el conocimiento sobre
el desarrollo de enfermedades complejas y la interac-
cién del genoma con el ambiente (farmacos, alimen-
tos, condiciones de vida. etc.) estos conocimientos
cientificos contribuyen a tomar mejores decisiones
de prevencién, debido a que muchos resultados de-
mostraron no ser extrapolables entre poblaciones,
por lo cual no se pueden realizar por el momento re-
comendaciones generales para toda poblacién.

Existe suficiente evidencia en la cual los pacientes con
sintomatologia de enfermedad vascular periférica, tie-
nen mayor riesgo de originar un infarto de miocardio,
accidente cerebrovascular o muerte vascular 79,

Materiales y métodos

Esta fue una investigaciéon de tipo y alcance co-
rrelacional en el que se busca determinar la re-
lacion entre el aumento o disminucién del grado
de periodontitis con un aumento o disminucién
de la enfermedad vascular periférica de miembros
inferiores, para establecer una relacién entre la
enfermedad periodontal y factores cardiovascu-
lares, incluyendo las variantes genéticas MTFHR
C677T, Factor V Leyden G1691A, protrombina II
G20210A, ECA I/D en el desarrollo de sintoma-
tologias de la enfermedad vascular de miembros
inferiores, indagando en los factores que puedan
inferir en la aparicién de la enfermedad, como es-
tilos de vida e historia familiar, de disefio no expe-
rimental.

El tipo de muestreo es dirigido, ya que fue elegi-
do por caracteristicas afines siguientes: todas las
muestras biolégicas procesadas fueron seleccio-
nadas por haber determinado en los participantes
previamente la enfermedad periodontal que fue el
principal elemento de discriminatorio, los parti-
cipantes cuentan con edades entre 20 a 60 afos
y son nacidas en el departamento de Santa Ana,
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estas muestras fueron captados por las clinicas
de Odontologia de la Universidad Auténoma de
Santa Ana, las cuales estan al resguardo en con-
diciones de almacenamiento de -20 grados en el
laboratorio de investigacion.

El total de la muestra se procesaron 124 muestras
de ADN que cumplieron los criterios establecidos.
Mediante el procesamiento de ADN los partici-
pantes fueron divididos en funcién del resultado
de su genotipo y haplotipos.

1) historia clinica:

La cual consistié6 en realizar ciertas preguntas
acerca del estado de salud de las encias la cual con-
lleva el interrogatorio de presencia de hemorragia
al cepillado o espontaneamente, habitos de higiene
y otros habitos que el paciente pudiera tener.

2) Evaluacidn clinica:

Anadlisis de los datos recolectados que se obtuvo
mediante la revision con el espejo dental para ob-
servar el estado de salud de las encias verificando
su color, su consistencia, si presenta inflamacién o
hemorragia, supuraciones o presencia de infeccio-
nes, movilidad dental, recesion gingival y cantidad
de sarro o tartaro dental presentes en las diferen-
tes superficies de la pieza dentaria.

3) Examen radiogrifico:

Mediante el andlisis de dos radiografias periapica-
les en el sector posterior y una en el sector ante-
rior, en las cuales se observard en un negatoscopio
la cantidad de hueso presente o reabsorbido para
determinar el tipo de periodontitis que presentay
si existen lesiones periapicales.

4) Procedimiento evaluacion de sintomatologia
de enfermedad vascular periférica de miem-
bros inferiores:

Se realizé exploracién fisica, basada en la obser-
vacién y palpacién de venas varicosas o varices,
cicatrices, pulso pedio débil, dolor a la palpacién,
temperatura de la piel; asi como coloracién, ade-
mas la sensibilidad y finalmente se efectué una
evaluacién de la marcha del paciente. Posterior-
mente se analizé cada caso de pacientes y se cla-
sificard en grado I, I, III, IV o V, segtn la sinto-
matologia clinica segtn criterios elaborados en la
siguiente tabla:
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m Tabla 1: Cuadro de clasificacién sintomatolégica de
la enfermedad vascular periférica

Sin signos visibles o palpables/ asin-

Grado 1 ,
tomatico

« Telangiectasias

« Venas reticulares
Grado 2 o
« Marcha antélgica

« Dolor al movimiento

» Venas tronculares

« Dolor a la palpacion
» Calor localizado

« Calambres

Grado 3
« Frialdad en zonas distales
« Pulso débil

» Cicatrices

+ Hiperpigmentacion

« Dolor al reposo diario(pesadez)
« Palidez

+ Hipoestesia

Grado 4

« Ulcera superficial

+ Necrosis tisular/ lesion de tejido
Grado 5 .
« Ulcera profunda

Fuente: Desarrollado por Médico internista, Licenciada en Fisi-
oterapia y Terapia Ocupacional, modificado de; Manual de Pa-
tologia Vascular, Guiones de Angiologia y Cirugia Vascular, Bas-
es de la Medicina Clinica, Insuficiencia Venosa de Extremidades
inferiores ©7),

5) Procedimientos de analisis moleculares

El ADN se obtuvo mediante la técnica de extraccion
en columna invitrogen purelink genomic DNA, si-
guiendo el protocolo establecido por el fabricante y
almacenada a — 20° C.

Los protocolos se realizaron acuerdo al proveedor,
como se pueden apreciar en la tabla 2.
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m Tabla 2: Protocolo de amplificacion

30ciclos:94°C/0:30°,
59  °C/0:30°, 72
°C/0:30"; una desna-
turalizacién inicial
de 3 minutos a 94
°C y una extension
final de 3 minutos a
72 °C.
33ciclos:94°C/0:30°,
53  °C/0:30°, 72
°C/0:30; una desna-
turalizaciéon inicial
de 3 minutos a 94
°C y una extension
final de 3 minutos a
72 °C.
37ciclos:94°C/0:30,
53  °C/0:30°, 72
°C/0:30; una desna-
PROTOMBINA | turalizacién inicial
II de 3 minutos a 94
°C y una extension
final de 3 minutos a
72 °C.
35ciclos:94°C/0:30,
58 °C/0:30°, 72
°C/0:30; una desna-
turalizacién inicial
de 3 minutos a 94
°C y una extension
final de 3 minutos a
72 °C.
Luego de terminado el ciclado, se adiciono a cada
tubo de amplificacion 1 pl de la enzima de restric-
cién segun cada caso y se incubaron por 3 horas a
37°C y luego 10 minutos a 65°C

MTFHR

C677T 225 pb.

LEYDEN V 313 pb.

371 pb.

Insercién
480 pb

Delecién
180 pb

ECA1I/D

Fuente: elaborada por los autores segun protocolos descritos
por ATGen

Se realizé la carga 20 ul de cada producto de amplifi-
cacion digerido y del marcador de peso molecular en
gel de agarosa al 2% pretenido con Red gel (20 ug/ml).
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Se permitié su migracién a 95 voltios, hasta que el
colorante azul de bromofenol del buffer de carga tuvo
un recorrido de 3,5 cm en la agarosa, la cual se visua-
liz6 en un equipo ENDURO GDS transiluminator la
cual se realiz6 a 302nm a 420 nm UV.

Resultados

= Tabla 3: Descripcién general de la poblacién en estudio

Hombre | a8 |87 | P22 100 | s03%
50 anos
Mayor

Mujer 76 61.3% | de 50 22 17.7%
anos

Total 124 100% 124 100%

Fuente: elaborado por los autores de los datos generales de en-
trevista médica, 2018

De las 124 muestras vélidas para el estudio, la mues-
tra es duplicada por el sexo femenino, las edades de
20 a 50 afios representan la porcién mayoritaria de la
muestra puesto que se espera que no sea este un fac-
tor de mayor peso que las demads variables expuestas.

= Tabla 2: Distribucién genotipica polimorfismo MT-
FHR C677TXGenotipo

CT 49 40% 40% 376
CcC 45 36% 76% 74.3
TT 30 24% 100% 100
Total 124 100
Equilibrio d(eHI-\I;/l]’gy—Wemberg 0007519
< 0.05 - la muestra no es consistente para HWE

Fuente: elaborado por los autores de los datos generales de en-
trevista médica, 2018
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Figura 1 - Electroforesis MTFHR C677T.

PM: marcador de peso molecular, C-: control ne-
gativo, Carril 1,2 heterocigoto, carril 3 homocigoto
normal, carril 7 homocigoto mutado

Fuente: resultados obtenidos por PCR-RFLP, Pm;
marcador de peso molecular, C-; control negativo.

La distribuciéon de polimorfismo se encuentra en
equilibrio poblacional de Hardy Weinberg lo que
establece que no existe presion selectiva en esta po-
blacién, el dominio heterocigoto de las muestras y la
frecuencia del alelo nativo es muy similar a las repor-
tadas para poblacién latinoamericana, el genotipo
TT considerado mutado es similar al estudio anterior
reportado en poblacién de Santa Ana (0.22).

mFigura 2: Distribucién genotipica polimorfismo
Protrombina II G20210AXGenotipo

GA 1 0.8 0.8 0.8
GG 123 99.2 99.2 100
AA 0 0 0 100
Total 124 100 100
Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) | 0964041

< 0.05 - la muestra no es consistente para HWE

Fuente: Elaboracion propia, distribucion del polimorfismo Pro-
trombina Il

Figura 3 - Electroforesis Protrombina II

Fuente: resultados obtenidos por PCR-RFLP, Pm; marcador de
peso molecular, C-; control negativo, C+; control positivo.
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La frecuencia de los heterocigotos para la variante
G20210A fue de 0.8% para la muestra en estudio, la
cual se encuentra en desequilibrio de Hardy-Wein-
berg, se sabe que esta mutacién puede generar cam-
bios significativos por esa razén existe poca frecuen-
cia en la poblacién encontrara.

= Tabla 5: Distribucién genotipica polimorfismo Ley-
den V G1691A

GA 2 16 16 0.8
GG 122 984 98.4 100
AA 0 0 0 100
Total 124 100 100
Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) | 0927864

< 0.05 - la muestra no es consistente para HWE

Fuente: Elaboracion propia, distribucion del polimorfismo Leyden
V G1691A

Figura 4 - Electroforesis polimorfismo Leyden 5
(carril 1 homocigoto normal, carril 2 mutado hetero-
cigoto mutado, muestra control expresa alelo hetero-
cigoto mutado)

Fuente: Resultados obtenidos por PCR-RFLP; Pm: marcador de
peso molecular, C-: control negativo, C+: control positivo.

La frecuencia de los heterocigotos para la va-
riante G1691A fue de 1.6 % para la muestra en
estudio, la cual se encuentra en desequilibrio de
Hardy-Weinberg, debido a la influencia que este
cambio puede tener en la persona es poco fre-
cuente encontrar heterocigotos mutados.
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mTabla 6: Distribucién genotipica polimorfismo
ECAI/D

I/1 42 339 339 339
D/D 21 16.9 169 50.8
I/D 61 492 49.2 100
Total 124 100 100
Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) | 0.885579
< 0.05 - la muestra no es consistente para HWE
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La poblacién estudiada presenta un polimorfis-
mo de insercién/ deleccion (I/D) para este gen
con mayor frecuencia, para la definicién genoti-
pica de los alelos se involucra la presencia (ale-
lo I), o la ausencia (alelo D), Se ha considerado
el alelo D como un modificador de la actividad
de la enzima, aunque en poblaciones Latinoa-
mérica se ha reportado mayor frecuencia del
genotipo D, en la poblacién estudio el genotipo
I/I fue el segundo genotipo mas frecuente.

Figura 5 - Electroforesis polimorfismo insercién/deleccién de la ECA (carril 1,2 Heterocigoto I/D, carril 3

Homocigoto I/1, carril 4 D/D)

Fuente: resultados obtenidos por PCR-RFLP; Muestra numero 1:
la presencia de la delecion.

mTabla 7: Frecuencias de la enfermedad vascular
de miembros inferiores por grados en perso-
nas con periodontitisXGrado

Grado 1 19 15% 15%
Grado 2| 20 16% 31%
Grado 3| 84 68% 99%
Grado 4 1 1% 100%
Grado 5 0 0 100%

Total 124 100% 100%

Fuente: elaborado por los autores de los datos de evaluacién
vascular sintomatologica, 2018.

insercion y deleccion, lectura a dos carriles, el segundo confirma

Las personas con periodontitis fueron analizadas
segin caracteristicas sintomatoldgicas, dentro de
las 124 muestras identificadas para el estudio, la
mayor parte fue clasificada como estadio 3, que
dentro de la sintomatologia incluye: Venas tron-
culares, dolor a la palpacidn, calor localizado, ca-
lambres, frialdad en zonas distales, pulso débil, ci-
catrices, hiperpigmentacion, sintomatologias que
ya pueden ser visibles y que pueden estar ocasio-
nando una dificultad para la vida de la persona, lo
que corresponde entre los grados uno y tres al 69%
de la poblacién en estudio, un factor de riesgo no
visible dentro del estudio seria el tiempo en que la
persona ha padecido enfermedad periodontal.

58



Revista Clinica de la Escuela de Medicina UCR-HSJD

mTabla 8: Distribucién de los grados sintomato-
légicos de enfermedad vascular periférica en
grados de enfermedad periodontal. XEnferme-
dad vascular de miembros inferiores

Entre | ool 2 losis|iasi| o243
grupos
Dentrode| 01| 151 |os72
grupos
Total 70.798 123
Significacion 0.05.

Fuente: analisis ANOVA realizado en SPSS por los autores de
los andlisis recogidos.

Mediante el andlisis de la prueba de la ANOVA de un
factor para la distribucién de grupos, ha permitido
analizar uno de los factores de la hipétesis, en cuanto
los grados de la enfermedad vascular periférica se en-
cuentra distribuidos de igual manera entre todos los
grados sintomatoldgicos.

Figura 6. Grafico de medianas comparacion de gru-
pos grados sintomatolégicos de enfermedad vascular
y grados de enfermedad periodontal.

8 bt
L 1

7
1

7
1

Media de grado sintomatologice de enfermedad periferica
i & '
1 L

5
1

Leve Moderada Severa

Grado de enfarmedad perlodontal

Fuente: Analisis de grafico de medianas de datos recogidos,
elaborada por los autores
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Aunque los grados sintomatolégicos de enfer-
medad vascular de miembros inferiores parece
estar distribuida para la comparaciéon de grupos
(ANOVA) de igual manera en el grafico de com-
paracién de las medianas se puede apreciar un li-
gero aumento de sintomatologia en pacientes con
enfermedad periodontal severa.

Discusion

Este trabajo permitié conocer la frecuencia genotipica,
de las variantes: MTHFR C677T, factor V de Leyden,
el Factor II de la protrombina y Gen de la ECA I/D, lo
que permitird compararla con las investigaciones a ni-
vel mundial y otros reportes regionales, asi como tam-
bién establecer un patrén de comparacién en futuras
investigaciones asociadas a otras patologias.

En el caso de la variante protrombina G20210A se
encontrado una frecuencia del heterocigoto de 0.08%
en la poblacién en estudio no se encontré ninguin
caso de homocigoto mutado, respecto a la distribu-
cion de alelo factor V Leiden (G1691A) la frecuencia
del genotipo heterocigoto fue 1.6 % para la variante
homocigota mutada no se encontré ningin resulta-
do, en cuanto la distribucién del polimorfismo C677T
la forma heterocigoto del genotipo se encontré en el
40% de los casos; la forma homocigota para la muta-
cién se identificé en el 24 % de los casos con respecto
a la ultima reportada en 2017 en donde se encontra-
ron 59% y 22% respectivamente, ambas poblaciones
se encuentran en equilibrio y son muy parecidas lo
que establece una prevalencia general del polimorfis-
mo en poblacién de Santa Ana, para el polimorfismo
de insercion/deleccién de la ECA los genotipos en-
contrados fueron Homocigoto I/I 33.9%, homocigoto
D/D; 16.9% y Heterocigoto 1/D; 49.2%.

Se investigd la asociacion de la periodontitis, los po-
limorfismos FV de Leiden, protrombina G20210A y
MTHER C677T con la presencia de sintomatologia
de la enfermedad vascular de miembros inferiores,
la escasa frecuencia de la presencia de las variantes
Leiden FV y protombina G20210A imposibilita su
analices aunque también nos dice su escaso aporte
para ser utilizado en un test de predisposicién como
Unico factor de asociacién, debido a la alta prevalen-
cia de sintomatologia grado 2 y 3 encontrada. . Esto
concuerda con investigaciones previas en las cuales
se determind que la asociacién del Factor V carece de
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valor a menos que estén combinados con otro factor
de riesgo u otras variantes polimérficas.

La poblacion en estudio para el alelo I/D de la ECA
se encuentra en desequilibrio de Hardy Weinberg,
(0.885579) lo que puede suponer un sesgo en la selec-
cién de la muestra, debido a que no se ha encontrado
relacién entre una presién selectiva y la enfermedad
periodontal, lo que supone la necesidad de realizar
un estudio de frecuencia del alelo a nivel poblacional
general, debido a que la frecuencia del genotipo D/D
fue menor que la reportada en la region (16.9%)

El sobrepeso y la obesidad es uno de los factores de
predisposicion cardiovasculares mds frecuentes en la
poblacion estudiada, los multiples factores asociados
a este tipo de enfermedad requieren un anélisis com-
plejo, aunque la seleccion de la muestra se realizé en
base a pacientes con periodontitis, las condiciones de
riesgo tradicional aparecen en alta frecuencia, lo que
denota que el problema mas notable se encuentra en
los factores de riesgo modificables

Declaracion de conflictos de interés
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