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Resumen

El objetivo de este trabajo fue evaluar los cambios estructurales y morfométricos de las células epiteliales
de la mucosa bucal de pacientes diabéticos tipo II, utilizando como método auxiliar diagnéstico la citologia
exfoliativa.

Se tomaron muestras de la zona yugal y de la porcién lingual en diez pacientes diabéticos tipo Il y seis sin
estos antecedentes como controles. Los extendidos se obtuvieron mediante “cytobrush”y se colorearon con
la técnica de Papanicolau. El indice eosinéfilo (IE), se calcul6 sobre la base de cien células de cinco campos
elegidos al azar en cada muestra y en ambas zonas. Para el andlisis morfométrico, se estimaron treinta células
por preparado y se midi6 con el programa Image Pro-Plus 4.5. Se calculo area citoplasmadtica, drea nuclear y
relaciéon nucleo/citoplasma (RNC). El indice eosinéfilo fue significativamente menor en diabéticos respecto
al control. Los pacientes diabéticos mostraron valores promedio de RNC significativamente mayor y el drea
nuclear fue mayor en las células con menor tamafnio. Conclusiones: los cambios estructurales y morfomé-
tricos podrian atribuirse a la hiposalivacion provocada por la diabetes tipo II. Se destaca la utilidad de la
citologia exfoliativa como técnica complementaria al diagnéstico clinico.
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Summary

The aim of this study was to evaluate structural and morphometric changes of the epithelial cells of the
buccal mucosa of type II diabetic patients, using exfoliative cytology method as an auxiliary diagnosis.

Samples were taken from the jugal mucosa and lingual portion in 10 type II diabetic patients and 6 with-
out diabetes as controls. Smears were obtained by “cytobrush” and stained with the Papanicolaou technique.
Eosinophilic index (EI) was calculated taken 100 cells from five randomly fields in each sample and in both
areas. For morphometric analysis, 30 cells for each prepared were measured with the Image Pro-Plus 4.5
program. Was calculated cytoplasmic area, nuclear area and nuclear / cytoplasmic ratio (RNC). The eosino-
philic index was significantly lower in diabetic compared to control. Diabetic patients showed RNC average
values significantly higher and the nuclear area was greater in the smaller cells. Conclusions: Structural and
morphometric changes could be attributed to the hyposalivation caused by diabetes type II. It highlights the
usefulness of exfoliative cytology as a complementary technique to clinical diagnosis

Introduccion

Las glandulas salivales pueden ser afectadas por diversas enfermedades generales con repercusion local
que alteran la secrecién y la composicion quimica salival. Entre ellas, se. menciona la sialosis, patologia
glandular ocasionada por un trastorno metabolico y secretor del parénquima salival, que se manifiesta por
hipo-salivacién con o sin xerostomia (sensacion subjetiva de boca seca) (15 2; 35 4).

En general, desde el punto de vista clinico la sialosis se asocia a un agrandamiento benigno e indoloro
(no inflamatorio y no neoplasico) de la glindula parétida producida por alteraciones metabdlicas o nutri-
cionales, como la diabetes, alcohol etc. (2; 3; 4). En trabajos previos demostramos que también pueden afec-
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tarse estructural y morfométricamente las otras glandulas salivales mayores y menores, aunque no expresen
aumento de tamano (5; 6; 7; 8;9;10;11).

Nuestro equipo de investigacion trabaja desde el 2002 en colaboracién con un grupo de investigadores de
la Facultad de Odontologia de la Universidad de Valencia, Espana, con quienes realizamos oportunamente
diferentes estudios de muestras bioldgicas de glandulas salivales de individuos con diverso grado de con-
sumo de alcohol (con cirrosis hepatica alcohdlica tanto en etapa temprana como terminal de la enfermedad)
y de diabéticos tipo II. En los especimenes de las dos patologias identificamos distintas alteraciones morfo-
légicas y ultraestructurales en las glandulas salivales mayores y menores. Al analizarlos comparativamente
comprobamos, en la glandula parétida de individuos alcohélicos hipertrofia e hiperplasia acinar, conductos
excretores con marcada atrofia epitelial y lumen dilatado, mientras que en los diabéticos tipo II los acinos
parotideos se caracterizaron por ser mds reducidos en tamafo, pero con mayor cantidad de inclusiones
lipidicas y abundante infiltracién grasa en el estroma. Consideramos que estas diferencias estructurales son
significativas, ya que informan sobre la distribucién y grado de extension de las alteraciones producidas por
estas enfermedades, citadas como agentes etioldgicos de las sialosis (12; 13; 14; 15).

Sobre la base de estos resultados y a los hallazgos obtenidos sobre la calidad y cantidad de saliva en ambas
patologias (16; 17), es que actualmente estamos investigando mediante citologia exfoliativa las alteraciones de
la mucosa bucal producidas por la hipo-salivaciéon o hiposialia tanto en diabéticos tipo II como en alcohdli-
cos, con el proposito de utilizarlo con fines del diagnéstico precoz o complementario al diagnostico clinico.

Teniendo presente que en Argentina, existen cuatro millones de personas que padecen este tipo de diabe-
tes (9,6 % de la poblacién) que se manifiesta generalmente en personas de la tercera edad y que su comienzo
es lento e insidioso pudiendo durar mas de diez anos sin que se presenten sintomas, de ello surge la impor-
tancia de esta investigacion.

Si bien la Diabetes Mellitus (DM) tipo II se diagnostica después de los cuarenta anos, actualmente se ha
identificado en pacientes mds jévenes de veinticinco a treinta afos, esto se atribuye a varias causas entre ellas:
al aumento de obesidad en la poblacién, mala alimentacién y vida sedentaria; inclusive hay mas ninos obesos
con predisposicién genética a contraer diabetes tipo II. En nuestro pais, alrededor del 8,2 % de la poblaciéon
padece diabetes tipo II y un 30 % desconoce que tiene esta enfermedad metabdlica (2; 18; 19; 20).

En estos pacientes los cambios sistémicos, vasculares e inmunoldgicos producen severas manifestaciones
bucales, especialmente vinculadas a la patologia periodontal y su tratamiento temprano mejora también
el estado de salud general y a su vez el buen control de la glucosa favorece al restablecimiento de la salud
periodontal. (21; 22).

El propdsito de este trabajo es corroborar o rectificar los resultados obtenidos previamente (23; 24; 25)
sobre las modificaciones estructurales y morfométricas a nivel del epitelio de la mucosa bucal de pacientes
portadores de diabetes tipo II, utilizando como método auxiliar diagnoéstico la citologia exfoliativa.

Materiales y métodos

Se utilizé un total de cuarenta muestras provenientes de diez pacientes diabéticos tipo II (con diagnostico
clinico y de laboratorio) y de seis pacientes sin estos antecedentes como controles, todos voluntarios (previo
consentimiento informado y protocolo aprobado por el CIEIS), con un rango de edad entre cuarenta y cinco a
sesenta anos. Se excluyeron pacientes con antecedentes alcohélicos y fumadores. Con un cepillo “citobrush’”, se
tomaron frotis de mucosa bucal de dos zonas: yugal (préximo a la desembocadura del conducto parotideo) y
lingual (zona latero-posterior). Realizado el extendido en un portaobjeto, las células se fijaron con Citofix spray
y posteriormente se realizo la coloracion de Papanicolau (Hematoxilina, Orange G y EA-31).

Para obtener el indice eosinoéfilo (IE), se identificaron células que segtin su apetencia tintorial se clasifi-
caron en acidéfilas, baséfilas y anféfilas (captacion de colorantes basicos y dcidos del citoplasma en forma
simultanea), utilizando un microscopio dptico Leitz Laborlux 12 y un objetivo de 40X (Leica, Barcelona,
Espana). El porcentaje se calcul6 contando un total de cien células en cinco campos elegidos al azar en cada
muestra y en ambas zonas (yugal y lingual respectivamente; el andlisis estadistico, se llevé a cabo mediante
la Prueba de Mann-Whitney/Wilcoxon y programa Infostat® fijando valores de p < 0,05.

Para el analisis morfométrico, se seleccionaron al azar treinta células en cada preparado, las que se digi-
talizaron mediante videocdmara adaptada al microscopio y se midieron con el programa Image Pro-Plus 4.5
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Se estim0 la relacion nucleo/citoplasma (RNC) a partir del, area citoplasmética y drea nuclear, ella se evalué
mediante programa estadistico SPSS y el test de Student para la comparacién de los resultados.

Resultados

Indice eosinéfilo: Se observé en los pacientes diabéticos una mayor cantidad de células epiteliales baso-
filas, ademds se identificaron numerosas células anféfilas, especialmente en las muestras de la zona lingual,
escasas binucleadas o con micronucleos (figuras 1 a, b y ¢). En algunas muestras se observo la presencia de
un infiltrado polimorfonuclear respecto al control.

Figura I - Se observa un extendido de células de mucosa bucal de diabéticos tipo I
tefiido con Papanicolao poniendo en evidencia
a) células basdfilas y acidéfilas, b) célula acidéfila binucleada y
¢) célula anféfila con microniicleos. PAP 40X

En los pacientes diabéticos el indice eosinéfilo (o de maduracién celular) fue menor en relaciéon a los
pacientes controles, con valores estadisticamente significativos, tanto en mucosa lingual (p = 0,0010) como
en la mucosa yugal (p = 0,0072) (tabla 1).

Tabla 1 - Indice eosinéfilo. Los valores de las medias y la desviacion estandar en cada grupo analizado son
expresados en porcentajes. El andlisis estadistico del IE se efectué mediante la Prueba de Mann-Whitney/
Wilcoxon para muestras independientes tomando como significativo una p < 0,05.

Clasificaciéon Control Diabéticos p <0,05
Mucosa lingual 95,33 5,75 62,10 + 14,61 0,0010
Mucosa yugal 83,00 + 12,44 58,20 + 16,80 0,0072

Anilisis morfométrico

Se observaron células de distinto tamano: menores a 2300 um2, intermedias entre 2300 y 3200 um2 y
mayores a 3200 um2. En ninguno de los tamafios se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre los valores medios de la relacion nucleo/citoplasma (RNC) de la zona yugal y lingual, tanto en el
grupo control como en el grupo de diabéticos. Este resultado justifica analizar los grupos sin diferenciar las
regiones de la mucosa bucal. Los pacientes diabéticos en general mostraron valores promedio de la RNC
significativamente mayor (p < 0,01) (tabla 2).

Tabla 2 - Relacién Niicleo/ Citoplasma (RNC) en pacientes diabéticos tipo I1.
Se observan los valores de media con sus respectivos desvios estdndar.
El andlisis se realizé mediante test de Student asumiendo como significativo p < 0,05

Rango Grupo Media Sig. Test-T
T O TS
> 3200 pm? boore i dooes ] P=o |
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Discusion

A nivel de la mucosa bucal, la sequedad causada por disminucién del flujo salival resultado de la sialosis
de origen diabético (que involucra cambios estructurales y funcionales del parénquima de las glandulas
salivales, como lo hemos citado anteriormente) la vuelve fina y friable predisponiéndola a infecciones bac-
terianas o candidiasis. (21; 26)

La citologia bucal ha ganado nuevamente en importancia al permitir identificar en forma temprana, los
cambios celulares en la mucosa bucal de apariencia clinicamente sana. Se trata de una técnica sencilla, no
agresiva y bien aceptada por los pacientes, que facilita observar las caracteristicas morfologicas y estructura-
les de las células que se descaman natural o artificialmente y en general, refleja el estado de salud/enferme-
dad (27) con cuadros citoldgicos especificos en la diabetes (28; 29; 30).

Los autores arriba citados y los resultados obtenidos por nosotros previamente (23; 24; 25) y ratifica-
dos en parte por este trabajo (donde se utilizo otra metodologia de observacién y de andlisis estadistico)
coincidimos que la diabetes mellitus tipo II causa alteraciones en el epitelio bucal que son detectables con el
método de la citologia exfoliativa, especialmente en el indice eosinéfilo o de maduracion celular.

El menor IE indicaria disminucién no solo de la maduracién celular, sino alteracion en la descamacion
y por ende en la velocidad de la division celular, lo que se traduce clinicamente en una mucosa mas delgada
(atréfica) y por tanto mas susceptible a las infecciones.

Se destaca al igual que lo observado anteriormente (24) la presencia de numerosas células anféfilas en
los extendidos de la zona lingual, pero no fue significativa respecto al control. Asimismo se identificaron
algunos infiltrados leves de polimorfonucleares e imagenes de binucleacién y plegamientos, esto pone en
evidencia que provienen de un sitio sometido a un mayor roce mecdnico y en consecuencia su respuesta
inflamatoria.

A nivel morfométrico, estos resultados mostraron que la RNC fue mayor en pacientes diabéticos con
respecto a los controles, estos hallazgos son diferentes a los obtenidos previamente (24) y a los trabajos de
Alberti et al. (29), Jarjan et al. (30), posiblemente esta diferencia se deba a los distintos métodos de medicion
utilizados. Sin embargo coincidimos en el mayor tamano del drea nuclear, especialmente en las células de
menor tamano de los diabéticos respecto al control. Asimismo, todos concordamos que el analisis de exten-
didos de mucosa bucal de pacientes diabéticos tipo II, abre la posibilidad de disponer de indicadores que
permitan identificar en forma temprana las alteraciones a nivel bucal (27) facilitando al diagnostico de la
diabetes junto a los datos clinicos y de laboratorio.

Conclusiones

Los cambios estructurales, del IE y morfométricos observados en las células epiteliales bucales de pacien-
tes diabéticos tipo II, podrian atribuirse a la hiposalivaciéon producto de la sialosis, provocada por la influen-
cia sistémica de esta patologia. Ademds destacamos la utilidad de la citologia exfoliativa bucal como técnica
complementaria para el diagnéstico clinico precoz o evolutivo de esta enfermedad.
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