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La periodontitis juvenil localizada (PJL) se carac-
teriza por presentar una pérdida rapida de la
Insercién del tejido conectivo y el hueso alveo-
lar alrededor de los primeros molares e

incisivos de la denticién permanente. Esta inves-
tigacion se realizé para establecer una relacion
entre el comportamiento In vitro de los polimor-
fonucleares neutréfilos (PMN) y los diferentes
tipos clinicos de la enfermedad.

Se estudiaron 21 pacientes con PJL
clasificados en tres grupos: incipiente, modera-
da y avanzada. Antes de que los pacientes
recibieran algun tipo de tratamiento odontolo-
gico, se les aislaron los neutrofilos y se
estudid, in vitro, la quimiotaxis bajo agarosa y
la actividad metabdlica mediante la quimiolumi-
niscencia dependiente de luminol (QLDL). Las
mismas pruebas fueron practicadas en forma
paralela a un grupo de individuos sanos como
controles.
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Los pacientes con PJL avanzada tuvieron una
disminucion significativa de la quimiotaxis
(p=0.023). Su indice quimiotactico fue de 9.4 £
1.01 mientras el de los controles fue 11.9 +
0.33. De otro lado, la QLDL de los PMN estimu-
lados con forbol miristato acetato (PMA) fue
normal en todos los grupos, comparados con
los controles; en contraste la estimulacion de
los PMN con zymosan opsonizado, evidencié
una actividad metabdlica significativamente
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disminuida en los pacientes con PJL incipien-
te y avanzada: el promedio de produccién de
energia luminica en cpm para el grupo con
PJL avanzada fue 703376 + 74510 y para el de
PJL Iincipiente fue 737000 + 168610; en contras-
te en el grupo control fue 916597 + 47418
(p=0.012).

Estos hallazgos revelan que los pacientes con
PJL conforman un grupo heterogéneo en cuan-
to a la funcién de los PMN. Para esclarecer la
respuesta de los PMN en cada tipo de PJL, se
hace necesario estudiar ia vinculacion entre
los componentes genéticos, el medio ambien-
te y los fenotipos clinicos de ia enfermedad.

PALABRAS CLAVE

PERIODONTITIS JUVENIL LOCALIZADA
NEUTROFILOS

QUIMIOTAXIS

ACTIVIDAD METABOLICA
QUIMIOLUMINISCENCIA

INTRODUCCION

La periodontitis juvenil localizada (PJL) es una
entidad clinica caracterizada por pérdida rapi-
da de la insercién del tejido conectivo y el hueso
alveolar alrededor de los primeros molares e incisivos
de la denticién permamente (1). Afecta a individuos
jévenes, especialmente del sexo femenino, hace par-
te de las periodontitis de aparicién temprana y progre-
SO rapido (2).

Por décadas se crey6 que era un desorden dege-
nerativo, donde los factores sistémicos jugaban un
papel preponderante. Hoy se la considera una infec-
cién, en donde el desequilibrio entre la flora del surco
gingival y el huésped es grande (3). En algunos
estudios se ha encontrado una predisposicién fami-
liar a presentar la enfermedad (4).

Hay evidencias que indican que la mayoria de las
formas de la enfermedad periodontal son causadas por
bacterias como el Actinobacillus actinomicetemcomi-
tans, el Bacteroides gingivalis, la Capnocytophaga spp,
el Fusobacterium nucleatum, el Bacteroides interme-
dius, el Eubacterium spp. y la Eikenella corrodens
(5-10). Esta microbiota oral es capaz de causar una
respuesta inflamatoria y dafo directo al tejido, al secre-
tar toxinas, enzimas o productos téxicos resultantes
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de sus procesos metabodlicos. Algunas exotoxinas
tienen afinidad especifica por diferentes tipos de
células; asi, las leucotoxinas del Staphylococcus au-
reus y del A. actinomicetemcomitans la tienen para
los neutrdfilos. La leucotoxina del A. actinomicetem-
comitans parece tener una relacién con la enferme-
dad periodontal (11).

Las endotoxinas poseen la habilidad de activar a
neutréfilos y macréfagos, los cuales liberan sus en-
zimas lisosomales, producen dafio en el tejido local
y generan péptidos con accién vasoactiva y quimio-
tactica para neutréfilos. Através de este mecanismo,
las endotoxinas son capaces de amplificar la reac-
cién inflamatoria (11).

Enzimas de origen bacteriano: proteasas, colage-
nasas, hialuronidasas y condroitinsulfatasa estan
asociadas al desarrollo de estados avanzados de la
enfermedad periodontal (11).

Varias investigaciones sobre el tratamiento han
mostrado que la PJL puede sertratada exitosamente
como una infeccién bacteriana (12).

Los factores sistémicos que predisponen a la en-
fermedad periodontal son motivo de investigacién.
Informes recientes muestran que 80% de los pacien-
tes de PJL presentan alteraciones en el funciona-
miento de los neutréfilos, que incluyen defectos en
la quimiotaxis a numerosos factores quimiotacticos
(13-15), reduccién de la fagocitosis de bacterias
como Staphylococcus aureus (15) y de hongos como
Candida albicans (16). El defecto quimiotactico esta
asociado a una reduccién en el nimero de recepto-
res para los factores quimiotacticos (15). Se ha des-
crito ademds, un incremento en la generacién de
radicales de oxigeno. Estos metabolitos del oxigeno
parecen tener un papel fundamental en la patogéne-
sis de la PJL (17,18).

Desde el punto de vista etiopatogénico todavia no
se sabe claramente si el dafo tisular de la enferme-
dad periodontal se debe a la toxicidad bacteriana, a
la accién de las células fagociticas, a la respuesta
inmune ante la flora periodontopatégena o a asocia-
cién de todos estos factores, lo que parece més
probable (3).

A pesar de los hallazgos descritos -infeccién y
defectos enlos neutréfilos- la periodontitis es la inica
manifestacién en estos pacientes jévenes, que sis-
témicamente se consideran sanos (3).

Con el fin de determinar la relacidn existente entre
el comportamiento de los PMN y las manifestaciones
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clinicas de la PJL, se realizé la presente investiga-
cién en 21 pacientes con diferentes grados de com-
promiso. Se estudiaron in vitro las funciones de
quimiotaxis y actividad metabdélica de los PMN, en-
contrando disminucién de la primera enlos pacientes
con PJL avanzada y de la segunda en respuesta a
un estimulo particulado en los que tenian las formas
incipiente y avanzada de la enfermedad.

MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron 14 mujeres y 7 hombres con cuadro
clinico odontolégico de PJL, sin otra patologia asociada
y que no hubieran recibido ningun tratamiento previo;
sus edades estaban por debajo de los 30 afos, pues
este es el grupo en que se han descrito las alteraciones
en la quimiotaxis de los PMN (10,16,17).

A los pacientes se les realizé una historia clinica
y odontolégica completa y se les tomaron las respec-
tivas radiografias. Todos los pacientes fueron selec-
cionados en el servicio de periodoncia de Ia Facuitad
de Odontologia de la Universidad de Antioquia y

rango entre 13 y 25 afos (n=21). La edad promedio
y los rangos respectivos para los 3 grupos de pacien-
tes fueron: PJL incipiente 19, 13-24 (n=5), PJL mo-
derada 18.5, 16-24 (n=8) y PJL avanzada 20.6, 16-25
(n=8). En forma paralela se estudiaron como contro-
les 15 individuos sanos (11 mujeres y 4 hombres) con
edad promedio de 27.5 y rango entre 22 y 31 afios
(Tabla N? 1). Aunque se observé una diferencia
estadisticamente significativa entre las edades de los
controles y los pacientes, esto no tiene trascenden-
cia sobre los resultados pues previamente se ha
encontrado que la funcién de los neutréfilos presenta
un comportamiento similar después de la pubentad,
independientemente del sexo (20).

OBTENCION DE LOS POLIMORFONUCLEA-
RES NEUTROFILOS.

Los PMN de todos los sujetos fueron aislados de
sangre venosa periférica heparinizada (10 U/ml).
Después de un proceso de sedimentacién de los
eritrocitos con Dextran 70 al 6% (Pharmacia, Division

TABLA N21

POBLACION DE ESTUDIO

GRUPO MUJERES HOMBRES EDAD PROMEDIO RANGO DE EDAD
Control 11 4 275 22 - 31
PJL incipiente 4 19.0 13-24
PJL moderada 7 18.5 16 -24
PJL avanzada 3 5 20.6 16 -25

remitidos al Laboratorio de Inmunologia de la Facul-
tad de Medicina de la Universidad de Antioquia.

La confirmacién clinica de fa PJL se basé en:

1. Presencia de bolsas periodontales que indica-
ban pérdida de la insercién en mas de un sitio.

2. Serie radiografica sugestiva de pérdida ésea,
frecuentemente de tipo vertical con patrén molar
incisivo que no se asociaba con factores locales.

Los pacientes se asignaron a uno de tres grupos
diferentes segin que presentaran PJL incipiente,
moderada o avanzada, de acuerdo a criterios diag-
nésticos previamente establecidos (1,2,19). El pro-
medio de edad del grupo total fue 19.3 afnos, conun
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Uppsala, Sweden) y centrifugacién en un gradiente
de Ficoll-Hypaque (Ficoll 400, Pharmacia. Hypaque
sédico 50%, The Sidney Ross Co, Cali, Colombia)
400 x g/25 minvd'C, se procedié a realizar la lisis
hipoténica de los gldbulos rojos contaminantes con
agua destilada y cloruro de sodio al 3.5% en una
relacién 2:1. Las células se lavaron con solucién de
Hank (Gibco Laboratories, Grand Island, Biological
Company, NY) mas gelatina 0.1% (Difco Laborato-
ries, Detroit MI) centrifugando a 200 xg/10 min/4°C.
Luego los PMN se llevaron a una concentracién de
50 x 108 células/ml en Hank 1X y se mantuvieron en
hielo mientras eran utilizados. La viabilidad, determi-
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nada por exclusién del azul de tripano, y la pureza,
evaluada por la coloracién con violeta de genciana,
siempre estuvieron por encima del 95% (20,21).

QUIMIOTAXIS DE LOS PMN IN VITRO

Para analizar la migracién de los neutrdfilos se
utilizé una variacién de la prueba de quimiotaxis (QT)
bajo agarosa (20,22). En una caja de petri plastica
de 60 x 15 mm (Nunclon), se deposité una mezcla
de agarosa tipo Il (Sigma Chem Co, St Louis, MO) al
1% en MEM 2x (Gibco Laboratories), Hepes 0.01 M
(Sigma) y una mezcla de sueros humanos normales
al 10% previamente inactivada a 56°C/30 min. Des-
pués de gelificarse se hicieron 6 filas de 3 pozos cada
una. En el pozo externo se depositaron 10 u tde FMLP
(N-Formyl-Metionil-Leucil-Fenilalanina) 4.5 x 10-2M
(Peninsula Laboratories INC, San Carlos, CA); en el
central 10 1 de la suspensiéon de PMN (50 x 106/ml) y
en elintemo 10 p | de Hank mé&s gelatina al 0.1%. Las
cajas se incubaron a 37°C/5% CO2/2 h. Luego se
afadi6 glutaraldehido al 2.5% (Sigma), se dej6 toda
la noche y al dia siguiente se tifid con Wright. La
lectura se hizo en un microscopio de iuz, con un
ocular calibrado (10X) y un objetivo de 3.2X. Se
determiné la distancia recorrida por las células hacia
el factor quimiotactico y hacia el pozo que contenia
la solucién tampén; se promedié la diferencia de las
6 hileras de pozos, con lo cual se obtuvo el diferencial
quimiotactico (DQ).

QUIMIOLUMINISCENCIA DEPENDIENTE DE
LUMINOL

La actividad metabdlica de los neutréfilos se estu-
dié por medio de una prueba de QLDL (23-25). En
viales de polipropileno (Wheaton Scientific, Omni-
Vials, Milville, NJ) se realizé por triplicado la mezcla
de reaccién, con un volumen final de 2 mi. Los viales
reposo que contenian PBS (solucién salina de fosfa-
tos), Luminol 2.2 x 10-°M (Sigma) y 2.5 x 10%
PMN/ml; los viales con estimulo contenian, ademas
de lo anterior, 100 ng/ml PMA (12-O-tetradecanoyl-
phorbol-13-acetate) (Sigma) o 1.66 mg/ml Zymosan
opsonizado (Zym ops) (Sigma). Los neutréfilos se
anadieron inmediatamente antes de colocar los via-
les en el contador de centelleo B (Beckman LS 3801).
Se registraron 7 ciclos de lectura, con un intervalo de
10 minutos (una hora de observacion).
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Los datos en reposo y con los estimulos se repor-
taron en cpm netas, las cuales se obtuvieron al
substraer la mediana de la lectura de viales blanco
(QL inespecifica) de la respectiva mediana de los
triplicados de reposos y estimulos.

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Para estudiar las diferencias en la respuesta qui-
miot4ctica entre los varios grupos de pacientes con
respecto al grupo control, se realizé un anilisis de
varianza de una via con los DQ obtenidos de cada
individuo (26), para comparar las respuestas en los
cuatro grupos estudiados. Cuando las diferencias
entre las medias fueron estadisticamente significati-
vas con respecto a un nivel critico del 5%, se aplicé
el método de comparaciones multiples de Student
Newman y Keuls (SNK) (27) para decidir cuéles
grupos eran diferentes.

En la QLDL se aplicé un andlisis de varianza de
dos vias, tomando como factores el tiempo y los
grupos de estudio y como variable de respuesta el
nimero de cpm (la media de las medianas de las
cpm dadas por el contador en cada uno de los siete
ciclos estudiados) para los reposos y para cada
estimulo (PMA y Zym ops).

En la aplicacion de los andlisis de varianza se
tuvieron en cuenta las asunciones de homoscedas-
ticidad (prueba de Bartlett) y de normalidad (26).

Parala organizacién y procesamiento de los datos
obtenidos se utiliz6 como hoja electrénica el progra-
ma QUATTRO PROFESIONAL versién 3.0. El pro-
grama utilizado para el analisis estadistico fue el
STATGRAPHICS versién 4.0.

RESULTADOS

La quimiotaxis de los PMN revelé una diferencia
significativa entre los 4 grupos de estudio (p=0.023),
debida a disminucién en el grupo de pacientes con
PJL avanzada, con relacién a los demas grupos de
enfermos y al grupo control (Tabla N2 2).

En cuanto a la actividad metabélica estudiada por
QLDL los PMN activados con PMA mostraron un
comportamiento similar en los grupos de pacientes y
en el de control. En todos los individuos investigados
se observé una cinética de la produccién de fotones
con elevacién rapida a los 10 minutos y caida poste-
rior en el transcurso de los siguientes 50 minutos.
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Este comportamiento se debe a la réapida accién
activadora que tiene este agente promotor de tumo-
res sobre la proteina kinasa C, llevando a una esti-
mulaciéntemprana pero no sostenida de la explosién
respiratoria (23,28). En la gréfica 1 se observa la
cinética de la QLDL estimulada con PMA de los
pacientes con PJL avanzada; no se presenta la de
los deméas grupos pues no se observan diferencias
importantes.

Los neutrdfilos activados con Zym ops mostraron
diferencias en la actividad metabdlica entre los varios
grupos estudiados. El andlisis de varianza de dos
vias evidencié que la diferencia era estadisticamente
significativa (p=0.012) (Tabla N2 3). Hubo disminu-

cién en la produccién de fotones por parte de los
neutréfilos de los sujetos con PJL incipiente y avan-
zada con relacion al grupo control. Con este agente
particulado los PMN mostraron una cinética caracte-
ristica en la produccién de energia luminica. Se ob-
servd elevacién sostenida en los niveles de QLDL,
entre el tiempo 0 y los 20 minutos y estabilizacién
después de este ciclo, lo que se explica porque la
tagocitosis desencadenada por este estimulo lleva a
la generacioén sostenida de los metabolitos respon-
sables de la QLDL (24,28). Se muestra la cinética de
la QLDL estimulada con Zym ops en los pacientes
con PJL avanzada en la grafica N2 2.

TABLA N22
COMPARACIONES MULTIPLES PARA QUIMIOTAXIS

METODO: MINIMA DIFERENCIA SIGNIFICATIVA

Grupo n X+ EE. Grupos homogéneos
Control 15 11.931 + 0.328
PJL incipiente 5 13.130 * 1.165
PJL moderada 8 11.636 + 0.880
PJL avanzada 8 9.414 £ 1.013
TABLA N23

COMPARACIONES MULTIPLES PARA QLDL DE PMN ESTIMULADOS CON ZYMOSAN OPSONIZADO

METODO: MINIMA DIFERENCIA SIGNIFICATIVA

Grupo n X t E.E. Grupos homogéneos
Control 103 916596.9 + 47418.3

PJL incipiente 33 737009.7 + 168611.0

PJL moderada 56 883884.5 + 93006.3

PJL avanzada 56 703376.3 + 74509.4

Elnumero de datos es mayor debido a que se tomaron en conjunto los controles de cada grupo y en esta tabla se presenta
una suma de los siete ciclos analizados en la QLDL.
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GRAFICA1

QLDOL DE PMN REPOSO Y ESTIMULO CON PMN
PJL AVANZADAY CONTROLES
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DISCUSION

Laincidencia y la prevalencia de la PJL no se han
establecido en Colombia pero, en nuestro medio,
desde hace varios afios se viene diagnosticando
esta enfermedad en pacientes atendidos en la Facul-
tad de Odontologia de la Universidad de Antioquia.
En un estudio reciente realizado en Inglaterra en
7.256 nifios de 14 a 19 afios, se encontré una preva-
lencia del 0.1% de todas las formas de periodontitis
juvenil (12).

En la presente investigacién sobre 21 pacientes
con PJL con diferentes grados de compromiso, se
estudiaron las funciones de quimiotaxis y de activi-
dad metabdlica in vitro de los neutréfilos, con el
objetivo de observar si habia alteraciones en el fun-
cionamiento de estas células y establecer una rela-
cién con los diferentes cuadros clinicos de la PJL.

Respecto a la quimiotaxis de PMN se encontrd
que habia una disminucién significativa en los pa-
cientes con PJL avanzada. Este hallazgo esta de
acuerdo con lo reportado por varios grupos de inves-
tigadores: Van Dyke y cols. (13), Altman y cols. (29)
y Van Dyke y cols. (30), han encontrado alteracién
de la quimiotaxis de los PMM en cerca del 75% de
los pacientes con periodontitis juvenil.
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Se sabe que los defectos de la quimiotaxis en la
PJL estdn asociados conuna reduccién porlo menos
del 50% en la expresidn de los receptores para los
tactores quimiotacticos como el FMLP (31,32). De
Nardin y cols (33) estudiaron las diferencias en la
antigenicidad entre los receptores para el FMLP de
los neutréfilos con alteraciones quimiotacticas en
individuos con periodontitis y de células normales.
Sus hallazgos sugieren varias posibilidades: altera-
ciones cualitativas, enmascaramiento o expresién
reducida del epitope de 68 KDa de dicho receptor en
pacientes con la disminucién en la quimiotaxis.

E! hecho de que los pacientes con PJL incipiente y
moderada en el presente estudio, no presentaran tras-
tornos quimiotacticos no se aparta de los informes de
otros autores. En los ultimos afos se ha esclarecido
que los pacientes con PJL no conforman un grupo
totalmente homogéneo, con relacién a la funcién de los
neutréfilos. Ast lo confirman los reportes de pacientes
sin anormalidades detectables en los PMM (34,35). La
explicacién mas probable para estos hallazgos es que
se presenten diferencias en las poblaciones, en las
cuales los grupos sin anormalidades sean genéticamen-
te homogéneos (34,35). Se han informado patrones de
transmision genética compatibles con una herencia do-
minante ligada al X (36) y particularmente una herencia
autosémica recesiva (37-39).
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Las explosién respiratoria determinada por la pro-
duccién de fotones en los neutréfilos estimulados
con PMA, no mostré diterencias significativas entre
los pacientes con PJL y los respectivos controles.
Pero cuando se empleé el zymosan opsonizado para
activar las células se encontré que habia diferencias
estadisticamente significativas: una disminucién en
la QLDL en los pacientes con PJL incipiente y avan-
zada, respecto ala moderaday a los controles. Estos
resultados son interesantes porque muestran com-
portamientos diferentes en la generacién de radica-
les de oxigeno por los neutrdfilos.

Asman y Cols (17,18,40,41) han encontrado au-
mentada la QLDL en neutrdfilos de pacientes con
PJL, inducida con Staphylococcus aureus opsoniza-
do consuero autélogo. Estos autores consideranque
esto se podria atribuir a una mayor capacidad opsé-
nica en estos pacientes. Tal interpretacién esta de
acuerdo con los resultados de Henry y cols. (42), los
cuales obtuvieron los mismos hallazgos activando
los PMN con zymosan. La disminucién en la genera-
cién de energia foténica para los PMN estimulados
con Zymops en nuestros pacientes con PJL incipien-
te y avanzada también esta en concordancia con lo

encontrado por Ellegaard y col. (34). Sin embargo
Van Dyke y col. (43), estimulando con zymosan
opsonizado los neutréfilos de pacientes con PJL,
observaron que la produccién de anién superéxido
(O-2) era idéntica en los pacientes y en sus respec-
tivos controles. De otro lado, Suzuki y col. (44), han
reportado una deficiencia en la produccién de anién
superéxido en los neutréfilos de pacientes con PJL
activados con FMLP.

Es evidente que los estimulos como PMAy FMLP
no discriminan la actividad metabélica de los pacien-
tes con PJL y los sujetos normales. La discrepancia
en la produccién de radicales de oxigeno por los
PMN de los pacientes con PJL, expresa claramente
que cada estimulo utiliza vias de activacién metab6-
lica diferentes; el Zym ops estimula la célula a través
de la unién a los receptores para las fracciones del
complemento C3b y C3bi (CR1, CR3) promoviendo
de este modo la fagocitosis y la explosién respirato-
ria. EI PMA activa directamente a la proteina kinasa
C, la cual incrementa la actividad metabdlica en las
células. Se puede sugerir que la disminucién de la
QLDL en nuestros pacientes con PJL incipiente y
avanzada se debe a una alteracién en el nimero,

GRAFICA 2

QLDL DE PMN REPOSO Y ESTIMULADOS CON ZYM
OPS. PJL AVANZADAY CONTROLES
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afinidad o funcién de los receptores CR1y CR3,0a
anormalidades en los eventos posteriores a las unio-
nes ligando-receptor, hasta llegar a la etapa final de
la activacién de la proteing kinasa C.

Los resultados de esta investigacién demuestran
un hecho ya registrado en la literatura; que la perio-
dontitis es un grupo heterogéneo de enfermedades,
cuya caracteristica clinica es la destruccién perio-
dontal, pero con diferentes expresiones en la altera-
cion de la quimiotaxis y de la actividad metabdlica de
los neutréfilos. Se podria postular un modelo multi-
factorial en donde existiria una predisposicién o sus-
ceptibilidad genética, la cual interactuaria con
factores del medio ambiente para originar el fenotipo
de la enfermedad periodontal.

SUMMARY

MIGRATION AND METABOLIC ACTIVITY OF
POLYMORPHONUCLEAR NEUTROPHILS IN
PATIENTS WITH LOCALIZED JUVENILE
PERIODONTITIS

Localized juvenile periodontitis (LJP) is charac-
terized by a rapid loss of connective tissue
insertion and of alveolar bone around the first .
molars and incisors of the permanent teeth.
This research was carried out in order to es-
tablish a relationship between in vitro behavior
of PMN and the different clinical types of the
disease. Twenty-one patients were studied;
they included incipient, moderate and ad-
vanced LJP. Before any kind of dental treat-
ment was applied PMN were isolated from each
patient to determine their chemotaxis under
agarose and their metabolic activity (luminol-
dependent-chemiluminiscence, LDCL). A group
of healthy control individuals was similarly
studied.

Patlents with advanced LJP had significantly
lower chemotaxis (p=0.023); on the other hand,
LDCL of phorbol-myristate-acetate stimulated
PMN was normal in the three groups as com-
pared with controls; PMN stimulation with op-
sohized zimosan revealed significantly
decreased metabolic activity in patients with in-
cipient and advanced disease (p=0.012). These
findings indicate that patients with LJP behave
as a heterogeneous group regarding PMN func-
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tion. In order to define PMN response In each
type of this disease it is necessary to study the
relationship between genetic components, en-
vironment and clinical phenotypes of the dis-
ease.
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