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Alteraciones en [a fagocitosis de los
leucocitos creviculares de pacientes
diabéticos con enfermedad periodontal

Alteration in the phagocyte activity of crevicular leucocytes regarding
to diabetic patients with periodontal disease

Resumen

El objetivo de la presente investigacién fue determinar la existencia de alteraciones en
la fagocitosis de los leucocitos creviculares de pacientes diabéticos con Enfermedad
Periodontal. Para tal efecto, se seleccionaron 56 individuos con Enfermedad Periodontal:
42 pacientes con diagnéstico de Diabetes Mellitus tipo 2 y 14 sin ella (grupo control),
comprendidos entre 35y 74 afios de edad. Para la realizacion del estudio, se tomé como
unidad de andlisis los leucocitos provenientes del fluido crevicular de los pacientes en
mencioén. Mediante lavados secuenciales; las muestras fueron analizadas microbiolégica
e inmunolégicamente, teniendo como indicador, de la actividad fagocitica, a la Candida
albicans ATCC. Hallandose que sélo el 22,02 (+7,62) de los leucocitos creviculares de
diabéticos realiza una adecuada actividad fagocitica frente al 78,64 (+9,20) del grupo
control. Asimismo el 78,21 ( 7,84) de los leucocitos creviculares de diabéticos realiza
la adherencia leucocitaria sin ingesta del patégeno frente a un 21,36 (+ 9,20) del grupo
control. Resultando diferencias estadisticamente significativas en la adecuada fagocitosis
del grupo de leucocitos creviculares de los diabéticos en relacién al grupo control con un
valor t=15,5 (p <=0,001), del mismo modo las diferencias estadisticas fueron significativas
en relacién de la adherencia leucocitaria sin ingesta del patégeno con un valor t= 15,4
(p<=0,001) referente a los leucocitos creviculares de los pacientes diabéticos frente al
grupo control.

Abstract

The goal of this investigation was to find out the alterations in the phagocyte activity of
crevicular leucocytes regarding to diabetic patients with periodontal disease. For that
reason, 56 patients with periodontal disease were selected: 42 of them with a diagnosis
of Diabetes Mellitus - Type 2, and 14 patients without it (control group), from 35 to
74 years old. To performed the study, crevicular fluid of the mentioned patients was
analyzed. By means of sequential washings the samples were analyzed microbiological
and inmunologically, taking Candida albicans ATCC as indicator of the phagocyte
activity. It was found that only a mean of 22.02 (+ 7.62) of diabetics crevicular leucocytes
group have an adequate phagocyte activity compared to 78.64 (£ 9.20) of control group.
In the same manner a mean of 78.21 (+ 7.84) of diabetics crevicular leucocytes group
made adherence without ingestion of C.a. compared to only 21.36 ( 9.20) of the control
group. The differences between appropriated phagocytosis and ingestion activity of C.a.
diabetics” crevicular leukocytes group and phagocytes of control group were statistical
significant, t = 15.5 (p <=0.001), in the same manner the differences between leukocyte
adherence without ingestion of C.a. of diabetic group and the control group, were
statistical significant, t = 15.4 (p <=0.001)
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Introduccion

Las manifestaciones bucales, son
frecuentes en diversos tipos de
trastornos sistémicos, siendo el
periodonto el mas afectado, des-
encadenando en una enfermedad
periodontal, las cuales presentan
etapas de recesion y exacerbacion®'”
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que tiende a ser de acuerdo a la
capacidad defensiva del huésped,
funcién que esta representada por
la accién que realizan los leuco-
citos creviculares, como primera
barrera protectora®. Las pruebas
evidencian que los leucocitos son
células protectoras claves, contra la
infeccién y/o inflamacién®?29 por tal

motivo se hace evidente que de existir
una funcién alterada de los leucocitos
creviculares puede conllevar a una
enfermedad periodontal, mas adn
en aquellas entidades sistémicas, en
donde la susceptibilidad a infecciones
es determinante tal y como ocurre en
la Diabetes Mellitus tipo 2010-14-15-30),
Por tal motivo, al ser los leucocitos



creviculares, células criticas en la
etiologia de la enfermedad perio-
dontal, es necesario conocer més so-
bre su funcién fagocitica, principal
funcién protectora a nivel celular y
tisular®-?-»), mas aun al considerar
a la Diabetes Mellitus tipo 2 como
factor de riesgo en dicha patologia™
10-1318-23) ey consecuencia, es nece-
sario identificar la existencia de
alteraciones en alguno de los pasos
de la fagocitosis y asi proporcionar
informacién cientifica que pueda
contribuir a un adecuado tratamiento
integral del paciente diabético, previ-
niendo de esta forma el desarrollo de
enfermedades periodontales.

Materiales y Método

Seleccion de Pacientes: La inves-
tigaciéon fue llevado a cabo en 56
pacientes con Enfermedad Perio-
dontal: 42 eran diabéticos tipo 2 y
14 eran no diabéticos (grupo control),
comprendidos entre 35 y 74 afios de
edad. Se excluy6 a todo paciente
diabético con tratamiento perio-
dontal previo asi como también a
aquellos que presentan movilidad
dental a causa de trauma oclu-
sal, a los portadores de procesos
inflamatorios, que por si mismos
o por tratamiento de otra entidad
sistémica se encontraran ingirien-
do sustancias anti-inflamatorias que
puedan alterar la composicién del
fluido crevicular. Ningan paciente
recibi6 terapia antibidtica en los seis
meses previos a la recoleccion de la
muestra.

Recoleccion del Fluido crevicular:
Se realizé 50 lavados secuenciales
del creviculo gingival, con el me-
dio de transporte celular (Suero Fetal
de Ternera 20%, M199) usando una
pipeta convencional graduada en 10
ul (Finnpipette-LabSystem); y colec-
cionados en tubos Axigen, estériles.
Luego, fueron centrifugados a 1000
rpm por 10 minutos y lavados 2
veces con PBS, se realizé el conteo
celular en cdmara de Neubauer con
exclusion en Azul de Toluidina al 0,5%
como indicador de viabilidad celular,
las células fueron concentradas en 10°
leucocitos/ml.

Actividad Fagocitica: La Candida
albicans (C.a.) ATCC fue usada como
particula indicadora para determinar

el namero de fagocitos que contienen y
se adhieren a leucocitos. La C.a. ATCC
fue cultivada en agar Sabouraud, lava-
day suspendida en PBS. Fue llevado
a 90°C por 30 minutos sin destruir
su apariencia general, nuevamente
lavadas y suspendidas con PBS mas
Suero Fetal de Ternera 20% (SFT) a
una concentracién final de 5 x 108
C.a. /ml. A continuacién, se tomo
0,2ul de C.a. y se mezclo con 0,2ul
de suero AB Humano a 37° C por 30
minutos (opsonizacién). Se centrifugé
y se lavé con PBS y fueron suspendi-
das con SFT. Luego, se tom6 10 ul de
C.a. y se agrego a 10ul leucocitos a
concentracion de 10® células/ml, se
homogenizé y se colocé en laminas
escavadas (3 pozos) y en una cimara
htimeda, sin condiciones de agitacién,
a 37°C por 30 minutos (Fotos 1y 2).
Se retir6 el sobre-nadante del 2° y 3°
pozo, cubriéndose con 50ul de solu-
cion Eosina Y 0,2% + Azul Toluidina
0,4% observandose al microscopio
a 100x. Se discriminé las C.a. adhe-
ridas (parpuras) de las ingeridas (no
coloreadas) (Fotos 3 y 4). El porcentaje
fue calculado en 100 células viables.

Resultados

La glicemia de los pacientes diabé-
ticos se encontraba compensada en
un 78,6% y solo un 21,4% con valores
clinicamente aceptables (Cuadro 1y 2)
La viabilidad celular de los leucocitos
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creviculares de los diabéticos fue de
88,48 (+-3,76) y en los no diabéticos
de 88,50(+- 3,29).

En lo concerniente al total de leucoci-
tos creviculares que realizan la fagoci-
tosis del patégeno (Candida albicans),
se puede apreciar que en los diabéticos
la actividad fagocitaria fue minima con
22,02(+-7,62) frente al mayor ntimero
de leucocitos activamente fagocitarios
correspondiente a los no diabéticos
78,64(+- 9,20) (Cuadro 3 y 3.1).siendo
la media y la desviacion estandar sig-
nificativamente diferentes,, ademas
de contar con un t= 15,5y un GL = 54
y un p<=0,001

Asimismo, la adherencia leucocitaria
no fue complementada con la ingesta
normal (fagocitosis) de la Candida
albicans en los leucocitos creviculares
de diabéticos con un 21,36 (+-9,20) a
diferencia del grupo control (no dia-
béticos) en donde dicha adherencia
fue complementada normalmente
por la ingesta de la C.a. con un 78,21
(+-7,84) (Cuadro 4 y 4.1) observandose
diferencias significativas presentando
un t=15.4 y un GL=54 y un p<=0,001.
Por dltimo, se aprecia una mayor in-
cidencia de fagocitosis en la gingivitis
en comparacion con la periodontitis
tanto en diabéticos como en el grupo
control. (Cuadro 5) Asimismo, existe
una mayor adherencia leucocitaria sin
ingesta del patégeno en la periodon-
titis del grupo de diabético y control
en comparacién con el proceso de la
gingivitis (Cuadro 6)

Cuadro 1. Distribucién de pacientes segun glicemia

Glicemia frecuencia porcgntaje porcentaje
(mg/dl) valido acumulado
80-95 07 16,7 16,7
96-110 12 28,6 45,2
111-125 05 11,9 57,1
126-140 09 21,4 78,6
141-155 09 21,4 100,0
TOTAL 42 100,0

Cuadro 2. Presencia de micosis en los pacientes diabéticos

Micosis frecuencia porcentaje porcentaje
vélido acumulado
Presenta 36 85,7 85,7
No presenta 06 14,3 100,0
TOTAL 42 100,0
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Cuadro 3. Promedios de LFC segtin ntimero de
Candida albicans que fagocitan

Grupo 1lca. 2ca. 3ca. 4ca. Total c.a.
Diabéti 11,74 0695 0298 038 22,02

abeteos 1460)  (#3,93)  (#2,05) (x0,96)  (£7,63)
Control 36,69 2623 1200 1,69 78,64

ontro (£6,49) (+4,00) (£3,16) (¥275)  (£9,20)

Cuadro 3.1. Valores descriptivos del grupo de LFC que
realizan fagocitosis de C.a.

. error desviacién . .
Grupo media . moda . minimo maximo
estandar estandar
Diabéticos 22,02 1,08 20 7,62 10 42
Control 78,64 2,46 84 9,20 63 90

Cuadro 4. Promedios de LFC que realizan adherencia sin ingesta de C.a.

Grupo lca. 2ca. 3ca. 4ca. Total c.a.
Diabéticos 13,10 33,50 20,95 8,01 78,21
(#9,27) (#9,50) (¥7,83) (+6,53) (+7,84)
Control 08,38 08,08 02,69 0,92 21,36
(*287) (¥585) (#1,65) (1,55) (¥9,20)

Cuadro 4.1. Valores descriptivos del grupo de LFC que
realizan adherencia sin ingesta de C.a.

. error desviacion . ..
Grupo media . moda . minimo maximo
estandar estandar
Diabéticos 78,21 1,21 80 7,84 58 90
Control 21,36 2,46 16 9,20 10 37

Cuadro 5. Promedios de LFC que fagocitan C.a. segin grupo
y condicién periodontal

Grupo Condicién lca. 2ca. 3ca. 4ca.
s Gingivitis 14,2 17,5 4,5 04
Diabéticos  periodontitis 11 08 04 04
Control Gingivitis 40 34 13 04
oML Periodontitis 3657 28 11 04

Cuadro 6. Promedios de LFC que realizan adherencia sin ingesta de C.a.
segin grupo y condicion periodontal

Grupo Condicién lca. 2ca. 3ca. 4ca.
Diabéti Gingivitis 11,53 34,6 23,4 13
1abCUCOS  poriodontitis 1576 34,6 21,2 9,92
Control Gingivitis 07 7,5 04 04
Periodontitis 10 09 04 04
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Discusion

Este estudio permiti6 confirmar la pre-
sencia de un gran nimero de células
obtenidas de los lavados creviculares,
tanto en los pacientes diabéticos como
en los controles, siendo la mayoria de
las células de defensa neutréfilos
PMNs, tal y conforme se reportaron
en otros estudios®. Todo paciente
diabético mantenia valores de glice-
mia aceptables tanto por la OMS y
la ADAG#9. La investigacién tuvo
como indicador de la fagocitosis
a la Candida albicans, teniendo en
cuenta que, la Diabetes Mellitus es
un factor predisponente a Candidia-
sis oral®?® (Cuadro 2) hallandose,
que el sistema inmunolégico de
los pacientes diabéticos no realiza
una adecuada ingestién de la Can-
dida albicans probablemente por
presentar problemas en el sistema
inmunolégico del diabético y no
reconoce al patégeno como anti-
geno, incrementando la posicion
de que existe una alteracién en la
fagocitosis en los leucocitos cre-
viculares que pueden condicionar
a una Enfermedad Periodontal. La
pobre ingesta de los patégenos por
parte de los leucocitos creviculares
de diabéticos en comparacién con el
grupo control hallados en el presente
estudio, nos demuestra que existen
alteraciones fagocitarias (Cuadro 3
y 3.1). Este hallazgo se respalda en
la mayor adherencia sin ingesta de
patégenos por parte de los leucocitos
de los mismos diabéticos en compa-
racién con los de control (Cuadro 4 y
4.1) ; probablemente debido a diversos
factores como la microangiopatia
diabética® hiperglicemia, factores
moleculares - inmunolégicos como
el TNF alfa® que impide una res-
puesta tisular efectiva ante factores
irritativos, una menor afluencia de
células de defensa y una irregular
captacion de glucosa extracelular
presente en el fluido crevicular®*
22228 fuente principal de energia
para los fenémenos de glucdlisis,
y que impedirian una adecuada
realizacion de la Quimiotaxis lo
cual desencadenaria en una pro-
bable Fagocitosis frustrada®**9-227)
en el diabético en donde el fagocito



se adhiere al patégeno y degranula,
descargando su contenido intracelular
de lisosomas y granulos especificos
y azurdfilos, pero no fagocita®. Por
altimo, en lo que concierne a la fa-
gocitosis en relacién a los diferentes
tipos de enfermedades periodontales
(Cuadro 5y 6), se evidencia una mayor
actividad fagocitica en la gingivitis en
comparacion con la periodontitis y por
otro lado la existencia de una mayor
adherencia leucocitaria sin ingesta
de patégenos en la periodontitis en
comparacion con la gingivitis, tanto
en los diabéticos como en el control,
esto puede ser considerado por su
diferencia etiolégica y/o tiempo del
proceso patoldgico.

Al término del estudio se lleg6 a las
siguientes conclusiones:

. La Diabetes Mellitus tipo 2 provoca
una reduccién en la funcién fago-
citica de los leucocitos creviculares
condicionando a una enfermedad
periodontal.

. La adherencia leucocitaria, sin com-

plemento fagocitario (ingesta del pa-
tégeno), son evidencias claras de que
existen alteraciones en la fagocitosis
de los leucocitos creviculares de los
pacientes diabéticos con enfermedad
periodontal.

. En la Gingivitis, se produce una
mayor accion fagocitica que en la pe-
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riodontitis, tanto en el diabético como
en los no diabéticos.

. En la periodontitis, se produce una
mayor adherencia leucocitaria sin
ingesta del patégeno en comparaciéon
con la gingivitis, tanto en diabéticos
como en no diabéticos.

. La incidencia y la gravedad de la
enfermedad periodontal estd condi-
cionada a numerosos factores, pero
en la Diabetes Mellitus tipo 2 lo mas
preocupante es la deficiencia inmuno-
logica que existe ante la agresion de
microorganismos patdgenos, debido
a una deficiente fagocitosis por parte
de los leucocitos creviculares.
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Foto 1: Leucocito del Fluido Crevicular (LFC) en plena
fagocitosis: Iniciando englobamiento de la C. albicans

1000 x

(abajo) y concluyendola (arriba). Magnificacion 1000 x

Foto 3: LFC se evidencia las C. albicans adheridas no

fagocitadas (color piirpura - flecha corta) de las fagocitadas
(no coloreadas - flecha larga) Coloracion Eosina Y + Azul

toluidina ( 1000 x)

Foto 2: LFC culminando la fagocitosis. Magnificacion

Foto 4: LFC de diabético se evidencia que solo las C.albicans
son adheridas (color piirpura - flechas) y no son fagocitadas.
Magnificacion 1000 x
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