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ResumEn 

Objetivo: Comparar los niveles de IL-2, IL-17, IL-8 y MCP-1 en fluido crevicular gingival en los grupos con Periodontitis Crónica Moderada (PCM) de 1 y más de 10 años de diagnóstico de Diabetes Mellitus Tipo 2 ( DMT2).

Material y métodos: Estudio transversal comparativo, multicéntrico en 60 sujetos divididos en 4 grupos: 1) sanos (control), 2) con PCM, 3) con PCM y de recién diagnóstico de DMT2, y 4) con PCM de más de 10 años de diagnóstico de DMT2.  Se realizó historia clínica y se obtuvo una muestra de sangre periférica para analizar glucosa, HbA1c y perfil lipídico. Se realizó una evaluación periodontal. Se colectó FCG y se almacenó a -20°C para cuantificar los niveles de citocinas IL-2 e IL-17 y de las quimiocinas IL-8 y MCP-1 por citometría de flujo. Se utilizó ANOVA o Kruskal-Wallis para analizar las diferencias entre los grupos. Para las correlaciones se utilizó la prueba de Pearson o la correlación de Spearman. Resultados: Los sujetos del grupo control y PCM fueron diferentes de los otros grupos en los niveles de glucosa (p<0.00001) y HbA1c (p<0.00001). Los sujetos sanos mostraron mejores valores en los  parámetros periodontales con respecto a los otros grupos. Los niveles de IL-8 en el grupo control fueron significativamente superiores (p<0.009) con respecto a los otros grupos. Conclusiones: Se observa una tendencia a un deterioro en los parámetros periodontales en los pacientes con PCM de con más de 10 años de DMT2. Los niveles de IL-8 en los sujetos con PCM y de ≤1 año de DMT2 y MCP-1 correlacionaron con los parámetros periodontales en sujetos con PCM y DMT2.

1. INTRODUCCIÓN

La periodontitis crónica es esencialmente una enfermedad de larga duración que inicia y progresa sobre las superficies dentales y el periodonto (1). Se ha reportado que varios mediadores pro-inflamatorios y metaloproteinasas de matriz se expresan en la enfermedad periodontal como resultado de la activación de los mecanismos inmunes inducidos por las bacterias principalmente gramnegativas. Las citocinas son liberadas en los tejidos periodontales por fibroblastos, células endoteliales, macrófagos, osteoclastos, células epiteliales, neutrófilos, monocitos, linfocitos, y mastocitos (2), lo cual provoca destrucción de los tejidos periodontales. Algunas citocinas como la IL-17 desempeñan un papel proinflamatorio que estimula una variedad de células a producir mediadores inflamatorios (3). Se ha descrito que la IL-17, secretada por los linfocitos T colaboradores Th17, está asociada con la periodontitis crónica (4), sugiriendo que esta interleucina puede contribuir a la destrucción del tejido periodontal. En cambio la IL-2 que es secretada principalmente por los linfocitos Th1, es capaz de regular el crecimiento de otros linfocitos T y su deficiencia  puede generar respuestas inmunes descontroladas por parte de éstas células (5).
Otro mediador con efectos proinflamatorios es la proteína quimioatrayente de los monocitos-1 (MCP-1) la cual es una importante quimiocina responsable de la iniciación, regulación y movilización de los monocitos a los sitios activos de inflamación periodontal severa. Se presenta a la IL-8 y al ICAM-1, como las moléculas orquestadoras de la transmigración del neutrófilo en el tejido periodontal sano (6). Además de encontrarse en leucocitos y microvasculatura, la IL-8 y sus receptores se encuentran en otras células del tejido periodontal como en queratinocitos y fibroblastos, lo cual indica que estas células son también importantes en la defensa del hospedero (7).
Existen numerosos reportes sobre la interacción de la periodontitis con la Diabetes Mellitus Tipo 2 (DMT2) (8). Los sujetos con DMT2 tienen un riesgo de 2 a 3 veces mayor de padecer periodontitis; siendo ésta también la sexta complicación de la DMT2 (9). 
La DMT2 es un trastorno metabólico caracterizado por hiperglucemia crónica debido al resultado de la resistencia a la insulina, combinado con la falla para producir suficiente insulina para compensar esta resistencia (10). 
En la DMT2 se ha registrado una respuesta de fase aguda mediada por citocinas en curso activadas por el sistema inmune innato y componente celular, las cuales están estrechamente implicados en la patogénesis de la DMT2 y en sus complicaciones (11). Todos estos cambios dañan los tejidos periodontales, provocando enfermedad periodontal. A su vez esto provoca un estado catabólico mediado por esta respuesta inflamatoria y suprime vías anabólicas como la de la insulina (12). 
El tiempo de diagnóstico de la enfermedad es importante para determinar las complicaciones que puede llegar a tener el sujeto diabético, ya que se ha demostrado que aquellos con un tiempo mayor del diagnóstico, llegan a presentar crisis hiperglicémicas lo que puede exacerbar indirectamente la respuesta inflamatoria en los tejidos (13). Los sujetos con más de 10 años de diagnóstico presentan distintos tipos de complicaciones que aquellos con un diagnóstico reciente de DMT2 (14). A nivel periodontal demostraron en sujetos con DMT2 con más de 5 años de diagnóstico y periodontitis crónica, la presencia de linfocitos B, macrófagos y linfocitos T en el periodonto, además el infiltrado celular estaba compuesto principalmente por linfocitos T, los cuales participan en la activación la diferenciación de los linfocitos B y los macrófagos (15). Por otro lado en sujetos con más de 10 años del diagnóstico reportó que el infiltrado linfocitario era menor, lo cual demuestra cambios a nivel del sistema inmune en los sujetos diabéticos con el tiempo del diagnóstico y avance de la enfermedad (16).
Todavía falta comprender varios mecanismos biológicos involucrados en la periodontitis en sujetos con DMT2 (17). No hay estudios previos que hayan tomado en cuenta el tiempo de diagnóstico de la DMT2 y poder determinar el efecto que ésta tiene a través de su avance sobre la enfermedad periodontal a nivel biológico e inmune, como es que esta enfermedad repercute en los mecanismos de defensa en comparación con aquellos que no la padecen. 
Objetivo general
Cuantificar los niveles de IL-2, IL-17, IL-8 y MCP-1 en fluido crevicular gingival en los grupos con PCM de 1 y más de 10 años de diagnóstico de DMT2. 
2. MATERIAL Y MÉTODOS

Se invitaron a participar a sujetos de ambos géneros, de entre 35 a 60 años para formar cuatro grupos de acuerdo a los siguientes criterios de selección:

Criterios de inclusión: Sujetos entre 35 a 60 años, criterios de la Academia Americana de Periodontología, que no estén tomando glucocorticoides, inmunosupresores, o medicamentos que pudieran afectar la encía, sin bruxismo o hiperplasia gingival, sin haber recibido terapia periodontal por lo menos hace 6 meses, sin tabaquismo, o haberlo dejado recientemente, embarazo, lactación, ni enfermedad autoinmune ó cáncer.
Los sujetos en los cuatro grupos se parearon de acuerdo al grado de enfermedad periodontal.
Criterios de exclusión todos los grupos: Aquellos que no firmaron el consentimiento informado porque no desearon participar en el estudio, que no acudieron a la toma de sangre, FCG o Periodontograma. 
Tipo de estudio: Estudio transversal comparativo, multicéntrico. 
Consideraciones éticas

La presente investigación cubre los criterios definidos internacionalmente en esta materia (Declaración Helsinky, Nuremberg), y conforme al artículo 17 del Reglamento General de Salud en Materia de Investigación para la Salud: investigación con riesgo mínimo. 
Medición de parámetros clínicos

Se  realizó una historia clínica que incluyó datos sobre: Edad, sexo, peso y estatura para calcular el IMC, tabaquismo, alcoholismo, uso de medicamentos, enfermedades diagnosticadas, etc. y un cuestionario modificado de hábitos e higiene bucal. 

Se realizó una toma de muestra de sangre periférica después de un ayuno de 10 horas para evaluar los siguientes parámetros: Glucosa, colesterol total, HDL, LDL, VLDL y triglicéridos con el fin de conocer el perfil de lípidos y Hemoglobina glucosilada (HbA1c). 

Medición de parámetros periodontales

La evaluación  periodontal se realizó en una sola cita por un mismo examinador.  Se registró la condición total de cada diente presente de cada paciente en un periodontograma, se tomaron las siguientes mediciones: profundidad de bolsa periodontal bucal y lingual, recesión bucal y lingual, pérdida de inserción bucal y lingual, sangrado gingival, pérdida dental, índice gingival (IG) de acuerdo a los criterios de Löe y Silness movilidad dental de acuerdo a los criterios de Laster.

Colección de Fluído Crevicular Gingival (FCG)

Se colectó el FCG con la ayuda de tiras periopaper y se almacenó a -20°C para su posterior análisis. Se cuantificaron los niveles de las citocinas IL-2 e IL-17 y de las quimiocinas IL-8 y MCP-1 por citometría de flujo de acuerdo al proveedor.
Análisis estadístico

Se analizaron las variables para conocer si tenían distribución normal antes de realizar las pruebas estadísticas. Se utilizó ANOVA o su equivalente Kruskal-Wallis para analizar las diferencias entre los grupos. Para el análisis de las correlaciones se utilizó Pearson o la correlación de Spearman. En todos los casos el nivel de significancia de p fue menor a 0.05.

3. RESULTADOS

En la tabla 1 se muestran las características de los participantes del estudio. Con respecto a la edad e IMC el grupo de sujetos sanos fue diferente significativamente de los otros tres grupos (p<0.005). Además se observaron mayores niveles de glucosa y HbA1c en los grupos con DMT2 con respecto a los otros grupos sin DMT2 (p<0.03). 

Tabla 1. Características clínicas de los sujetos
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PCM PCM+DMT2<1 p
Génerof/m 4/11 11/4 10/5 14/1

Edad (afios) 37.0:2.9 49.9:5.68* | 47.545.5 56.5+3.6° 0.0000001
:Z:;:g’"” Corporal 23.562.2 29.4:4.7 37,1247 32.3:5.49 0.00001
Glucosa (mg/di) 91.746.3 90.0:13.9° | 151.4:68.0¢ | 156.2+71.5 0.00001
HbAIc % 5.8:0.5 5.4:0.9 7.0:1.67 8.3 1.9 0.00001
Triglicéridos (mg/dI) 121.453.9 | 143.05:76.2 | 214.74185.2 | 158.5:80.7 0.14
Colesterol (mg/dl) 179426.0 | 177.95:38.2¢ | 206.7+35.6¢ | 194.9+36.7 0.02
HDL (mg/dl) 64.7+8.3 61.148.97 68.1+23.8 61.5+8.2 0.5
LDL (mg/dl) 90.1422.6 | 81.27:41.2 | 97.1+37.4 101.7+30.8 0.09
VLDL (mg/dl) 24.2410.8 28.6415.2 41.4:32.5 31.7+16.1 0.14





En la tabla 2 se muestran las determinaciones de citocinas y quimiocinas. Los niveles de IL-2 tendieron a estar más elevados en el grupo con más de 10 años de DMT2. Se observó una diminución de IL-8 en el grupo control con respecto a los demás grupos (p<0.001).

Tabla 2. Valores de citocinas y quimiocinas en los 4 grupos.

	Citocina
	Control

x ± DE
	PCM

x ± DE
	PCM+DMT2≤1

X ± DE
	PCM+DMT2≥10

x ± DE
	p

	IL-2 pg/ml
	0.31 ± 0.43
	0.23 ± 0.34*
	0.19 ± 0.34*
	0.56 ± 0.43
	0.10

	IL-17 pg/ml
	0.99 ± 3.87
	0.23 ± 0.85
	0.77 ± 2.08
	2.66 ± 6.18
	0.62

	MCP-1 pg/ml
	1.06 ± 2.0
	0.3 ± 1.2
	2.97 ± 8.15
	1.61 ± 2.56
	0.17

	IL-8  pg/ml
	2716.2±1201.5
	1569.1±822.8**
	1416.9±843.5**
	1701.5±1433.8***
	0.009


ND = No detectable. *PCM y PCM+DMT2≤1 vs grupo PCM+DMT2≥10  p<0.05. **PCM y  PCM+DMT2≤1  vs control p<0.001. *** PCM+DMT2≥10  vs control p<0.01.

4. CONCLUSIÓN

Se observa una tendencia a un deterioro en los parámetros periodontales en los pacientes con PCM de con más de 10 años de DMT2. Los niveles de IL-8 fueron diferentes en los sujetos sanos en comparación con los sujetos con PCM con y sin DMT2. Los niveles de IL-8 en los sujetos con PCM y de ≤1 año de DMT2 correlacionaron con movilidad y CAL. Igualmente se observó una correlación entre la MCP-1 con los parámetros periodontales en los sujetos con PCM y DMT2. 
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* p<0.0001 vs el grupo control; a p<0.005 vs el grupo control; b p<0.01 control vs PCM; c p<0.01 PCM+DMT2 ≤ 1 y PCM+DMT2 ≥ 10 vs control y PCM; d p<0.03 PCM+DMT2 ≤ 1 y PCM+DMT2 ≥ 10 vs control y PCM; e p<0.02 PCM vs PCM+DMT2 ≤ 1.
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