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RESUMEN

El proposito del presente estudio fue cuantificar la presencia de la quimiocina CCL5 (RANTES)
en Liquido Crevicular Gingival (LCG) de pacientes con Periodontitis Cronica (PC) y/o Diabetes Mellitus
tipo 2 (DM2). Se realizd un estudio comparativo, transversal en 40 pacientes. Se tom¢ LCG de bolsas
periodontales y surcos gingivales de 4 grupos de pacientes (10 por grupo de estudio), se excluyo a los
pacientes que recibieron tratamiento periodontal, antibidtico y antiinflamatorio 6 meses anteriores al
estudio o cursaron con alguna enfermedad sistemica distinta a DM2. Las concentraciones de CCL5 se
determinaron mediante ensayos LUMINEX de seleccion magnetica. Se realizd estadistica descriptiva,
prueba ANOVA de una via, T de student y correlacion de Pearson. La cuantificacion de CCL5 fue mayor
en los pacientes que presentaron ambas enfermedades, seguidos del grupo con solo PC, los sanos vy el
grupo con solo DM2. No se encontro diferencia significativa entre los grupos y no hubo correlacion entre
las cuantificaciones y los indicadores glicémicos. A pesar de que las diferencias no fueron significativas,
el grupo de pacientes con ambas enfermedades presento la mayor cuantificacion de CCL5. La expresion
de CCL5 en LGC debe considerarse un potencial inductor de destruccion periodontal, su determinacion
podria ser Util para monitoreo de la salud/enfermedad de los tejidos periodontales.
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ABSTRACT

The purpose of the present study was to quantify the presence of chemokine CCL5 (RANTES)
in gingival crevicular fluid (LCG) in patients with chronic periodontitis (PC) and / or type 2 diabetes
mellitus (DM2). A comparative cross-sectional study was conducted in 40 patients. LCG was taken
from periodontal pockets and gingival grooves from 4 patient groups (10 per study group); patients
who received periodontal, antibiotic and anti-inflammatory treatment 6 months prior to the study or
who had systemic disease other than DM2 were excluded. Concentrations of CCL5 were determined by
LUMINEX® assays. Descriptive statistics, one-way ANOVA, Student's T, and Pearson's correlation were
performed. The quantification of CCL5 was higher in the patients who presented both diseases, followed
by the group with only PC, healthy and the group with only DM2. No significant difference was found
between groups and there was no correlation between quantifications and glycemic indicators. Although
the differences were not significant, the group of patients with both diseases had the highest CCL5
quantification. The expression of CCL5 in LGC should be considered as a potential inducer of periodontal
destruction, its determination could be useful for monitoring the health/disease of periodontal tissues.
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INTRODUCCION

La Periodontitis Cronica (PC) es una
enfermedad inflamatoria progresiva que afecta los
tejidos de soporte dentarios, causando reabsorcion del
hueso alveolar y una constante pérdida de colageno
y matriz extracelular (1, 2). Esta enfermedad es
desencadenada por microorganismos especificos
desarrollados en un biofilm subgingival desde
donde se libera una gran cantidad de factores
de virulencia que evaden la respuesta de defensa
del huésped causando dafio a las células y tejidos
mediante la desregulacion de las interacciones
inflamatorias (3-5).

En presencia de Diabetes Mellitus tipo 2
(DM2) se altera la adherencia de los neutrofilos,
su quimiotaxia y fagocitosis y se induce a la
generacion de un fenotipo hipersensible de
monocitos/macrofagos, favoreciendo la persistencia
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bacteriana en la bolsa periodontal y el notable
aumento en la produccion de quimiocinas y otros
mediadores proinflamatorios (6-8). El efecto de
estas alteraciones inmunitarias en el huésped es
un aumento de la inflamacion periodontal, pérdida
de insercion y disminucion de la masa 6sea (9-11).

CCL5 (RANTES) es una quimiocina de la
subfamilia CC especifica para tipos celulares que
expresan receptores transmembrana de tipo CCR1,
CCR3y CCR5 presentes en linfocitos Th1, monocitos/
macrofagos, células dendriticas, basofilos 'y
eosindfilos, induciendo su activacion, polarizacion,
proliferacion y quimiotaxis (12, 13). Mientras los
linfocitos Th1 son considerados la mayor fuente de
RANK-L, molécula potencialmente inductora para
la activacion de los osteoclastos en las patologias
periodontales, las células dendriticas y macrofagos
son potenciales precursores de osteoclastos,
reforzando el rol de ésta en la pérdida 6sea (14, 15).
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CCL5 se ha encontrado especificamente en
tejidos periodontales de sujetos periodontalmente
comprometidos, comparados con controles, y su
concentracion disminuye en el liquido crevicular
después de aplicada la terapéutica periodontal.
In vitro se han obtenido diferentes respuestas
dependiendo de su concentracion, debajo de 100
nM RANTES ha presentado Unicamente actividad
quimiotactica, mientras que concentraciones
arriba de 100 nM inducen a la activacion de células
T, sugiriendo que ambos tipos de respuesta,
dependientes de la concentracion, pueden tener un
importante rol en el establecimiento y progresion
de la periodontitis (15).

El objetivo del presente estudio fue cuantificar
la presencia de la quimiocina CCL5 (RANTES) en
Liquido Crevicular Gingival (LCG) de pacientes con
Periodontitis Cronica (PC) y/o Diabetes Mellitus
tipo 2 (DM2).

METODOLOGIA

Los sujetos para el presente estudio fueron
seleccionados del Servicio de Atencion del Posgrado
de Periodoncia de la Facultad de Odontologia
de la Universidad Autonoma de Yucatan. Para la
determinacion de DM2 se siguieron los criterios
establecidos por la American Diabetes Association
en 2010 [16], utilizando pruebas de hemoglobina
glucosilada (HbA1c) y glucosa en sangre,
considerando valores de >6.5% de HbA1c como
diabetes y <5.6% como parametros normales,
y valores de glucosa en ayunas (8 a 10 horas)
>126 mg/dL como diabetes y <100 mg/dL como
normales. Paraladeterminacion de PC de moderada
a severa se utilizaron los criterios establecidos
por la American Academy of Periodontology 1999
[17], considerando al menos 5 a 6 dientes con
bolsas periodontales >4 mm de profundidad,
pérdida de insercion >3 mm, sangrado al sondeo y
evidencia radiografica de pérdida ¢sea. Para este
fin se utilizd sonda periodontal North Carolina (Hu-
Friedy) sondeando 6 sitios por diente de acuerdo

al 5° Taller Europeo de Periodontologia (17), todos
los dientes fueron sondeados con excepcion de l0s
terceros molares. Se excluyd a aquellos sujetos
que recibieron tratamiento periodontal, antibiotico
y/o antiinflamatorio 6 meses anteriores a la
examinacion o cursaron con alguna enfermedad
sistémica distinta a DM2. Se evaluaron 4 grupos de
estudio: Grupo 1 (pacientes con DM2 y PC), Grupo
2 (con solo PC), Grupo 3 (con solo DM2) y Grupo
4 (aparentemente sanos). Los sitios a muestrear
fueron en los Grupos 1y 2 una bolsa periodontal
>4 mm con pérdida de insercion clinica >3 y en
los Grupos 3y 4 el surco gingival mesiovestibular
del primer molar inferior. EI LCG fue recolectado de
acuerdo al siguiente protocolo: previo aislamiento
del diente con un rodete de algodon se removio
la placa supragingival utilizando curetas (Hu
friedy, Gracey), el sitio fue secado con aire para
introducir tiras de Periopapers (OralFlow) en el
surco o bolsa hasta resistencia dejando en el
sitio por 30 segundos, las tiras contaminadas con
saliva o sangre fueron excluidas de la muestra.
Las tiras se colocaron inmediatamente en tubos
Eppendorf estériles y se almacenaron a -70°C
hasta su analisis. Posteriormente, el LCG fue
extraido a través elusiones de PBS-T al 0.05%
por centrifugacion a 12,000 revoluciones por
5 minutos a 4°C para alcanzar una elusion final
de 80 pL, de los cuales 30 pl fueron sometidos a
prueba Luminex de seleccion Magnética de la casa
comercial R&D (No. De catalogo RD-LXSAHM-02)
para determinar los niveles de RANTES en cantidad
total (pg) y concentracion de acuerdo a la formula
RANTES (pg)/ volumen (uL).

Al determinar la normalidad de las variables
a contrastar mediante prueba Shapiro-Wilk, se
realizd6 ANOVA de una via (Post Hoc DMS) para
edad, HbA1c, glucosa en sangre, profundidad
al sondeo y la cuantificacion de CCL5 entre los
4 grupos de estudio y prueba T de student para
pérdida de insercion entre los grupos con PC y
la cuantificacion de CCL5 entre cada uno de 10s
grupos enfermos con los sanos. Adicionalmente, se
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realizd correlacion de Pearson entre el porcentaje
de HbA1c y los niveles de CCL5, se consider¢ el
nivel de significancia estadistica p<0.05.

RESULTADOS

Se estudiaron 40 muestras de LCG de 40
sujetos, 62.5% (n=25) mujeres y 37.5% (n=15)
hombres. Las caracteristicas generales de la
poblacion de estudio se describen en la Tabla 1.
El rango de edad de la muestra fue de 25 a 65
afios, la media para mujeres fue de 46.28+12.63
anos y para hombres de 46.38+15.42 afios no
encontrandose diferencia significativa en la edad
entre sexos (p=0.975), pero si al comparar las
edades entre los 4 grupos (p<0.001).

El 50% de los participantes fueron
clasificados con DM2, 4 (20%) de los cuales
presentaron buen control segun los marcadores
glicémicos, 7 (35%) un control medio y 9 (45%)
fueron no controlados. 70 % (n=14) fueron
mujeres y 30% (n=6) hombres, encontrandose en
ellas un peor control glicémico segun las cifras
de HbA1C. Se observd diferencia significativa
(p<0.001) entre los niveles glicémicos reportados
entre los cuatro grupos (Tabla 2).

Los individuos con PC, pertenecientes a los
grupos 1y 2, presentaron en conjunto una mayor
frecuencia de PC generalizada moderada con un
80% (n=16,) y en menor escala de PC generalizada
severa con un 20% (n=4,). Se observd una mayor
experiencia de enfermedad periodontal de moderada
a severa en el sexo femenino en la poblacion de
estudio. Los sitios periodontales, surco o bolsa,
elegidos para recoleccion de LCG en cada grupo
de estudio se describen en la Tabla 2.

Seencontrddiferenciasignificativa(p<0.001)
al comparar la profundidad al sondeo periodontal
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del surco/bolsa entre los 4 grupos. Por otra lado,
al comparar la pérdida de insercion presentada
en los grupos periodontalmente comprometidos
(1y 2), esta no fue estadisticamente significativa
(p=0.413).

La cuantificacion de la expresion de CCL5
(RANTES) fue analizada en 20 muestras de LCG por
grupo, 20 sitios periodontalmente enfermos y 20
sitios periodontalmente sanos fueron estudiados.
Los valores encontrados en cada grupo se describen
en la Tabla 3. Las cuantificaciones mayores fueron
observadas en el grupo de sujetos con ambas
enfermedades, seguidos de los que solo presentaron
PC, los que solo presentaron DM2 y por los sanos que
presentaron los menores niveles; sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas al contrastar
los valores obtenidos en los 4 grupos (p=0.382).
De igual manera, al analizar las variaciones en la
cuantificacion entre los grupos con una o ambas
enfermedades frente al grupo de pacientes sanos,
las diferencias no fueron significativas para DM2/
PC (p=0.182), PC (p=0.882) y DM2 (p=0.748).
No se encontraron diferencias significativas al
comparar los valores de cuantificacion entre los
grupos con diabetes (p=0.121), los grupos con
periodontitis (p=0.361) y por sexo (p=0.334)
teniendo en este caso medias de cuantificacion
total de RANTES de 47.68+10.177 pg para
mujeres y 45.84+6.284 pg para hombres.

Adicionalmente, se realizd una correlacion
de Pearson entre los indicadores del estado
glicémico utilizados y las cuantificaciones de CCL5,
encontrandose que no existe correlacion entre 1os
valores de hemoglobina glucosilada y los niveles
de RANTES, tanto de concentracion (pg/pL) como
en cantidad total (pg) en los 4 grupos de estudio:
DM2/PC (r=0.019, p=0.937), PC (r=-0.124,
p=0.602), DM2 (r=-0.068, p=0.775), sanos (r=-
0.001, p=0.995).
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Table 1. Caracteristicas generales de la poblacion y su distribucion por sexo en cada uno de los grupos.

Grupo 1: DM2/PC Grupo 2: PC Grupo 3: DM2 Grupo 4: Sanos Valor de P
Sexo 7M/3H 7 M/3H 7M/3H 4M/6H
Edad (afios) 50.7+10.6 45+10.349 54.5+11.6 28.4+5.45 <0.001*
(34-64) (28-65) (35-65) (25-43)
HbA1C (%) 9.03+2.01 5.7+0.38 7.29+1.19 5.53+0.37 <0.001*
(5.9-12.0) (5.1-6.2) (6.1-10.4) (4.9-6.1)
Glucosa en 232+88.7 93.2+7.40 126.70+30.64 87.5+£8.73 <0.001*
sangre (mg/dL) (112-360) (83-110) (94-187) (75-104)

* Se encontraron diferencias significativa (p<0.001) mediante ANOVA de un factor.

Table 2. Profundidad en mm del surco/bolsa periodontales elegidos en cada uno de los grupos para
recoleccion de LCG.

Grupo 1: DM2/PC Grupo 2: PC Grupo 3: DM2 Grupo 4: Sanos Valor de P
Media de 5.20+1.39 8.20+2.82 2.90+0.31 2.70+0.48 <0.001*
profundidad de
surco/bolsa
(en mm)
Media de pérdida 6.90+2.55 7.80+1.87 0.00 0.00 0.381*

insercion (en mm)

*ANOVA de un factor ** T de Student para grupos 1y 2.

Table 3. Promedio de los valores obtenidos en la cuantificacion de CCL5 en los grupos.

Grupo 1: DM2/PC Grupo 2: PC Grupo 3: DM2 Grupo 4: Sanos Valor de P
Concentracion en 1.372+0.347 1.240+0.360 1.150+0.060 1.104+0.065
pg/uL (1.10-2.16) (1.10-2.16) (1.10-1.28) (1.0-1.1.18) 0.382+
Valores totales en  54.880+13.913 49.600+14.414 46.0+2.422 44.160+2.634
pg (44.0-86.4)* (44.0-90.4)** (40.0-51.2)*** (40.0-47.2)

+ANOVA de un factor. *T de Student para comparar valores entre pacientes grupo 1y 4, p=0.182. **T de Student para comparar valores
entre pacientes grupo 2 y 4, p=0.882. ***T de Student para comparar valores entre pacientes grupo 3y 4, p=0.748.
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DISCUSION

Los datos del presente estudio sugieren
que esta quimiocina se encuentra presente en
LCG tanto de los sujetos comprometidos con una
0 ambas enfermedades como de los sanos con
pobres variaciones.

Gamonal et al (14, 18) determinaron mayores
niveles de CCL5 en sitios que presentaron actividad
periodontal (47.02 pg/ 49.64 pg/pL) después de 2
meses de seguimiento comparados con sitios que
no evidenciaron actividad en el mismo paciente
(37.55 pg/47.53 pg/uL), datos que coinciden con
el presente estudio para sitios periodontalmente
comprometidos frente a sitios sanos. Sin embargo,
los resultados discrepan con otros estudios (19-21)
en cuanto a los niveles reportados para los sitios
control, en los que se observo una cuantificacion
hasta 50% mayor en los niveles de CCL5.

Thunell et al (22) determinaron una
reduccion en los niveles de CCL5 después de
instaurada la terapéutica periodontal, medias de
115 pg en sitios periodontalmente comprometidos
y de 58 pg en sanos al inicio del estudio, y de 27y
30 pg respectivamente al final del tratamiento. Las
cuantificaciones obtenidas en el presente estudio
para sitios enfermos fueron menores en pacientes
diabéticos y no diabéticos, variacion inherente a
las diferencias en el disefio de los estudios; el
curso de la enfermedad fue mas grave en su grupo
de pacientes muestra, determinaron sitios sanos
y enfermos en el mismo paciente comprometido
con PC, y los sitios a muestrear se determinaron
después de un periodo de 2 meses de seguimiento.
El incremento en los niveles de CCL5 en pacientes
con periodontitis, en acuerdo con los resultados
del presente reporte, también ha sido descrito por
otros autores (13, 19, 20, 23).
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No se encontraron estudios similares en
los que se cuantifique la expresion de CCL5 en
LCG de pacientes diabéticos. Sin embargo, niveles
séricos mayores han sido reportados (28.29 ng/
mL) en presencia de DM2 en comparacion con
pacientes normoglicémicos (19.23 ng/mL) (24).
Se ha reportado que en LCG de sujetos con DM2 'y
PC existen niveles significativamente mayores de
IL-163 al compararlos con sujetos sanos en similar
condicion periodontal (25-27), misma situacion
es atribuida a los niveles de IL-6 y TNF-a cuando
se han comparado pacientes portadores de ambas
enfermedades con controles sanos (28, 29). Por
otro lado, las diferencias entre los grupos con DM2
fueron muy pobres a diferencia de Kardesler et al
(27), Viera Ribeiro et al (29), Navarro-Sanchez et al
(28), que han encontrado niveles significativamente
mayores de IL-18,IL-6, IL-8, TNF-a, IFN-y, MMP-8
y MMP-13 en pacientes con DM2 y PC.

Duarte et al (29) reportaron en sitios enfermos
con periodontitis en presencia de DM2 no controlada
niveles significativamente mayores de eotaxina,
MIP-1a, IL-6, TNF-o € IL-12 al compararlos con
pacientes sanos, situacion atribuible a CCL5 en
el presente estudio. Sin embargo, en su grupo de
estudio estos presentaron un mayor nivel en sitios
sanos de pacientes diabéticos que en pacientes
control, situacion que discrepa con nuestros
resultados para RANTES.

Se espera que los resultados del presente
estudio sirvan como base para futuras investigaciones
en el campo de biologia celular aplicada al
LCG. El uso de la tecnologia LUMINEX® puede
conducir a una mejor comprension en el perfil
que los principales mediadores inflamatorios
pudieran presentar en pacientes con distinto tipo
de compromiso tanto periodontal como sistémico.
La expresion de CCL5 en LGC debe considerarse
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un potencial inductor de destruccion periodontal,
su determinacion podria ser Util para monitoreo de
la salud/enfermedad de los tejidos periodontales.

CONCLUSIONES

Se observd en los sujetos con ambas
enfermedades la mayor cuantificacion de CCL5,
mayores niveles de glicemia en sangre y de igual
manera una mayor frecuencia de periodontitis
cronica severa y mayores niveles de pérdida
de insercion en los sitios de muestreo. Las
diferencias entre los 4 grupos de estudio no fueron
significativas, misma situacion al comparar los
grupos con DM2 y los grupos con PC. Las mujeres
presentaron una mayor cuantificacion de CCL5
que los hombres una mayor experiencia de PC de
moderada a severa, mayor experiencia de DM2 y
un peor control en los niveles glicémicos. No se
encontro correlacion entre las cuantificaciones
para CCL5 y los marcadores glicémicos.
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