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1. ABREVIACIONES

AhR: Receptor de aril-hidrocarburo (Aryl hydrocarbon Receptor).

Spi.B: factor de transcripcion relacionado con la oncoproteina putativa Spi-1/PU.1
(transcription factor related to the putative oncoprotein Spi-1/PU.1).

LPS: Lipopolisacarido (Lipopolysaccharide).

TLR: Receptor tipo Toll (Toll Like Receptor).

TCDA4*: Linfocito TCD4* (CD4* T lymphocyte).

CD: Grupo de diferenciacion (Cluster of differentiation).
Th: Linfocito T colaborador (T helper).

Treg: Linfocito T regulador (T regulatory).

IL: Interleuquina (Interleukin).

IFN: Interferén (Interferon).

TNF: Factor de necrosis tumoral (Tumour Necrosis Eactor).

RANKL: Ligando del receptor activador del factor nuclear kappa B (Receptor Activator
of Nuclear Factor kappa B Ligand).

TGF: Factor de crecimiento tumoral (Tumoral Growth Eactor).

CCL: ligados de quimioquinas tipo C-C (Chemokine C-C Ligand).
CCR: receptores de quimioquinas tipo CC (Chemokine C-C Receptor).
PBS: Tampon de fosfato salino (Phosphate Buffer Saline).

PBMCs: Células mononucleares de sangre periférica (Peripheral Blood Mononuclear
Cells).

GM-CSF: Factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos (Granulocytes and
Monocytes Colony Stimulating Eactor).

MOI: Multiplicidad infectante incremental (Multiplicity of Infection).

RT-PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (Reverse

Transcription Polymerase Chain Reaction).

ELISA: Ensayo de inmuno absorcion enzimatica (Enzymed-Linked Immunosorbent
Assay).

NF-kB: Factor nuclear kB (Nuclear factor kappa B).
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3. RESUMEN

Las periodontitis son enfermedades infecciosas cuya etiologia es la biopelicula
patogénica subgingival, constituida principalmente por bacterias anaerobias Gram-
negativas. Durante la respuesta inmune del hospedero, estas bacterias son
reconocidas por células dendriticas periodontales, las que, una vez activadas
expresan moléculas co-estimuladoras y liberan citoquinas pro-inflamatorias y
quimioquinas, determinantes de la presentacion antigénica a los linfocitos TCD4".
Durante esta presentacidon antigénica, las células dendriticas inducen la activacion,
proliferacion y diferenciacion selectiva de los linfocitos TCD4+ hacia los distintos
fenotipos efectores T colaboradores (del inglés T helper, Th), caracterizados por la
expresion y secrecion de un patrén particular y fenotipo-especifico de citoquinas que
determina el tipo de respuesta inmune en el hospedero y, finalmente, el fenotipo
clinico de las periodontitis. Recientemente se demostrd que los linfocitos Th9 son
determinantes clave de la inflamacidn local descrita en la psoriasis y los linfocitos Th22
de la destruccion 6sea asociada a la artritis reumatoide. Dado que, aunque la etiologia
es diferente, los fendmenos patogénicos descritos en las periodontitis poseen
caracteristicas similares a los descritos en la psoriasis y la artritis, es factible proponer
que los linfocitos Th9 o Th22 podrian cumplir un rol en la inflamacion y destruccion

Osea caracteristicas de las periodontitis.

En este estudio, en biopsias obtenidas de lesiones periodontales de pacientes
afectados de periodontitis crénica, gingivitis y sujetos sanos, se cuantificaron las
citoquinas y los factores de transcripcion asociados a los fenotipos linfocitarios Th9 y
Th22. Mayores niveles de expresion de IL-22 y AhR (especificos del fenotipo Th22) se
detectaron en biopsias de lesiones periodontales de pacientes con periodontitis crénica
en comparacién a las obtenidas de sujetos sanos y un incremento en los niveles de
expresion de IL-9 y Spi.B (especificos del fenotipo Th9) se detectd en biopsias
obtenidas de pacientes con gingivitis en comparacion a las de pacientes con
periodontitis crénica y sujetos sanos. Adicionalmente, con el objetivo de demostrar el
rol de los linfocitos Th9 y Th22 durante de la infeccién periodontal, se evalud la
respuesta de las células dendriticas y los linfocitos TCD4* naive humanos ante el
estimulo in vitro con los serotipos a, b o ¢ de Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
uno de los microorganismos componentes de la biopelicula patogénica subgingival
causante de las periodontitis. En células dendriticas, ante el serotipo b, el mas
inmunogénico y mas prevalente en las periodontitis, se detectaron mayores niveles de

expresion y secrecion de TNF-a e IL-6 (asociados a los fenotipos Thl y Thi7,
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respectivamente) en comparacién con los serotipos a o c. En los linfocitos TCD4*
naive, ante el serotipo b se detectaron mayores niveles secrecion de IL-22 y expresion
de AhR (especificos del fenotipo Th22) en comparacion a las mismas células

estimuladas con los serotipos a o c.

En conjunto, estos datos permiten establecer que: (1) un incremento en la
respuesta tipo Th22 se observa durante la periodontitis y (2) serotipo b de A.
actinomycetemcomitans tiene un mayor potencial inmuno-estimulador de tipo Th22
comparado con los serotipos de menor patogenicidad. Por lo tanto, los linfocitos Th22

se asociarian a la patogenia de la periodontitis.
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4. INTRODUCCION

Las periodontitis son un conjunto de patologias de naturaleza inflamatoria y
etiologia infecciosa producidas por la biopelicula patogénica subgingival que coloniza
el surco gingivodentario (Offenbacher, 1996). Se caracterizan por la destruccion de
la insercién periodontal, conformada por el ligamento periodontal, el cemento
radicular y el hueso alveolar y, en los estados mas severos de la enfermedad,

pueden causar la pérdida de los dientes (Offenbacher, 1996).

La biopelicula patogénica subgingival, constituida principalmente por
bacterias anaerobias Gram-negativas, es el factor etioldgico responsable del inicio y
progresion de las periodontitis. Esta biopelicula estd compuesta por una amplia
variedad de bacterias, entre ellas, Aggregatibacter actinomycetemcomitans.
Clinicamente, A. actinomycetemcomitans se asocia tanto a la etiologia de las
periodontitis cronicas o agresivas (Genco et al., 1986; Asikainen et al., 1991) como al
desarrollo de trastornos cardiovasculares, ateroesclerosis, neumonias, parto prematuro
y bajo peso neonatal (Asikainen et al., 1991; Ldpez et al.,, 2002; Lépez et al., 2005;
Novak et al., 2008; Zhang et al., 2010; Hyvarinen et al., 2012).

4.1 Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Aggregatibacter actinomycetemcomitans es un cocobacilo Gram-negativo,
capnofilico, no movil, perteneciente a la familia Pasteurellaceae (Suzuki et al., 2001).
A. actinomycetemcomitans produce distintos factores de virulencia, entre ellos:
leucotoxina, fimbria, toxina distensora citoletal, adhesinas epiteliales, proteinas de
adhesion e invasion celular y lipopolisacarido (LPS), determinante clave del tipo de
inmunidad inducida en los tejidos infectados del hospedero (Perry et al., 1996a; Perry
et al., 1996b; Kaplan et al., 2001; Diaz et al., 2012). El LPS es una molécula localizada
en la membrana externa de bacterias Gram-negativas, cubre cerca del 75% de su
superficie y es esencial para la mantencion de la integridad bacteriana y el anclaje a
proteinas de adhesién (Perry et al.,, 1996a; Perry et al., 1996b; Kaplan et al., 2001).
Estd conformado por el lipido A, un esqueleto central de oligosacaridos y un O-
polisacarido, principal antigeno que estimula la respuesta inmune del hospedero
(Caroff & Karibian, 2003).

Sobre la base de la antigenicidad del O-polisacarido, se describen seis serotipos

bacterianos de A. actinomycetemcomitans: a, b, ¢, d, e y f (King & Tatum, 1962;
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Zambon et al., 1983; Page et al., 1991; Gmir et al., 1993; Perry et al., 1996a; Perry
et al.,, 1996b; Kaplan et al.,, 2001). En efecto, se ha detectado que estos serotipos
inducen una respuesta inmune diferente en distintas células del hospedero y esta
respuesta depende de la estructura tridimensional y composicién molecular de cada O-
polisacarido, lo que define a cada serotipo (Takahashi et al.,, 1991; Shimada et al.,
2008; Diaz-Zuiiiga et al., 2014; Diaz-Zuidiga et al., 2015a).

En latino-americanos, europeos, africanos y asiaticos, los serotipos a, b y c de
A. actinomycetemcomitans son los detectados con mayor frecuencia (Kim et al., 2009;
Chen et al.,, 2010; Roman-Torres et al.,, 2010; Sakellari et al., 2011; Cortelli et al,,
2012), variando en prevalencia dependiendo del estado clinico periodontal del sujeto.
El serotipo b es aislado con mayor frecuencia en lesiones periodontales de pacientes
afectados de periodontitis crénica severa y agresiva (Paju et al., 2000; Roman-Torres
et al., 2010; Cortelli et al., 2012) e induce mayor intensidad de respuesta cuando la
produccion de citoquinas es evaluada en células dendriticas y linfocitos TCD4* naive in
vitro (Diaz-Zufiga et al., 2014; Diaz-Zuniga et al., 2015a).

En conjunto, sobre la base de mayor frecuencia de deteccion del serotipo b de
A. actinomycetemcomitans en las formas mas severas de las periodontitis y la mayor
inmunogenicidad detectada en las células dendriticas y los linfocitos TCD4* naive,
podemos especular que, durante las periodontitis, el serotipo b de A.
actinomycetemcomitans seria un determinante clave de la respuesta inmune inducida
en el hospedero y por lo tanto, cuando esta presente en un sitio periodontal infectado,

participaria en el inicio, progresion y severidad de la enfermedad.

4.2 Respuesta inmune durante las periodontitis

Durante las periodontitis, las bacterias periodonto-patégenas son reconocidas
por las células dendriticas periodontales mediante, entre otros, los receptores tipo Toll
(del inglés Toll-like receptor, TLR) tipo 2 y 4. Estos receptores interactian con los
patrones moleculares conservados asociados a patdgenos expresados por las bacterias
periodonto-patdgenas favoreciendo su fagocitosis (Hajishengallis et al., 2004; Kikkert
et al.,, 2007). Asi, las células dendriticas fagocitan las bacterias y procesan sus
antigenos para presentarlos a los linfocitos TCD4+*. Durante esta presentacion
antigénica, las células dendriticas producen citoquinas, las que cumplen un rol
fundamental en la activacion, proliferacién y diferenciaciéon selectiva de los linfocitos
TCD4+ naive hacia linfocitos TCD4* colaboradores (del inglés T helper, Th) tipo Thi,
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Th2, Th17 o T regulador (Treg), determinando el tipo de respuesta inmune desplegada
por el hospedero vy, finalmente, el fenotipo clinico de la enfermedad (Brightbill et al.,
1999).

En efecto, los linfocitos Thl, Th2, Th17 y Treg secretan distintos patrones de
citoquinas que definen su funcién. El fenotipo Thl, cuya diferenciacién esta
determinada por la expresiéon del factor de transcripcién especifico T-bet, secreta
interleuquina (IL)-1B, IL-12, interferén (IFN)-y, factor de necrosis tumoral (TNF)-a y
TNF-B, responsables de una respuesta pro-inflamatoria; el fenotipo Th2, determinado
por el factor de transcripcion GATA3, secreta IL-4, IL-5 e IL-13 y se asocia con una
respuesta inmuno-moduladora (Seder & Paul, 1994; Abbas et al.,, 1996; Jankovic et
al., 2001; Murphy & Reiner, 2002; Reiner, 2007); el fenotipo Th17, determinado por el
factor de transcripcion RORC2, secreta IL-6, IL-17, IL-21, IL-23 y RANKL y se considera
un fenotipo pro-inflamatorio y osteo-destructivo (Harrington et al., 2006; Stockinger &
Veldhoen, 2007); y el fenotipo Treg, determinado por el factor de transcripcion Foxp3,
secreta IL-10 y factor de crecimiento transformante (TGF)-B1 y posee un rol inmuno-
regulador (Bluestone & Abbas, 2003; Reiner, 2007; Appay et al., 2008; Vernal &
Garcia-Sanz, 2008; Weaver & Hatton, 2009). En términos generales, los linfocitos Thi
condicionardan un ambiente inflamatorio y los linfocitos Th17 determinaran la
reabsorcion del hueso alveolar, caracteristica principal de las periodontitis (Taubman &
Kawai, 2001; Walsh & Choi, 2003; Brand et al., 2005; Ikeuchi et al., 2005; Takahashi
et al.,, 2005; Vernal et al.,, 2005; Sato et al.,, 2006; Vernal et al.,, 2006; Kramer &
Gaffen, 2007; Sa et al., 2007; Ohyama et al., 2009).

Recientemente, se han descrito 2 nuevos fenotipos de linfocitos T: los linfocitos
Th9 y Th22. Los linfocitos Th9 se diferencian en presencia de TGF-B1 e IL-4, los que
activan al factor de transcripcidén especifico Spi.B, y producen predominantemente IL-9
(Chang et al., 2010; Baba et al.,, 2012; Goswami & Kaplan, 2012; Leng et al., 2012;
Takami et al., 2012). Los linfocitos Th22 se diferencian en presencia de TNF-a e IL-6,
que activan al factor de transcripcion especifico AhR, y producen IL-22 (Ikeuchi et al.,
2005; Baba et al., 2012; Honda, 2012; Kim et al., 2012).

4.3 Linfocitos Th9 y Th22 y su asociacion a las enfermedades

Los linfocitos Th9 se han detectado en enfermedades alérgicas, auto-inmunes y
en patologias neoplasicas (Kaplan, 2013). Se caracterizan por secretar la citoquina IL-9
y los ligandos de las quimioquinas C-C (del inglés Cystein-cystein chemokine ligand,

CCL)-17 y CCL22 (Chang et al., 2010) y se asocian a funciones inmuno-moduladoras y
14



pro-inflamatorias (Leng et al., 2012). Cumplen un rol pro-inflamatorio al inducir la
secrecion de IL-8 e IL-13 en células musculares lisas (Goswami & Kaplan, 2011), la
expresion y secrecion de IL-9 en células epiteliales intestinales (Gerlach et al., 2014),
la expresion de receptores de quimioquinas especificos para linfocitos Thl (CXCR3),
Th2 (CCR3), Th17 y Treg (CCR6) (Kara et al., 2013), la proliferacién y diferenciacion de
linfocitos Th17 en modelos experimentales de encefalomielitis autoinmune (Jager et
al., 2009) y el incremento de la producciéon de IL-17 en pacientes con psoriasis (Singh
et al., 2013; Schlapbach et al., 2014). Ademas, los linfocitos Th9 tendrian un rol anti-
tumoral al inducir la migracion de células dendriticas y linfocitos TCD8* mediante la
expresion de CCL20 en células tumorales (Lu et al., 2012), un rol inmuno-modulador
en artritis reumatoide al inducir el incremento de los niveles de IL-9 (Khan et al., 2009)
y un rol inmuno-supresor en pacientes con linfoma no Hodgkin de células B al
disminuir la funcién de los linfocitos Treg, la diferenciacion de linfocitos Thl y la
maduracion de células dendriticas (Feng et al.,, 2011). En este contexto, los linfocitos
Th9 pueden inducir la inflamacién, proteger al hospedero de las enfermedades auto-

inmunes o mediar la destruccion tisular.

Los linfocitos Th22 se han detectado en pacientes con artritis reumatoide, lupus
eritematoso sistémico, sindrome mielodisplastico, trombocitopenia inmune vy
enfermedad de Crohn (Brand et al., 2005; Ikeuchi et al., 2005; Truchetet et al., 2011;
Hu et al., 2012; Shao et al., 2012; Michalak-Stoma et al., 2013; Sugita et al., 2013;
Yang et al., 2013) y se caracterizan por secretar IL-13, IL-22 e IL-26 y expresar CCR4
y CCR10 en su superficie (Duhen et al., 2009; Akdis et al.,, 2012; Fujita, 2013).
Cumplirian un rol pro-inflamatorio en células epiteliales intestinales infectadas al
inducir el incremento en la expresién de IL-8 y TNF-a (Sa et al., 2007; Wolk et al.,
2009; Akdis et al.,, 2012) y rol anti-inflamatorio durante la infeccién viral por VIH
(Missé et al., 2007) y bacterianas en queratinocitos bronquiales humanos (Aujla et al.,
2008; Scriba et al., 2008; Zheng et al., 2008; Niebuhr et al., 2010) al inducir el
incremento de IL-22. Ademas, los linfocitos Th22 participarian en los eventos osteo-
destructivos en pacientes con artritis reumatoide (Ikeuchi et al.,, 2005; Kim et al.,
2012) al incrementar la produccién de TNF-a, IL-1-B, IL-6 y RANKL en los fibroblastos
sinoviales, determinando la diferenciaciéon y activacion de osteoclastos (Kim et al.,
2012).

Finalmente, en un estudio reciente en el que se caracterizd la respuesta
inmuno-inflamatoria en lesiones apicales inactivas, enfermedad osteo-destructiva que
afecta a los dientes con infeccion en los canales radiculares, se describid la presencia

de elevados niveles IL-9 e IL-22 en comparacién con lesiones activas, sugiriendo que
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una respuesta tipo Th9 y/o Th22 podria contribuir a la estabilidad de los tejidos
apicales, planteando un rol inmuno-modulador para ambos fenotipos linfocitarios
(Aranha et al., 2013).

4.4 Planteamiento del problema cientifico

Durante las periodontitis, los linfocitos Th1l, Th2, Th17 y Treg que infiltran los
tejidos periodontales infectados secretan distintos patrones de citoquinas que
determinan su funcién. En biopsias de lesiones periodontales de pacientes con
periodontitis crénica se detectan elevados niveles de citoquinas y factores de
transcripcion asociados a los linfocitos Th1l y Th17 en comparacion a los sujetos sanos
y sus niveles de deteccion se correlacionan con la severidad de la enfermedad (Vernal
et al., 2004; Vernal et al., 2005; Vernal et al., 2006; Dutzan et al., 2009a; Dutzan et
al., 2009b). Los linfocitos Thl y Th17 se describen en artritis reumatoide, psoriasis y
otras enfermedades inmuno-inflamatorias. Recientemente, se definié que la presencia
de los linfocitos Th9 en la psoriasis es un determinante clave de la inflamacion local
(Singh et al., 2013). Por otro lado, se establecié que en artritis reumatoide la presencia
de los linfocitos Th9 cumple un rol inmuno-modulador mientras que la presencia de los
linfocitos Th22 incrementa la produccién de RANKL en los fibroblastos sinoviales e
induce la activacion y maduracion de los osteoclastos y la destruccion del hueso
articular subcondral (Ikeuchi et al., 2005; Sa et al., 2007; Wolk et al., 2009; Ma et al.,
2010; Goswami & Kaplan, 2011; Kim et al., 2012; Kaplan, 2013). En este contexto, las
periodontitis y la artritis reumatoide comparten caracteristicas patogénicas inmuno-

inflamatorias y osteo-destructivas, aunque con una etiologia diferente.

En las lesiones periodontales de pacientes con periodontitis, el serotipo b de A.
actinomycetemcomitans se detecta con mayor frecuencia e induce una respuesta de
mayor intensidad en distintas células de la inmunidad innata y adaptativa del
hospedero, lo que sugiere un mayor potencial patogénico que podria asociarse a una
mayor inmunogenicidad en linfocitos TCD4*. Recientemente, cuando células dendriticas
humanas diferenciadas in vitro a partir de monocitos de sangre periférica fueron
estimuladas con los distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans, se demostré que
el serotipo b indujo mayor expresion de las citoquinas IL-1B, IL-12, IL-23, IFN-y, TNF-a
en comparacion a los serotipos a o c¢ (Diaz-Zufdiga et al.,, 2014). Usando el mismo
modelo experimental, una respuesta Th distinta fue descrita en linfocitos TCD4*
estimulados; en particular, un fenotipo tanto Thl como Th17 se indujo en presencia del

serotipo b, con un incremento en los niveles de produccién de las citoquinas IL-1B,
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IL-6, IL-12, IL-17, IL-21, IL-23, IFN-y, TNF-a y el factor osteo-destructivo RANKL
(Diaz-Zuniga et al., 2015a). En este contexto, el serotipo b de A.
actinomycetemcomitans podria inducir un patrén de respuesta tipo Th9 y/o Th22
durante la infeccidon periodontal y, en biopsias de lesiones periodontales de pacientes
con periodontitis, se detectarian mayores niveles de expresion de citoquinas y factores
de transcripcién asociado a los linfocitos Th9 y Th22 en comparacion a biopsias de

individuos sanos.
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5. HIPOTESIS.

En biopsias de lesiones periodontales de pacientes con gingivitis existe una
respuesta predominantemente tipo Th9 y en biopsias de lesiones periodontales de
pacientes con periodontitis una respuesta tipo Th22. Ademas, los distintos serotipos
de Aggregatibacter actinomycetemcomitans poseen una inmunogenicidad diferente e
inducen en los linfocitos TCD4* naive un patréon de respuesta distinta; en particular,
el serotipo b de A. actinomycetemcomitans induce mayores niveles de produccion de
citoquinas asociadas al fenotipo Th22 y menores niveles de produccion de citoquinas

asociadas al fenotipo Th9 en comparacién a los serotipos a o c.
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6. OBJETIVO GENERAL.

Determinar los niveles de expresiéon de los factores de transcripcién y de
expresion y secrecion de las citoquinas asociadas a los fenotipos Th9 y Th22 en los
tejidos periodontales de pacientes con periodontitis e individuos sanos y en linfocitos
TCD4+ naive activados por células dendriticas autdlogas estimuladas con los

serotipos a, b o c de Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

7. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Cuantificar los niveles de expresion de IL-9 e IL-22 y los factores de
transcripcion Spi.B y AhR en biopsias de lesiones periodontales de pacientes con

periodontitis o gingivitis y en biopsias de encia de individuos sanos.

2. Asociar los niveles de expresion de IL-9 con Spi.B e IL-22 con AhR en biopsias de
lesiones periodontales de pacientes con periodontitis, gingivitis y en biopsias de

encia de individuos sanos.

3. Cuantificar los niveles de expresion y secrecion de IL-4, IL-6, TNF-a y TGF-B1 en
células dendriticas estimuladas con los serotipos a, b o ¢ de Aggregatibacter

actinomycetemcomitans o su LPS purificado.

4. Cuantificar los niveles de expresion y secrecion de IL-9 e IL-22 y los factores de
transcripcion Spi.B y AhR en linfocitos TCD4* naive activados por células
dendriticas autodlogas estimuladas con los serotipos a, b o ¢ de Aggregatibacter

actinomycetemcomitans o su LPS purificado.

5. Asociar los niveles de expresion de IL-9 con Spi.B e IL-22 con AhR en linfocitos
TCD4+ naive activados por células dendriticas autdélogas estimuladas con los

serotipos a, b o ¢ de Aggregatibacter actinomycetemcomitans o su LPS purificado.

19

OBJETIVOS



8. MATERIAL Y METODOS.

8.1 Seleccion de sujetos y obtencion de biopsias gingivales

Mediante muestreo no probabilistico de casos consecutivos asistentes a la
clinica de Periodoncia de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile, se
seleccionaron 20 pacientes con periodontitis cronica moderada o severa, 8 pacientes
con gingivitis y 7 sujetos sanos. A cada uno se le realizé un examen periodontal por
un unico operador y en la ficha clinica (Anexo 1) se registré la profundidad al
sondaje, el nivel de insercién clinico, el indice de placa y el indice de sangrado en 6
sitios periodontales por diente, excluyendo los terceros molares. El diagndstico de
periodontitis cronica se establecié cuando se detectd una profundidad al sondaje =5
mm, pérdida del nivel de insercién =3 mm y evidencia radiografica de pérdida 6sea. El
diagnostico de gingivitis se establecié cuando se detecté una profundidad al sondaje
<4 mm, un indice gingival >0,5 y un indice de placa >30%. Ademas, los individuos
seleccionados eran mayores de 18 afios, con al menos 17 dientes, no estaban
afectados de una enfermedad distinta a la periodontitis o gingivitis, no recibieron
tratamiento con antibidticos o anti-inflamatorios en los Ultimos 6 meses y en caso de
ser género femenino, no se encontraban en periodo de gestacion o lactancia. En estos
sujetos, de acuerdo a las necesidades terapéuticas quirdrgicas periodontales o por
indicacion de exodoncia por razones protésicas, ortoddncicas o quirdrgicas y bajo
anestesia local troncular, se obtuvo una biopsia gingival de aproximadamente 1 mm de
grosor, que comprometia epitelio y tejido conectivo gingival, las que se sumergieron
inmediatamente en 2 mL de RNA Safer (Omega Biotek Inc., GA, USA) y almacenaron a

-80°C hasta la extraccion de RNA (en detalle mas adelante).

8.2 Seleccion de sujetos y obtencion de células de sangre periférica

Por otro lado, de 10 sujetos donantes sanos seleccionados por el método no
probabilistico de casos consecutivos asistentes al banco de sangre del Hospital del
Salvador, perteneciente al Servicio de Salud Metropolitano Oriente, se obtuvo un
purificado celular de sangre periférica durante el proceso de plaquetoféresis. Los
sujetos no tenian inflamacidon gingival, pérdida de insercion clinica asociada a
enfermedad periodontal ni poseian algun sitio periodontal con profundidad al sondaje
>4 mm. Se excluyeron todos los sujetos que fueron positivos para el virus de la

inmunodeficiencia humana (VIH), virus de la hepatitis B (VHB) o de la hepatitis C
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(VHC), presentaron alergias, fiebre o enfermedades infecto-contagiosas en el ultimo
mes, recuento anormal de células sanguineas, incremento de enzimas hepaticas o
ingesta de medicamentos (antibidticos, analgésicos o anti-inflamatorios esteroidales o

no esteroidales), excepto vitaminas y anticonceptivos orales.

El estudio siguio las recomendaciones de la convencion de Helsinki del afio 2000
y su protocolo fue explicado a todos los participantes quienes firmaron un
consentimiento informado previamente revisado y aprobado por los Comité Etico-
Cientificos de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile y de la Comision

Nacional de Investigacion en Ciencia y Tecnologia (CONICYT) (Anexo 2)

8.3 Cultivo bacteriano

Las cepas de A. actinomycetemcomitans ATCC® 43717™ (serotipo a), ATCC®
43718™ (serotipo b) y ATCC® 43719™ (serotipo c) se sembraron en medio de cultivo
agar infusién cerebro corazén (Oxoid LTD, Hampshire, England) e incubaron a 37°C en
condiciones de capnofilia (02 8% y CO2 12%) usando generadores CampyGen™ (Oxoid
Ltd). Para obtener un namero similar de microorganismos de las distintas cepas de A.
actinomycetemcomitans para la estimulacién celular se realizaron curvas de
crecimiento bacteriano, las cuales se obtuvieron en infusion de medio cerebro-corazén
(BD, Le Pont de Claix, France) suplementado con 5 mg/L de hemina y 1 mg/L de
menadiona. Las muestras bacterianas se suspendieron en 10 mL de medio hasta llegar
a una densidad 6ptica de 0,05 medida mediante espectrofotometria a una longitud de
onda de 550 nm (Spectronic 20; Bausch & Lomb, Rochester, NY, USA). Las lecturas de
espectrofotometria se tomaron en diferentes tiempos y el experimento se detuvo
cuando las bacterias llegaron a la fase de crecimiento estacionario. En cada medicion
de densidad optica, se tomd una muestra y se realizd una diluciéon en serie logio con
tampdn de fosfato salino (PBS). Luego, 100 pL de cada dilucion se sembré en medio no
selectivo y se incub6 a 37°C en condiciones anaerdbicas. Después de 3 a 7 dias, el
nimero de unidades formadoras de colonias bacterianas (UFC) fue contabilizado y se
construyeron las curvas densidad 6ptica versus tiempo y densidad éptica versus UFC/
mL, para que asi en cada experimento se utilice un nimero conocido y similar de UFC/

mL durante la estimulacion celular.
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8.4 Purificacion del LPS bacteriano para la estimulacion celular

El LPS de los serotipos a, b o c de A. actinomycetemcomitans se purifico usando
una versiéon modificada del protocolo de TRI-reagent. Las cepas bacterianas se
cultivaron en infusién de medio cerebro-corazén hasta alcanzar la fase de crecimiento
estacionario. Luego de centrifugar a 6.000 xg a 4°C durante 4 min, el pellet se lavd
tres veces con PBS e incubé en 3 mL de una mezcla de TRIzol® Reagent (Gibco
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y cloroformo (Fluka Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA), en una proporcion de 5:1 respectivamente, a temperatura ambiente durante 30
min. La fase acuosa se recupero y liofilizd durante toda la noche. La purificaciéon del
LPS se realizé usando 0,375 M de MgCl; en etanol 95% y se lavo 5 veces con una
mezcla de etanol 95% con 1% de reactivo de Folch (cloroformo y MeOH en una
proporcion de 2:1). El LPS se visualizd mediante electroforesis en gel de Tris-glicina de
sodio dodecil sulfato-poliacrilamida (SDS-PAGE) con un 14% de gel de poliacrilamida y
tincién de acido peryddico de plata y fue cuantificado usando la reaccién del acido

tiobarbiturico malondialdehido.

8.5 Purificacion de monocitos y linfocitos TCD4* naive

A partir de muestras de sangre periférica se aislaron células mononucleares (del
inglés peripheral blood mononuclear cells, PBMCs) usando una gradiente de Ficoll® y
siguiendo las instrucciones del fabricante (Ficoll-Paque Plus, Amersham Pharmacia
Biotech, Uppsala, Sweden). Los monocitos se purificaron desde una fracciéon de las
PBMCs mediante separacion inmuno-magnética (MACS; Miltenyi Biotec, Bergich
Gladbach, Germany). Las PBMCs se lavaron 2 veces en PBS y posteriormente
incubaron con un anticuerpo monoclonal de ratén anti-CD14 humano conjugado con
particulas inmuno-magnéticas, durante 15 min a 4°C. Luego de ser lavadas, las células
se resuspendieron en PBS y los monocitos se aislaron usando columnas de separacion

MS montadas en un campo magnético.

Posteriormente los linfocitos TCD4* naive se purificaron utilizando un kit de
deplecién celular especifico, de acuerdo a las instrucciones del fabricante (MACS;
Miltenyi Biotec). Para esto, una fraccién de las PBMCs se incubd con los anticuerpos
monoclonales de raton anti-CD8, CD14, CD15, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123, TCR
y/0 y CD235a humanos conjugados con biotina durante 20 min a 4°C y posteriormente
con anticuerpo anti-biotina conjugado con particulas inmuno-magnéticas durante 15

min a 4°C. Luego de ser lavadas, las células se resuspendieron en PBS y los linfocitos
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TCD4* naive se aislaron usando columnas de deplecion LD montadas en un campo

magnético.

La fraccion de células CD14* y CD4* purificadas corresponden a los monocitos y
linfocitos, respectivamente, los que se contaron utilizando una cdmara de Neubauer®.
Su fenotipo se confirmd usando anticuerpos especificos analizados mediante citometria

de flujo (en detalle mas adelante).

8.6 Diferenciacion y estimulacion de células dendriticas y activacion de

linfocitos TCD4* naive

Los monocitos purificados se sometieron inmediatamente a un protocolo
estandarizado de diferenciacion in vitro a células dendriticas. Los monocitos CD14* se
cultivaron durante 6 dias a una concentracion de 0,7x10°8 células/mL en 3mL de medio
de cultivo RPMI-1640 suplementado con 10% de suero bovino fetal (Gibco Invitrogen
Corp) y 20 ng/mL de factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-
CFS) y la citoquina IL-4 (R&D, Minneapolis, MN USA).

Las células dendriticas diferenciadas se estimularon con las distintas cepas de
A. actinomycetemcomitans a una multiplicidad infectante incremental (MOI) de 1 a 2
(razén bacterias/células dendriticas) durante 2 dias. Como control positivo, células
dendriticas se estimularon con 10 ng/mL del LPS de Escherichia coli cepa 0111:B4
(Fluka, Sigma-Aldrich). Células dendriticas no estimuladas se utilizaron como control
negativo. La diferenciacidon y estimulacién de las células dendriticas se evalud con

anticuerpos especificos mediante citometria de flujo (en detalle mas adelante).

Las células dendriticas estimuladas se lavaron en medio de cultivo RPMI-1640
suplementado con 10% de suero bovino fetal, 50 UI/mL de penicilina y 50 pg/mL de
estreptomicina y se co-cultivaron con linfocitos TCD4* naive autdlogos a una razon de
1:10 durante 5 dias.

8.7 Analisis de fenotipo celular

La purificacién de los monocitos, su diferenciaciéon a células dendriticas y su
posterior activacién en presencia de los distintos serotipos de A.
actinomycetemcomitans se evalué mediante citometria de flujo usando los siguientes

anticuerpos monoclonales de ratén anti-humano conjugados con fluorocromos PE, FITC
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o PE/Cy5: anti-CD14 (monocitos), anti-CD1a (células dendriticas inmaduras), anti-
CD83 (células dendriticas maduras), anti-CD80 (molécula co-estimuladora de la
presentacién antigénica) y anti-CD86 (molécula co-estimuladora de la presentacion
antigénica) (BD Biosciences Pharmigen, San José, CA, USA) y utilizando un equipo
FACScan de citometria de flujo (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). La
purificacion de linfocitos TCD4+ naive se evalud usando los siguientes anticuerpos
monoclonales de ratén anti-humano conjugado con fluorocromos PE o FITC: anti-
CD45RA (linfocitos TCD4* naive), anti-CD45R0O (linfocitos TCD4* de memoria) y anti-
CD14 (monocitos) (BD Biosciences Pharmigen). La activacién de linfocitos TCD4* naive
se evaludé usando los siguientes anticuerpos monoclonales de ratén anti-humano
conjugado con fluorocromos PE o FITC: anti-CD62L (marcador de linfocitos TCD4*
naive), anti-CD69 (marcador de activacion) y mediante RT-PCR en tiempo real CD25a
(BD Biosciences Pharmigen).

8.8 Purificacion del RNA mensajero citoplasmatico total de cultivos celulares

Luego de la estimulacidn, las células se lavaron dos veces en PBS vy lisaron en
400 pL de tampodn de lisis conteniendo Igepal® CA-630 0,5% (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, MO, USA), 50 mM Tris-HCI pH8, 100 mM NaCl, 5 mM de MgCl> y 10 mM del
vanadyl-ribonucleosidos (VRC) (Gibco Invitrogen). Después de centrifugar a 14.000 xg
durante 10 seg, el sobrenadante se digiri6 con 25 pg/mL de proteinasa K (Roche Ltd,
Basel, Switzerland), 1% de SDS y 15 mM de EDTA (Fluka Sigma-Aldrich) durante 30
min a 37°C. El RNA citoplasmatico total se extrajo con 400 pL de solucién
fenol:cloroformo:isoamylalcohol 25:24:1 (Fluka Sigma-Aldrich), precipitado a -20°C
con 0,3 M de acetato de sodio, 1 mL de etanol 100% y 1 uL de glicégeno (20 pg/uL)
(Roche Ltd), recuperandose por centrifugaciéon a 14.000 xg durante 30 min y
resuspendiéndose en 30 pL de agua milliQ libre de RNAsas. Para su analisis vy

cuantificacion se utilizaron los equipos anteriormente mencionados.

8.9 Purificacion del RNA mensajero citoplasmatico total de biopsias

Las biopsias de tejido gingival almacenadas en -80°C se descongelaron y
centrifugaron por 10 seg a 10.000 xg a temperatura ambiente. Inmediatamente
después, se disgregaron en un homogenizador manual con 1 mL de TRIzol® Reagent
(Gibco Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y se incubaron durante 5 min a temperatura

ambiente, para luego incorporar 200 pL de cloroformo (Fluka Sigma-Aldrich, St. Louis,
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MO, USA) y agitar durante 15 seg, incubar durante 3 min a temperatura ambiente y
centrifugar a 12.000 xg durante 15 min a 4°C. El sobrenadante se traspasé a un nuevo
tubo estéril y se adiciond 5 ug de glicogeno (20 pg/uL) (Roche Ltd, Basel, Switzerland)
y 100 pL de isopropanol (Fluka Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), se incubd durante
10 min a temperatura ambiente y centrifugd a 12.000 xg durante 10 min a 4°C.
Luego, se elimind el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 1 mL de etanol al 75%,
se agitd durante 3 seg y centrifugd a 7.500 xg durante 5 min a 4°C. Finalmente, se
aspiro el etanol y se resuspendid el pellet en 30 puL de agua milliQ. El RNA obtenido se
almacendé a -80°C a una concentracion final de 1 pjg/pL. Para su analisis y

cuantificacion se utilizaron los equipos anteriormente mencionados.

8.10 Sintesis de la primera cadena de cDNA

A partir de 2 pg de RNA se realizo la sintesis de la primera cadena de cDNA
mediante transcripcion reversa, utilizando el kit SuperScript® III First-Strand Synthesis
SuperMix de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Invitrogen, Grand Island),

almacendandolo a -80°C a una concentracién de 50 ng/uL.

8.11 Expresion de factores de transcripcion y citoquinas mediante RT-PCR en

tiempo real

La expresion de los mRNAs de las citoquinas IL-4, IL-6, IL-9, IL-22, TNF-a y
TGF-B1 y de los factores de transcripcién Spi.B y AhR se cuantifico a partir de 50 ng de
cDNA mediante gPCR en tiempo real, utilizando partidores especificos (Tabla 1) y el
reactivo SYBR Green® (Invitrogen, Grand Island). Utilizando un termociclador gqPCR
StepOne Plus (Applied Biosystem, CA, USA) se realizd el siguiente protocolo de
amplificacion: un ciclo de 95°C durante 3 min y 40 ciclos de 95°C durante 3 seg y 60°
durante 30 seg. Como control de amplificacion y para realizar la cuantificacion relativa

se analizaron los niveles de expresion de la subunidad rRNA 18S.
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Citoquina / Factor
transcripcion

Partidor Forward Partidor Reverse

5’caccgagttgaccgtaacag 3‘gccctgcagaaggtttcc
5’gcccagctatgaactccttct 3‘gaaggcagcaggcaacac
5’cagcctcttctccttcctgat 3’gccagagggctgattagaga
5’cacgtggagctgtaccagaa 3’cagccggttgctgaggta

5’catccttgcctctgttttgcet 3‘cggagagacacaagcagctgg
5‘acctttccttgaccaaactca 3‘agcttcttctcgctcagacg

5’gcataccccacggagaact 3’cggtaagtcttcctcctctgatag

5’caacatcacctacgccagtc 3’ctatgccgcttggaaggat

5’ctcaacacgggaaacctcac 3’cgctccaccaactaagaacg

Tabla 1. Partidores especificos utilizados para la cuantificacién de citoquinas y factores de

transcripcion mediante PCR en tiempo real.

8.12 Secrecion de citoquinas mediante ELISA

A partir de 100 6 200 uL del sobrenadante de cada cultivo celular, la secrecién
de las citoquinas IL-6 y TNF-a se cuantificaron en células dendriticas y las citoquinas
IL-9 e IL-22 en linfocitos TCD4* naive mediante ELISA, siguiendo las instrucciones del
fabricante (R&D) y evaluando la absorbancia a 460 nm y 560 nm usando un lector
automatizado de placas (Bio-Tek, Winooski, VT, USA).

8.13 Analisis de los datos

Los datos de citometria de flujo se representan como histogramas usando el
software WinMDi 2.9 (The Scripps Research Inst., La Jolla, CA, USA) y se expresan
como porcentaje promedio + desviacion estandar de células positivas sobre el total de
células analizadas. Los niveles de citoquinas evaluados mediante ELISA se expresan
como concentracién promedio + desviacion estandar. Los niveles de citoquinas y de los

factores de transcripcion evaluados mediante qPCR se expresan como niveles de
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expresion relativo promedio + desviacion estadndar. Los datos se analizaron
estadisticamente usando el software SPSS v.15.0 (Lead Technologies Inc., Charlotte,
NC, USA). La normalidad de la distribucién de los datos se determind usando la prueba
de Shapiro-Wilk. Las diferencias en la expresion de los marcadores de superficie CD1a,
CD4, CD14, CD45RA, CD45R0O, CD80, CD83 y CD86 se analizaron mediante la prueba
X2, los niveles de expresion de los factores de transcripcidon y los niveles de expresion y
secrecion de las citoquinas se analizaron utilizando las pruebas ANOVA y de Tukey o las
pruebas de Kruskal-Wallis y de Dunn. La asociacidon de los datos se realizd6 con una
prueba de correlacion determinando el coeficiente de correlacién de Spearman o de
Pearson. Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando el valor
de p-value fue <0,05.
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9. RESULTADOS.

9.1 Expresion de citoquinas y factores de transcripcion en biopsias

En biopsias de tejidos gingivales de pacientes con periodontitis crdnica,
gingivitis e individuos sanos se cuantificaron mediante PCR en tiempo real los niveles
de expresién de las citoquinas IL-9 e IL-22 y los factores de transcripciéon Spi.B y
AhR (Figura 1). Mayores niveles de expresidén de IL-22 se detectaron en lesiones de
pacientes con periodontitis crénica en comparacién con lesiones de pacientes con
gingivitis y tejido gingival de individuos sanos (p=0,001 y p<0,001,
respectivamente) y mayores niveles de IL-9 se detectaron en lesiones de pacientes
con gingivitis en comparacion con lesiones de pacientes con periodontitis crénica y
tejido gingival de individuos sanos (p=0,003 y p=0,001, respectivamente). Ademas,
mayores niveles de expresion de AhR se detectaron en lesiones de pacientes con
periodontitis cronica en comparacién con lesiones de pacientes con gingivitis y tejido
gingival de individuos sanos (p=0,001 y p<0,001, respectivamente) y mayores niveles
de Spi.B se detectaron en lesiones de pacientes con gingivitis en comparacion con
lesiones de pacientes con periodontitis cronica y tejido gingival de individuos sanos
(p=0,007 y p=0,001, respectivamente).
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9.2 Correlacion entre los niveles de expresion de los factores de transcripcion

con los niveles de secrecion de citoquinas en biopsias

A partir de los resultados obtenidos en las biopsias de lesiones gingivales de
pacientes con periodontitis crénica, gingivitis e individuos sanos, se calculo el
coeficiente de correlacion de Pearson (r) entre los niveles de expresion de los factores
de transcripcién Spi.B (Th9) y AhR (Th22) y los niveles expresados de las citoquinas
IL-9 e IL-22 (Figura 2).

Para el perfil Th9, se detectd una correlacién positiva entre Spi.B e IL-9 en
biopsias de lesiones gingivales de pacientes con periodontitis cronica y gingivitis
(p=0,004 y p<0,001, respectivamente).

Para el perfil Th22, se detecté una correlacidon positiva entre AhR e IL-22 en
biopsias de lesiones gingivales de pacientes con periodontitis crénica y gingivitis
(p<0,05).

Gingivitis ) .
Figura 2. Correlacion entre los
20 2
1: r=0.877% 1: niveles de expresion de los
0 o o~ factores de transcripcion y de
% 10 ® & 10
T o5 % = expresion de las citoquinas. A
ofe o™ © | partir de 20 biopsias de tejidos
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20 . . .
gingivales de pacientes con
Spi.B AhR . » S
Periodontitis periodontitis y 8 con gingivitis, se
20 40 calculé el coeficiente de correlacion de
= t
15 10 r=0.874 é)o Pearson (r) entre los niveles de
N
3 10 N 0 expresién de mRNA de los factores de
5 10 transcripcién Spi.B (Th9) y AhR
00 5 10 15 20 00 10 20 30 40 (Th22) y los niveles de expresion de
Spi.B ARR las citoquinas IL-9 e IL-22. *p<0,05.

9.3 Purificacion de monocitos

La purificacion de los monocitos y su diferenciacion a células dendriticas fue
evaluada mediante citometria de flujo (Figura 3). A partir de las PBMCs aisladas de

sangre periférica se obtuvo una poblacién de monocitos de alta pureza, demostrado
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por el marcador especifico CD14 (>97%). Un alto porcentaje de ellos (>98%) se

diferencio a células dendriticas ante la estimulacion con GM-CSF e IL-4, tal como se

demuestra por la pérdida del marcador de monocitos CD14 y el incremento en los

niveles de expresion de CD1a.

Células
dendriticas

Monocitos

3,2
+0,8

N° de células

10° 10" 102 10° 10¢ 10° 10" 102 10° 10¢

CD14—>

4,6 98,8
+3,8

N° de células

10° 10" 102 10° 10¢ 10° 10" 102 10° 10¢

CD1a—™»

9.4 Purificacion de linfocitos TCD4+ naive

Figura 3. Purificacion de
monocitos y
diferenciacion a células
dendriticas. Analisis
mediante citometria de
flujo de los niveles de
purificaciéon de monocitos
(células CD14%) a partir de
las PBMCs y de su
diferenciacién a células
dendriticas (células CDl1a™*)
en presencia de GM-CSF e
IL-4.

La purificacién de linfocitos TCD4* naive se evalué mediante citometria de flujo

(Figura 4). A partir de las PBMCs aisladas de sangre periférica, se obtuvo una

poblacion de linfocitos de alta pureza, demostrado por los elevados niveles de

expresién del marcador especifico CD4 (> 98%) y bajos niveles de expresién del

marcador CD14 de monocitos (< 0,12%). La poblacién aislada correspondia a linfocitos
TCD4* naive, evaluada por los marcadores CD45RA (98%) y CD45R0 (0,84%).
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9.5 Activacion de las células dendriticas

Los niveles de activacion de las células dendriticas se evaluaron analizando los
niveles de expresion de CD80, CD83 y CD86 mediante citometria de flujo (Figura 5).
Un alto porcentaje de células dendriticas activas se observd posterior a la estimulacion
con los serotipos a, b o c de A. actinomycetemcomitans, tal como se demuestra por el
incremento de los marcadores CD80 (> 95%), CD83 (> 95%) y CD86 (> 94%). No se
observaron diferencias estadisticas en los niveles de activacién de las células
dendriticas ante la estimulaciéon con los distintos serotipos de A.
actinomycetemcomitans (CD83 p=0,938; CD80 p=0,532 y CD86 p=0,933).
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Aggregatibacter actinomycetemcomitans
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9.6 Activacion de linfocitos TCD4* naive
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Figura 5. Activacion de las
células dendriticas ante los
serotipos a, b o c de A.
actinomycetemcomitans.
Anélisis mediante citometria
de flujo de los niveles de
expresion de CD83, CD80 y
CD86 luego de la estimulacion
durante 48 horas con los
serotipos a (ATCC® 43717™),
b (ATCC® 43718™) o c
(ATCC® 43719™) de A.
actinomycetemcomitans
(MOI=2) que evidencian la
activacién de las células

dendfriticas.

Los niveles de activacion de los linfocitos TCD4* naive se evaluaron analizando

los niveles de expresién de CD25a mediante PCR en tiempo real (Figura 6). Elevados

niveles de expresion de CD25a se observaron posterior a la estimulacion con los
serotipos a (ATCC® 43717™), b (ATCC® 43718™) o c (ATCC® 43719™) de A.

actinomycetemcomitans, al ser comparados con linfocitos TCD4* naive no inducidos

(p<0,05). No se observaron diferencias estadisticas en los niveles de expresién de

CD25a entre los linfocitos TCD4* naive activados por células dendriticas autdlogas.
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Figura 6. Linfocitos TCD4* naive
activados por células dendriticas
CD25a & autologas estimuladas con los
serotipos a (ATCC® 43717™), b
(ATCC® 43718™) o c (ATCC®
43719™) de A.

actinomycetemcomitans. Andlisis
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evidencian la activaciéon de los

linfocitos TCD4* naive luego de 5 dias
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Aa - - a b c 43719™) de A.

actinomycetemcomitans (MOI=2).
*p<0,05.

Serotipos

9.7 Expresion de citoquinas en células dendriticas estimuladas con los

serotipos a, b o c de A. actinomycetemcomitans

El patron de citoquinas expresadas por células dendriticas estimuladas durante
48 horas con los serotipos a (ATCC® 43717™), b (ATCC® 43718™) o c (ATCC®
43719™) de A. actinomycetemcomitans, asociados a la diferenciacién de los fenotipos
Th9 y Th22, fue confirmado luego de cuantificar los niveles de expresion de los mRNA
de las citoquinas IL-4, IL-6, TNF-a y TGF-B1 por PCR en tiempo real (Figura 7). Las
células dendriticas estimuladas con el serotipo b (ATCC® 43718™) expresaron mayores
niveles de TNF-a (p=0,006 y p=0,007) en comparacion a células dendriticas
estimuladas con los serotipos a (ATCC® 43717™) o c (ATCC® 43719™),
respectivamente. Ademas, el serotipo b indujo mayores niveles de expresién de IL-6
en comparacion al serotipo a (p=0,01), pero no en comparacién al serotipo c
(p=0,28). No hubo diferencias en los niveles de expresion de las citoquinas IL-4 y TNF-

a entre los serotipos a o c.
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Figura 7. Expresion de citoquinas en células dendriticas estimuladas con los serotipos
a, b o c de A. actinomycetemcomitans. A partir de 10 experimentos independientes, la
expresion de los mRNA de las citoquinas IL-4, IL-6, TNF-a y TGF-B fue determinada mediante
cuantificacion por PCR en tiempo real, en células dendriticas estimuladas durante 48 horas con
los serotipos a (ATCC® 43717™), b (ATCC® 43718™) o c (ATCC® 43719™) de A.
actinomycetemcomitans (MOI=2). Como control negativo, se utilizaron células dendriticas no
inducidas (n.i.). *p<0,05.

9.8 Expresion de citoquinas en células dendriticas estimuladas con LPS
purificado de los serotipos a, b o c de A. actinomycetemcomitans

En células dendriticas estimuladas con 10, 20 6 50 ng/mL de LPS purificado de
los serotipos a (ATCC® 43717™), b (ATCC® 43718™) o c (ATCC® 43719™) de A.

actinomycetemcomitans (MOI=2) se cuantificaron, mediante PCR en tiempo real, los
niveles de expresion de las citoquinas TNF-a e IL-6 (Figura 8). Se detectaron mayores

niveles de expresién de TNF-a (p=0,021 y p=0,012) e IL-6 (p=0,003 y p=0,004) en

34



Niveles de expresion relativo

células dendriticas estimuladas con 50 ng/mL de LPS del serotipo b, en comparacién a

las células dendriticas estimuladas con el LPS de los serotipos a o ¢, respectivamente.

Figura 8. Expresion de citoquinas en
células dendriticas estimuladas con

<& LPS de E. coli LPS purificado de los serotipos a, by c
LPS de serotipo a ( ATCC® 43717™)

® | PS de serotipo b (ATCC®43718™)
A LPS de serotipo ¢ (ATCC®43719™)

de A. actinomycetemcomitans. A partir
de 6 experimentos independientes, la
expresion de las citoquinas IL-6 y TNF-a
12. fue determinada mediante RT-PCR en
TNF-o 101 IL-6 tiempo real en células dendriticas
estimuladas durante 48 horas con el LPS
purificado del serotipo a (ATCC®
43717™), b (ATCC® 43718™) o c (ATCC®
s 43719™) de A. actinomycetemcomitans a

o N b~ O © O
—o—
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una concentracién de 10, 20 6 50 ng/mL.

E.coli 10 20 50 E.coli 10 20 50 Como control positivo células dendriticas
Aa (ng/ml) Aa (ng/ml) .
fueron estimuladas con 10 ng/mL de LPS

de E. coli cepa 0111:B4. *p<0,05.

9.9 Secrecion de citoquinas en células dendriticas estimuladas con los
serotipos a, b o c de A. actinomycetemcomitans

En las células dendriticas estimuladas con los serotipos a (ATCC® 43717™), b
(ATCC® 43718™) o c (ATCC® 43719™) de A. actinomycetemcomitans (MOI=2) se
determinaron los niveles de secrecion (pg/mL) de las citoquinas TNF-a e IL-6 mediante
ELISA (Figura 9). Mayores niveles de secrecion de TNF-a (MOI=1, p=0,002; MOI=2,
p<0,001) se detectaron en las células dendriticas estimuladas con el serotipo b (ATCC®
43718™) de A. actinomycetemcomitans, en comparacidon a los otros serotipos
bacterianos. Ademas, no se detectaron diferencias de secrecion de IL-6 entre los

serotipos a (ATCC® 43717™), b (ATCC® 43718™) o c (ATCC® 43719™) de A.
actinomycetemcomitans.
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Figura 9. Secrecion de citoquinas en células dendriticas estimuladas con los serotipos
a, b o c de A. actinomycetemcomitans. A partir de 10 experimentos independientes, la
secrecion de las citoquinas IL-6 y TNF-a fue cuantificada mediante ELISA en células dendriticas
estimuladas durante 48 horas con los serotipos a (ATCC® 43717™), b (ATCC® 43718™) o ¢
(ATCC® 43719™) de A. actinomycetemcomitans (MOI=1 a 2). Como control negativo se
utilizaron células dendriticas sin estimular y como control positivo, células dendriticas se
estimularon durante 48 horas con 10 ng/mL del LPS de E. coli cepa 0111:B4. *p<0,05.

9.10 Expresion de citoquinas en linfocitos TCD4* naive activados con células
dendriticas estimuladas con los serotipos a, b o c de A.

actinomycetemcomitans

En linfocitos TCD4* naive activados con células dendriticas autdlogas
estimuladas con los serotipos a (ATCC® 43717™), b (ATCC® 43718™) o c (ATCC®
43719™) de A. actinomycetemcomitans (MOI=2) se cuantificaron, mediante qPCR en
tiempo real, los niveles de expresion de las citoquinas IL-9 e IL-22 (Figura 10).

Mayores niveles de expresiéon de IL-22 (p>0,05) se detectaron en linfocitos TCD4*
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naive activados por células dendriticas autdélogas estimuladas con el serotipo b en
comparacion a los serotipos a o c. No se detectaron diferencias de expresién de IL-9
entre los serotipos a (ATCC® 43717™), b (ATCC® 43718™) o c (ATCC® 43719™) de A.

actinomycetemcomitans.
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Figura 10. Niveles de expresion de citoquinas en linfocitos TCD4* naive activados con
células dendriticas autdlogas estimuladas con los serotipos a, b o c de A.
actinomycetemcomitans. A partir de 6 experimentos independientes, la expresion de los
MRNA de las citoquinas IL-9 e IL-22 en linfocitos TCD4* naive activados por células dendriticas
autdlogas estimuladas con los distintos serotipos a (ATCC® 43717™), b (ATCC® 43718™) o ¢
(ATCC® 43719™) de A. actinomycetemcomitans (MOI=2), fue determinada mediante RT-PCR
en tiempo real. Como control negativo se utilizaron linfocitos TCD4* naive activados por células

dendriticas no inducidas (n.i.). *p<0,05.

9.11 Secrecion de citoquinas en linfocitos TCD4* naive activados por células
dendriticas estimuladas con los serotipos a, b o c de A.

actinomycetemcomitans

Para evaluar el patrén de citoquinas secretadas por los linfocitos TCD4* naive
activados por células dendriticas autdlogas estimuladas con los serotipos a (ATCC®
43717™), b (ATCC® 43718™) o c (ATCC® 43719™) de A. actinomycetemcomitans se
cuantificaron los niveles de secrecion (pg/mL) de IL-9 e IL-22 mediante ELISA (Figura
11). Mayores niveles de secrecion de IL-22 (p>0,05) MOI=2 se detectaron en los
linfocitos TCD4+ naive activados por células dendriticas estimuladas con el serotipo b

(ATCC® 43718™) de A. actinomycetemcomitans, en comparacion a los otros serotipos
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bacterianos. No se detectaron diferencias de secrecién de IL-9 entre los serotipos a
(ATCC® 43717™), b (ATCC® 43718™) o c (ATCC® 43719™) de A.

actinomycetemcomitans.
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Figura 11. Secrecion de citoquinas linfocitos TCD4* naive activados por células
dendriticas estimuladas con los serotipos a, b o ¢ de A. actinomycetemcomitans. A
partir de 6 experimentos independientes, la secrecion de las citoquinas IL-9 e IL-22 fue
cuantificada mediante ELISA en linfocitos TCD4* naive activados por células dendriticas
autdlogas estimuladas durante 48 horas con los serotipos a (ATCC® 43717™), b (ATCC®
43718™) o ¢ (ATCC® 43719™) de A. actinomycetemcomitans (MOI=2). Como control positivo,
los niveles de secrecién de citoquinas fueron cuantificados en linfocitos TCD4+ naive activados

por células dendriticas no inducidas (n.i.). *p<0,05.

9.12 Secrecion de citoquinas en linfocitos TCD4* naive activados con LPS

purificado de los serotipos a, b o c de A. actinomycetemcomitans

En linfocitos TCD4* naive activados por células dendriticas autélogas
estimuladas con 10, 20 6 50 ng/mL de LPS purificado de los serotipos a (ATCC®
43717™), b (ATCC® 43718™) o c (ATCC® 43719™) de A. actinomycetemcomitans
(MOI=2) se cuantificaron, mediante ELISA, los niveles de secrecion de las citoquinas
IL-9 e IL-22 (Figura 12). Se detectaron mayores niveles de secrecion de IL-22
(p=0,039 y p=0,0041) en linfocitos TCD4* naive activados por células dendriticas
autdlogas estimuladas con 20 ng/mL de LPS del serotipo b (ATCC® 43718™) en
comparacion al serotipo a (ATCC® 43717™) o c (ATCC® 43719™), respectivamente.
Mayores niveles de secreciéon de IL-9 (p=0,035 y p=0,042) e IL-22 (p=0,019 vy
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p=0,022) se detectaron en linfocitos TCD4*+ naive activados por células dendriticas
autologas estimuladas con 50 ng/mL de LPS del serotipo b (ATCC® 43718™) en
comparacion al (ATCC® 43717™) o c (ATCC® 43719™), respectivamente.
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Figura 12. Secrecion de citoquinas en linfocitos TCD4* naive activados por células
dendriticas estimuladas con LPS purificado de los serotipos a, b o c de A.
actinomycetemcomitans. A partir de 6 experimentos independientes, la secrecion de las
citoquinas IL-9 e IL-22 fue determinada, mediante ELISA, en linfocitos TCD4* activados por
células dendriticas autdlogas estimuladas con 10, 20 6 50 ng/mL de LPS purificado de los
serotipos a (ATCC® 43717™), b (ATCC® 43718™) o c (ATCC® 43719™) de A.
actinomycetemcomitans (MOI=2). Como control negativo se utilizaron linfocitos TCD4*

activados por células dendriticas no inducidas (n.i.). *p<0,05.

9.13 Expresion de factores de transcripcion en linfocitos TCD4* naive
activados

En linfocitos TCD4* naive activados con células dendriticas autdlogas
estimuladas con los serotipos a (ATCC® 43717™), b (ATCC® 43718™) o c (ATCC®
43719™) de A. actinomycetemcomitans (MOI=2) se cuantificaron, mediante gqPCR en
tiempo real, los niveles de expresion de los factores de transcripcion Spi.B y AhR
(Figura 13). Los linfocitos TCD4* naive activados con células dendriticas autélogas
estimuladas con el serotipo b (ATCC® 43718™) presentaron mayores niveles de
expresiéon de los factores de transcripcién Spi.B (p=0,042 y p=0,039) y AhR (p=0,045

y p=0,044) en comparacion a los linfocitos TCD4* naive activados con células
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dendriticas autdlogas estimuladas con los serotipos a (ATCC® 43717™) o c (ATCC®
43719™), respectivamente. No hubo diferencias en los niveles de expresién de los
factores de transcripcion en los linfocitos TCD4+ naive activados con células dendriticas

estimuladas con los serotipos a o c.
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Figura 13. Niveles de expresion de los factores de transcripcion en linfocitos TCD4*
naive activados. A partir de 6 experimentos independientes, la expresion de los mMRNA de los
factores de transcripcion Spi.B y AhR en linfocitos TCD4* activados por células dendriticas
autdlogas estimuladas con los serotipos a (ATCC® 43717™), b (ATCC® 43718™) o ¢ (ATCC®
43719™) de A. actinomycetemcomitans (MOI=2) fue determinada mediante RT-PCR en tiempo

real. Como control negativo se utilizaron células dendriticas no inducidas (n.i.). *p<0,05.

9.14 Correlacion entre los niveles de expresion de los factores de

transcripcion con los niveles de secrecion de citoquinas

A partir de los resultados obtenidos en los linfocitos TCD4* naive activados por
células dendriticas estimuladas con los serotipos a (ATCC® 43717™), b (ATCC®
43718™) o c (ATCC® 43719™) de A. actinomycetemcomitans (MOI=2), se calcul6 el
coeficiente de correlacién de Pearson (r) entre los niveles de expresion de los factores
de transcripcion Spi.B (Th9) y AhR (Th22) y los niveles secretados de las citoquinas
IL-9 e IL-22 (Tabla 3).

Para el perfil Th9, se detecté una correlacion positiva entre Spi.B e IL-9 en los

linfocitos TCD4+ naive activados por células dendriticas estimuladas con el serotipo a
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(ATCC® 43717™), b (ATCC® 43718™) o c (ATCC® 43719™) de A.

actinomycetemcomitans (p=0,042; p=0,012; p=0,007; respectivamente).

Para el perfil Th22, se detectd una correlacién positiva entre AhR e IL-22 en los
linfocitos TCD4* naive activados por células dendriticas estimuladas con el serotipo a
(ATCC® 43717™), b (ATCC® 43718™) o c (ATCC® 43719™) de A.

actinomycetemcomitans (p=0,035; p=0,007; p=0,037; respectivamente).

Cepas de Aggregatibacter actinomycetemcomitans

ATCC® 43717™ ATCC® 43718™ ATCC® 43719™
(serotipo a) (serotipo b) (serotipo c)
r p-value r p-value r p-value
Spi.B IL-9 0,810 0,042 0,908 0,012 0,913 0,007
AhR 1IL-22 0,833 0,035 0,914 0,007 0,830 0,037

Tabla 2. Correlaciéon entre los niveles de expresion de los factores de transcripcion y de
secrecion de las citoquinas. A partir de 6 experimentos independientes se calculd el
coeficiente de correlacion de Pearson (r) entre los niveles de expresion de mRNA de los factores
de transcripcién Spi.B (Th9) y AhR (Th22) y los niveles de secrecion de citoquinas asociadas a los
linfocitos Th9 y Th22 en linfocitos TCD4* naive estimulados por las células dendriticas
sensibilizadas con las cepas ATCC® 43717™ (serotipo a), ATCC® 43718™ (serotipo b) o ATCC®

43719™ (serotipo c) de A. actinomycetemcomitans a una multiplicidad de infeccién (MOI) de 2.
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10. DISCUSION.

Durante las periodontitis, la destruccion de los tejidos de insercidn
periodontal y la pérdida de los dientes se asocia a un patrén de respuesta inmune
local de tipo Thl (pro-inflamatorio) y Th17 (osteo-destructivo) (Dutzan et al.,,
2009a; Dutzan et al.,, 2009b; Hernandez et al., 2011). En efecto, en biopsias de
lesiones periodontales de pacientes con periodontitis cronica, se ha detectado un
incremento en los niveles de los factores de transcripcion y citoquinas asociadas a la
diferenciacion y funcion de linfocitos Thl y Th17, correlacionandose estos mayores
niveles a la severidad de la enfermedad (Dutzan et al., 2009a; Dutzan et al., 2009b;
Hernandez et al., 2011). En el presente trabajo de investigacion, en pacientes con
periodontitis se demostré un incremento en los niveles de expresion de AhR vy
produccion de IL-22, asociados a la presencia y actividad de linfocitos Th22, y en
pacientes con gingivitis un incremento en los niveles de expresién de Spi.B y
produccion de IL-9, asociados a linfocitos Th9. Por otro lado, en células dendriticas
estimuladas con el serotipo b de A. actinomycetemcomitans, se detecté mayor
produccion de IL-6 y TNF-a, que promueven la polarizacién selectiva de linfocitos Th22
durante la presentacion antigénica. Ademas, en los linfocitos T ante el serotipo b, se
detectd mayor expresion del factor de transcripcion AhR y produccién de IL-22,
caracteristicos de la diferenciacion y funcidon de linfocitos Th22 pro-inflamatorios y

osteo-destructivos.

A. actinomycetemcomitans es un periodonto-patégeno que coloniza tardiamente
los tejidos periodontales co-agregando la superficie de la biopelicula, en donde su LPS
induce diversas respuestas inmunoldgicas en el hospedero que determinan su
patogenicidad (Perry et al., 1996a; Perry et al., 1996b; Kaplan et al., 2001; Diaz-
Zuniga et al.,, 2014; Diaz-Zuhiga et al., 2015a). En términos generales A.
actinomycetemcomitans se detecta en bajos niveles en los tejidos periodontales
infectados; sin embrago, su LPS posee una alta inmunogenicidad, en particular el
expresado por el serotipo b, el que se asocia con el fenotipo clinico mas severo de la
enfermedad (Asikainen et al., 1991; Teixeira et al., 2006; Shimada et al., 2008; Duhen
et al., 2009; Roman-Torres et al., 2010; Cortelli et al., 2012). Recientemente, con el
objetivo de cuantificar la frecuencia de deteccion de los serotipos a, b o ¢ en pacientes
con periodontitis crénica o agresiva de la poblacién chilena, se obtuvieron muestras
microbioldgicas a 25 pacientes que asistieron a la clinica de Periodoncia de la Facultad
de Odontologia de la Universidad de Chile, detectdndose la presencia de A.
actinomycetemcomitans en 4 pacientes con periodontitis agresiva, siendo 3 de ellos

positivos para el serotipo b (datos no publicados). Estos resultados avalan la
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importancia de nuestro estudio que busca determinar el potencial rol del serotipo b de
A. actinomycetemcomitans en la induccion de una respuesta inmune mas patogénica,

especificamente, la inducida por los linfocitos Th22.

En estudios recientes realizados por nuestro grupo de investigacion, se
analizaron los niveles de produccion de citoquinas pro-inflamatorias en células
dendriticas y linfocitos TCD4* naive estimulados con los distintos serotipos de A.
actinomycetemcomitans o su LPS purificado, detectdndose que el serotipo b indujo
mayores niveles de expresion de las citoquinas IL-1B, IL-12, IL-23 e IFN-y en células
dendriticas, y de las citoquinas IL-1B, IL-12, IL-17, IL-21, IL-23, IFN-y y el factor
osteo-destructivo RANKL en linfocitos T, en comparacién a los otros serotipos (Diaz-
Zuiiga et al., 2014; Diaz-Zufiga et al.,, 2015a). Ademas, no se detectaron diferencias
en los niveles de expresion y secrecion de las distintas moléculas en presencia de los
serotipos a o ¢, tanto con la bacteria ad integrum como su LPS purificado. En conjunto,
estos datos nos permiten establecer que en pacientes con periodontitis la forma sérica
mas inmunogénica de A. actinomycetemcomitans podria asociarse con la inflamacion y
reabsorcion del hueso alveolar caracteristicas de la enfermedad al inducir un patrén de
respuesta linfocitaria tipo Thl y Th17 (Diaz-Zuniga et al., 2014; Diaz-Zuhiga et al.,
2015a). En asociaciéon a estos datos, los presentados en el presente trabajo de
investigacién nos permiten proyectar el rol del serotipo b de A.
actinomycetemcomitans en la definicion del fenotipo Th22 en periodontitis y Th9 en

gingivitis o salud periodontal.

Los linfocitos Th9 cumplen un rol pro-inflamatorio en enfermedades auto-
inmunes y alérgicas y un rol inmuno-modulador en enfermedades neoplasicas (Lu et
al., 2012) y los linfocitos Th22 cumplen un rol pro-inflamatorio y osteo-destructivo en
las artritis reumatoide (Ikeuchi et al., 2005; Ma et al., 2010; Goswami & Kaplan, 2011;
Kim et al., 2012; Kaplan, 2013). En efecto, mientras los linfocitos Th9 disminuyen la
frecuencia de proliferacién de los linfocitos T e inhiben la secreciéon de citoquinas
asociadas a los fenotipos Thl y Th17 (Aranha et al., 2013), los linfocitos Th22 inducen
la produccion de IL-1B, IL-6, TNF-a y RANKL en fibroblastos sinoviales mediante la
expresion y secrecién de IL-22 activando la diferenciacion y la maduraciéon de
osteoclastos (Ikeuchi et al., 2005; Ma et al., 2010; Goswami & Kaplan, 2011; Kim et
al., 2012; Kaplan, 2013).

La deteccion de linfocitos Th22 en pacientes con artritis reumatoide ha
permitido asociar los niveles de IL-22 con la severidad de la enfermedad vy, en conjunto

con los linfocitos Thl y Th17, cumplirian un rol central en la etiopatogenia de la
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destruccion de los tejidos articulares (Ikeuchi et al., 2005; Kim et al., 2012). Asi,
mientras en las fases inflamatorias de la enfermedad predominarian los linfocitos Thi,
en las fases osteo-destructivas predominarian los linfocitos Th17 y Th22 (Ikeuchi et al.,
2005; Ma et al.,, 2010; Goswami & Kaplan, 2011; Kim et al., 2012; Kaplan, 2013).
Ademas, se ha detectado la presencia de linfocitos Th9 y elevados niveles de IL-9 en
pacientes con artritis reumatoide en tratamiento, sugiriendo un potencial rol de estos
linfocitos en los fendmenos reparativos asociados a la salud articular (Khan et al.,
2009). De este modo, la medicién de citoquinas fenotipo-especificas ha permitido
detectar la actividad y severidad de la enfermedad, permitiendo proyectar nuevas
terapias inmunoldgicas. En efecto, en un modelo murino de artritis reumatoide se
bloqued IL-22R, detectandose una disminucion de los signos clinicos de inflamacién y
de destruccion dsea (Marijnissen et al., 2011).

No obstante, y de acuerdo a nuestros datos, el rol de los linfocitos Th9 y Th22
en la patogenia de las periodontitis podria ser antagdnico, donde los linfocitos Th9
modularian la diferenciacion de los linfocitos Th22 modificando la respuesta osteo-
destructiva. En efecto, ante el serotipo b de A. actinomycetemcomitans se
incrementaron significativamente los niveles de expresion del factor determinante de la
diferenciacion de los linfocitos Th9, Spi.B, sin detectar diferencias en los niveles de
expresion y secrecion de IL-9, asocidandose a un silencio fenotipico o afuncionalidad.
Concentraciones elevadas de INF-y secretadas por células dendriticas estimuladas con
el serotipo b de A. actinomycetemcomitans disminuirian la diferenciacion de los
linfocitos Th9 e inhibirian la produccién de IL-9, mediante la regulacién negativa por
IL-4 (Murugaiyan et al., 2012; Kaplan, 2013; Diaz-Zufiga et al., 2014; Diaz-Zufiga et
al.,, 2015). En este contexto, los niveles de expresion detectados del factor Spi.B
tendrian su explicacion durante el proceso de diferenciacion de los linfocitos Th9, Th17
y Treg, que dependen de los niveles de TGF-B1 para activar sus factores de
transcripcion especificos; mientras que los linfocitos Th17 se diferencian en presencia
de elevados niveles de IL-6 y bajos de TGF-B1, los fenotipos Th9 y Treg requieren de
una mayor concentraciéon de TGF-B1 y menor de IL-6 (Dardalhon et al., 2008; Vernal &
Garcia-Sanz, 2008; Chang et al.,, 2010; Singh et al., 2013). En efecto, nuestros
estudios detectaron bajos niveles de expresion y secrecion de TGF-B1 en las células
dendriticas estimuladas con los serotipos a, b o ¢ de A. actinomycetemcomitans (Diaz-
Zuiiga et al., 2015b), condicionando un ambiente pro-inflamatorio local que facilitaria

la polarizacion hacia los fenotipos efectores Th1, Th17 y Th22.

Interesantemente, en biopsias de lesiones gingivales de pacientes con gingivitis

se detecté un incremento en los niveles de expresiéon de IL-9 y Spi.B, asociados al
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fenotipo Th9, en comparacién a biopsias de lesiones periodontales de pacientes con
periodontitis. Ademds, en biopsias de lesiones periodontales de pacientes con
periodontitis se detecté un incremento en los niveles de expresion de IL-22 y AhR,
asociados al fenotipo Th22, en comparacién a biopsias de pacientes con gingivitis.
Estos datos concuerdan con la hipdtesis planteada anteriormente, sugiriendo el
potencial rol de los linfocitos Th22 en la actividad osteo-destructiva durante las
periodontitis y de los linfocitos Th9 en la actividad inmuno-inflamatoria inducida por
periodonto-patdgenos durante las gingivitis. No obstante nuestros resultados y la
evidencia existente sustentan la hipotesis del posible rol de los fenotipos Th9 y Th22
en la patogenia de las enfermedades periodontales, el balance entre todos los
fenotipos de linfocitos T diferenciados en una lesién periodontal particular es el
determinante final de la presencia de salud o enfermedad periodontal. Asi, el
incremento de la actividad de un fenotipo en particular o un conjunto de fenotipos
podrian ser determinantes de la historia natural del proceso de salud-enfermedad de

las enfermedades periodontales, esto es salud » gingivitis » periodontitis.

El eje efector Th1/Th17/Th22 ha incrementado su importancia en el desarrollo
de patologias osteo-destructivas y los diversos estudios analizados permiten especular
que estos fenotipos se encuentran asociados al inicio, progresion y severidad de la
artritis reumatoide (Kim et al., 2012). Basandonos en nuestros resultados, el eje Th1/
Th17/Th22 seria caracteristico de la patogenia de las periodontitis. Del mismo modo, el
eje Th2/Th9/Treg tendria importancia en la mantencién y recuperacion de la salud
periodontal (Veldhoen et al., 2008; Jabeen & Kaplan, 2012; Murugaiyan et al., 2012;
Kaplan, 2013). En efecto, se ha postulado que el fenotipo Th9 es un linfocito dimérfico
y dependiendo del ambiente local pre-existente se comprometeria con un rol
modulador de la respuesta de los linfocitos Thl y Th22, sinérgico de la funcion pro-
inflamatoria de los linfocitos Th1 o, incluso, diferenciarse hacia los linfocitos Th2 o ser
un linfocito pre-Th2 (Veldhoen et al., 2008; Elyaman et al., 2009; Jager et al., 2009).
Ademas, especulamos que los linfocitos Th9, debido a la via de diferenciacion comun
que comparte con los linfocitos Thl7 y Treg, podrian pertenecer a un fenotipo
intermedio durante el proceso de diferenciacion Th17/Treg y, dependiendo de los
niveles de concentracién local de las citoquinas IL-4, IL-6, TNF-a y TGF-B1 podrian
permanecer como un fenotipo Th9 y tener un comportamiento dimoérfico segun el
medio o podrian inhibir o activar la diferenciacidon de linfocitos T hacia el perfil Th17
(Elyaman et al., 2009; Nowak et al., 2009; Goswami & Kaplan, 2011). Independiente
de las especulaciones, el dimorfismo de los linfocitos Th9 aldn continla sin ser
totalmente demostrado y nuestro estudio aporta, en alguna medida, nuevos

antecedentes que permitiran a futuro identificar el rol de este fenotipo linfocitario en
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las enfermedades periodontales.

Nuestros resultados permiten establecer que los linfocitos Th9 cumplirian un rol
pro-inflamatorio o inmuno-modulador durante las gingivitis y los linfocitos Th22 un rol
osteo-destructor durante las periodontitis. Al confirmar la diferenciacion de los
linfocitos Th9 y Th22 en nuestro modelo in vitro, se logré determinar que el serotipo b
de A. actinomycetemcomitans estaria asociado con la generacion de un ambiente
inflamatorio local que favoreceria la diferenciacion de los linfocitos Th22 y que los
serotipos a, b o c de A. actinomycetemcomitans inducirian bajos niveles de linfocitos
Th9. Asi, el serotipo b de A. actinomycetemcomitans se relacionaria con las
periodontitis a través de la activaciéon, maduracién y diferenciacién de los linfocitos
Th1l, Th17 y Th22 y la baja frecuencia de deteccidn de los linfocitos Th2, Th9 y Treg se

vincularia con la mantencidn o recuperacion de la salud periodontal.
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11. CONCLUSIONES.

En biopsias de lesiones de pacientes con periodontitis existe un incremento en los
niveles de expresiéon de la citoquina IL-22 y el factor de transcripcién AhR,
asociados al fenotipo Th22. En biopsias de lesiones de pacientes con gingivitis
existe un incremento en los niveles de expresion de la citoquina IL-9 y el factor

de transcripcién Spi.B, asociados al fenotipo Th9.

En biopsias de lesiones de pacientes con periodontitis y gingivitis, el incremento
en los niveles de expresion de las citoquinas IL-9 e IL-22 se correlaciona
positivamente con los niveles de expresion de los factores de transcripcion Spi.B

y AhR, respectivamente.

Las células dendriticas humanas estimuladas con el serotipo b de A.
actinomycetemcomitans producen mayores niveles de IL-6 y TNF-a, necesarias
para la diferenciacion de los linfocitos Th22, en comparacién a las células

estimuladas con los serotipos a o c.

Los linfocitos T humanos activados por células dendriticas autdlogas estimuladas
con el serotipo b de A. actinomycetemcomitans producen mayores niveles de IL-22,
asociados a la diferenciacién y actividad de linfocitos Th22, en comparacion a las

mismas células ante los serotipos a o c.

En los linfocitos T humanos activados por células dendriticas autélogas estimuladas
con el serotipo b de A. actinomycetemcomitans, el incremento en los niveles de
secrecion de las citoquinas IL-9 e IL-22 se correlaciona positivamente con los
niveles de expresion de los factores de transcripcion asociados a cada fenotipo

Spi.B y AhR, respectivamente.
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12. ANEXOS.

12.1 Consentimiento informado

Pégina 1/4

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del provesto:

Impacto de la variabilidad bacteriana patdgena periodontal en In respuesta inmune en  humanos,
Asociacion de serotipos bacterianos especificos con la salud o enfermedad periodontal.

Obijetivo de la investigacidn:

El propésito del presente estudio es entender la respuesta defensiva que se desarrolla en las
personas durante la infeccidn de la encia y los dientes {gingivitis y periodontitis). En particular,
analizar ciertas moléculns llamadas citoquinas que se producen en las células defensivas cuando
se estimulan con 2 hacterias que causan la enfermedad: dggregatibacter actinomyveetemcomitans
y Paplyromonas gingivalis,

Personas estudiadas;

Se seleccionardn 30 pacientes enfermos de periodontitis agresiva, 30 pacientes enfermos
de periodontitis cronica y 30 personas con las encias sanas, Todas las personas serdn mayores de
30 aflos de edad y serin invitados & participar voluntariamente de! estudio.

La persona invitada a participar del estudio tienc el derecho de rechazar la incorporacitn,
retirar sus datos o abandonar el eswdio en cualquier momento, sin que ello afecte, modifique o
implique suspensién de su iratamiento dental,

Las personas que participen en el estudio NO recibirdn retribucidn econdmica o material,

A las personas que participen del estudio se les realizart un examen dental completo v, si
ingresan al estudio, s¢ le tomard de una muestra de [0 mililitros de sangre venosa, que se obtendga
medianie puncion en una vena del antebrazo utilizando los procedimientos estdndar (5%
jeringa).

Amr
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Las muestras de sangre se utilizardn para aislar células, las que en los experimentos se
estimularin con las bacterias en estudio para analizar las citoquinas que producen. Cualguler resto
sobrante de sangre serd destruido.

En las muestras de sangre NO se realizarin estudios genéticos,

El procedimiento de toma de muéstra de sangre es inocuo y estindar. Aun asi, en algunos

casos puede ocurrir una leve molestia durante la puncion con la agus. desvanecimients o lu
aparicion de un hematoma o moreton en la zona de puncién pasado algunos minutos. Todas estas
complicaciones no implicardn riesgo. dailo ni detrimento alguno en la salud o en la integridad
fisica y/o siquica de las personas participantes,

Después de realizado el examen demtal v tomada | muestra de sangre, si s necesario. al
paciente se le realizard el tratamiento dental indicado en un plazo no superior a 2 semanas de
reelizado el diagndstico. Una vez tomada la muesira de sangre. el paciente terminard su
participacion en ¢l estudio,

Beneficios por participar en el estudio:

L.os pacientes NO recibirin bencficios directos por participar en el estudio,

El estudio contribuird a ampliar el conocimiento sobre las defensas de las personas cuando
existen infecciones de las encias ¥ los dientes (gingivitis y periodontitis), Esto implica beneficios
para ¢l investigador y eventualmente para In odontologia cliniea,

Aungue los resultados del estudio no implicarin un cambio en el trammiento dental que
pacientes podran recibir, los pamicipantes pueden solicitar. si lo desean. informaci 3
resultados del anlisis individual y de 1odo el estudio,
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i ial
Tedos los dutos del paciente serdn reservados y sélo se registrardn el la ficha clinica del
paciente, manteniendo la confidencialidad tal como lo establece Ia normativa vigente.

Responsable del Provecto de Investigacion:

El responsable del Proyecto de Investigacion es el Profesor Dr. Rolando Vernal Astudillo,
quien trabajs en ¢l Depanamento de Odontologin Conservadors, Facultad de Odentologia,
Universidad de Chile y que para tal efecto se domiciliz en la calle Sergio Livingstone 943,
Independencia, Santiago.

Los pacientes pueden contactar al investigador cuando lo deseen para plantear cualquier
duda que deseen aclarar,

Institucion patrocinante:

La institucion patrocinante del Responsable del Proyecto de Investigacién es la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile.

: .!E', E- I»ﬁ .

Este proyecto ha sido aprobado por el Comité Etico Cientifico de la Facultad de Odontologia
de la Universidad de Chile. Este Comité es presidido por el Prof. Dr. Juan Conés Arava. quien se
domicilia en la calle Sergio Livingstone 943, Independencia, Santiago.

Este Comité es independiente de los investigadares v no tiene conflictos de interés con la
industria farmacéutica. cosmética y/o alimentaria.

El paciente que acepie panicipar en el presente estudio puede solicitar una copia del
cenificado de aprobacidn del Proyecto emitido por ¢l Comité.
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FORMULARIQ
CONSENTIMIENTO INFORMADO

Declarackin del paciente:
He comprendido las explicaciones que se me han dado, en un lenguaje claro v sencitlo, v el
investigndor me ha permitido realizar todas las observaciones Y preguntas necesarias.

resalviéndome todas las dudas que I¢ he planteado.

He comprendido que en cuslquier momento v sin necesidad de dar explicacion alguna
puedo revocar el consentimiento que presto ahora y abandonar la investigacion.

Acepto voluntariamente tomar parte en el estudio.

Identificacidn de! Paciente: Identificasion del Investigador Respansahle:

Nombre: Nombre: Rolando Vernal Astudillo
Rut: Rut: 11.635,874-3
Fono; Fono: +56-3-9781815

Firma Firma




12.2 Ficha clinica

FICHA CLINICA

FACULTAD DE ODONTOLOGIA Clinica de Periodoncia
UNIVERSIDAD DE CHILE Afo
MODULO 1 Ficha N°
Fotos o Diapos. Notas Médicas Especiales
Si o No o
Ingreso: /(200
Egreso: /200
Nombre del Alumno:
Nombre del Docente: codigo
PACIENTE:
SEXO: Masc. O Fem. O Nombre(s} Apcllido patemo Apcllido materno
Dircccion Fono:
Fecha de Nacimiento: /[ /19 cdad: Profesion u Ocupacion:
Motivo de consulta:
MODULO 2 |
| Anamnesis GENERAL »
Antecedentes Médicos Tratamicnto que sigue actualmente
Ancxo: Si0 No(
Cardiovasculares 0 | Discrasias sanguincas 0
Diabetes 0 | Enf. Infecto-contagiosos 0
Gastrointestinales 0 | Enf. Neurologicas 0
Alergias 0 0
Embarazo 0 0
Descripeion de la enfermedad y Otros Nombre y Teléfono de Médico
Tratante

Anamnesis ODONTOLOGICA

Su dltima visita al dentisza: (fecha y motivo)

Tratamicatos dentales gue ha recibido anteriormente

;Ha recibido antes ancstesia?

Mantencién Periodontal: Si ¢ No 0

|No 0Si 0

| :Qué Tipa?

OTROS DATOS DE LA ANAMNESIS:
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HABITOS
Tipo de cepillo dental que usa actualmente: Téenica:
Usa OTROS clementos de Higiene: No 0 Si: 0 cudles?:
SI NO SI NO
Onicofagia 0 0 Respirador Bucal 0 0
Interposticion lingual 0 0 Tabaquismo 0 0
Bruxismo 0 o Bebe 0 o
Succiona cltricos 0 0 Interposicion de Objetos 0 0
Otros Habitos:
Antecedentes de Enfermedad Periodontal
' DOLOR | Dientes: No 0 Si 0 | Encias: No 0 Si 0 | Otros. Expligue:
@gmicmo | Espontineo 0 | Provocado 0 | Explique:
| Movilidad Dentaria | No 0 /Si_ o | Sc han superado 0 Sc ha clongado 0 |
| Halitosis | No 0 [si 0 |
Antecedentes Familiares: Padre 0 Madre © Hermanos 0 Otros 0

Otros Antecedentes:

MODULO3 |

[ Examen Extra - Oral [

Facics: (describa)

Ganglios palpables:
No 0 St 0 (Ubicacidn)

Masculos de Cabeza y Cucllo: Puntos y/o zonas Dolorosas

No 0 St 0 {ubicacion)

A.T.M. (articulacién témporo-mandibular):
Dolor: No 0 Si 0 cspontdneo 0 provocado O
Uhbicacién de zonas de dolor:

Ruidos: No 0 S 0 Explique:

(Otras observaciones del Examen Extra - Bucal
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MODULO 4 ]

Examen Intra - Bucal

TEJIDOS Tipo de Descripeion
BANDOS Lesion {tamaio, forma. color, ctc.)
Labios — Comisuras
Lengua
Vestibulos
Piso de la Boca
Paladar
Mucosa mejillas
Region Faringoamigdaliana
Otras

Uso de Protesis: No 0 Si 0 Tipo:
Ubicacion y condiciones:

Anomalias Dento-Maxilares: No O Si 0
Describa:

Examen de Oclusion |

Parologia Muscular: St 0 No 0 Patologia Armticular  Si 0 No 0

Contactos Prematuros en Céntricas: Si 0 No 0 Dientes en contacto:
(Si no hay patologia articular ni muscular)

Dindmica Mandibular

APERTURA BUCAL: Aumentada O Normal (4,2-4,4 cm.) 0 Disminuida 0

Movto. PROTUSIVO: No 0 |Si 0 Guiaincisal: Si 0 Contactos Post Si 0

Movto. De Lateralidad DERECHA: No 0 Si 0 aumentado 0 normal 0 disminuido 0

Guia canina: 0
Funcién de Grupo 0  Piczas en funcion:

Contacto en Balance: No 0 Si 0 Piczas en contacto:
Otras Guia 0  Piczas involucradas

Movto. De Lateralidad IZQUIERDA: no Si0 aumentado © normal 0 disminuido O
o

Guia canina: 0
Funcidon de Grupo 0 Piczas en funcion:

Contacto cn Balance: No 0 Si 0 Piczas cn contacto:
Otras Guia 0  Piczas involucradas

Otras Observaciones del Examen Intra - Bucal:

60



MODULOS |

| Examen Periodonral |

Describa las caracteristicas de la encia en cuanto a

Color:
Forma:
Posicion:
Tamaiio:
Consistencia y superficie:
indice gingival (G.1):
Loc & Silness 1963

18 17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27 28
VESTIBULAR
MESIAL
PALATINO
DISTAL

Indice Grupo I: | Indice Grupo 11: | Indice Grupo 111

Boca:

48 47 46 45 44 43 42 41 31 32 33 34 35 36 37T 38
VESTIBULAR
MESIAL
LINGUAL
DISTAL

Indice Grupo IV: | Indice Grupo V: | [ndice Grupo VI:

Anote en cads cara de cada diente en lx hoca las gradaaciones O, 1, 2 ¥ 3 segln corresponda. Oiencia normel, no infleacion ni
cambio de ok ma sangramieio, Vleve sflamscida v alteracion de b superlee gingival, No hay ssngraroento. 7inflaemacion
modemads, ertems v edems. Sangrammie o o soenkape o bago < efeeto de b peesidn, 30 mflamacito severs, eritems Je snpartancia v
odema Tendenesa al ssmgramicno sspontioeo, Ulocracion,

18 17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27 28
VESTIBULAR
MESIAL
PALATINO
DISTAL
Indice Grupo I: | Indice Grupo 11: | Indice Grupo 111
Boca: %o Boca: % Boca: % Boca: %
Fecha: Fecha: Fecha: Fecha:
48 47 46 45 44 43 42 4] 31 32 33 34 35 36 37 38
VESTIBULAR
MESIAL
LINGUAL
DISTAL

Indice Grupo IV: % | Indice Grupo V: % |indice Grupo VI: %

Anote un =370 ~ si la carz obsenvadz presenta tocica del revelador en contacwo con la encla marginal y un signo  en caso &e
zzsenciz de coloracidn. Divida X mZmero de soperficies s place por el numero de superficies examinadas v obendrd el INDICE &e
HIGIENE

NOTA:  Estos dices deben realizarios VARIAS veces duramce el tatamienzo v en CADA coatol por o que deberd wsar lipe
prafite. No olvade ooosignes los valoess envontrados cada ver oo b Hopa de Evolucitn
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C.P.L.T.N.=indice de necesidades de traramiento periodontal en comunidad

Codigos 0 1 2 3

Observaciones SANO Hemorragia al - Sacos < 3mm. | Parte ncgrade  Parte negra
sondaje. Seve lasondascve  delasonda
No hay sacos ~ totalmente parcialmente.  desaparcce cn
ni calculos. parte negra de | Saco 4-5 mm.  un saco
No hay la sonda. latrogenia ++  inflamado.
hombros. latrogenia +-, Saco = 6mm.

v tértaro

Cologue en cada | Grupo [= ' Grupo 1= | Grupe 111=

grupo ¢l valor mas 18 (17 16 (15 14 13 (12 |11 21 (23 |24 25 26 |27 (2R

alto encontrado

Ej. Picza 18:3 y | Grupo V= | Grupo V= | Grupo VI=

Picza 15:2 valor 18 |17 (16 |15 |14 (13 |12 |11 (21 |23 24 |25 |26 27 |28

Grupo 1=3

FACTORES ETIOLOGICOS LOCALES

Carics. calculo, malposiciones, Odontologia Restauradora defectuosa, etc.:

Diente {s) EFECTO PROVOCADO
Altcraciones Muco-(ringivales Sid No 0O
Describa:
Disposicidn Psicologica:  nervioso 0 indiferente 0 cooperador 0
Otra Obscrvacian
[ | Examen Radiolégico | |
_Examenes radiogrificos solicitados
Diagndstico Radiografico:
Observaciones Radioldgicas
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MODULO 6 |

Diagnastico y Evaluacion

Elementos relevantes para ¢l diagnastico de los mddulos |y 2:

Elementos relevantes para el diagnastico de los mddulos 3 v 4:

Elementos relevantes para el diagndstico del madulo 5:

Trauma Oclusal I: St 0 No

Piczas Involucradas:

[ Diagndstico
Fundamentos del Diagndstico
[ PRONOSTICO

GENERAL:

Fundamentos del Prondstico:
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MODULO 7 [

Plan de Tratamicento v Evolucidn

Exdémencs complementarios solicitados

PLAN DE TRATAMIENTO |
1 i
2)
3) 8}
4
5) %
6)

Programa de Control de Placa Bacteriana
Téenica de Higiene oral indicada:

Elementos de Higiene Oral Indicados cepillos(s)
Orros Elementos:

'EVOLUCION: Desarrollo del tratamiento v evolucién del paciente

Fecha Acciones clinicas realizadas, comentarios y obscrvaciones

Firma del Docente
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Fecha

Acciones clinicas rcalizadas, comentarios v observaciones

Firma del Docente

Primera Evaluacion Post-Terapia Periodontal

| FECHA: |
Grupol  Grupo Il | Grupo Il | Grupo IV = Grupo V| Grupo VI
[ndice Periodontales | G.L
H.I
Caracteristicas de la Encia:
Qrras Evaluaciones:
P e M i6n Periodontal
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PACIENTE:

EDAD

FECHA: __ /

20

10

11112113

14

15

16

Supuracién

 Sangramiento

Movilidad

Furca: V

Posic.. Encia

Prof. Surco

N. Insercidn

32

Supuracion

 Sangramiento

Movilidad

Furca: V

Posic.. Encia

Prof. Surco

N. Inscrcidn

10

11112113

14

15

16

Supuracién

 Sangramiento

Movilidad

Furca: V

Posic.. Encia

Prof. Surco

N. Insercion

31

32

Supuracion

 Sangramicnto

Movilidad

Furca: V

Posic.. Encia

Prof. Surco

N. Inscrcidn
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12.3 Trabajos presentados en congresos internacionales

Congreso Internacional de la Academia de Periodoncia , International

Association of Periodontology, Santiago, abril de 2015

T-helper 9 (Th9) and Th22 lymphocytes: their association with periodontal
disease and response to Aggregatibacter actinomycetemcomitans induced

infection

Jaime Diaz-Zuniga**, Samanta Melgar-Rodriguez, Gustavo Monasterio, Carla

Alvarez, Jocelyn Arias, Paola Carvajal, Mariano Sanz, Rolando Vernal.

Background: Two new T-helper (Th) phenotypes are described and named Th9 and
Th22 lymphocytes; however, their role in the pathogenesis of periodontitis remains
unclear. The aim of this study was to determine the potential association between Th9
and/or Th22 lymphocytes and periodontitis, as well as their pathogenic immune

response to Aggregatibacter actinomycetemcomitans induced infection.

Methods: Gingival samples were obtained from patients with moderate-to-advanced
chronic periodontitis, gingivitis, and healthy controls. In addition, T lymphocytes and
monocyte-derived dendritic cells (MoDCs) were obtained from healthy donors and
stimulated with different serotypes of A. actinomycetemcomitans (multiplicity of
infection MOI=102) or their purified lipopolysaccharide (10-50 ng/mL). The levels for
the Th9 and Th22-associated cytokines and transcription factors Spi.B and AhR were
quantified by real-time reverse-transcription polymerase chain reaction and enzyme-

linked immunosorbent assay.

Results: Higher levels of IL-22 and AhR were detected in periodontitis patients
compared to gingivitis and healthy individuals. In addition, higher levels of IL-9 and
Spi.B were detected in gingivitis patients compared to healthy individuals. When
stimulated with the serotype b of A. actinomycetemcomitans, higher levels of IL-6 and
TNF-a were detected in MoDCs, as well as higher levels of IL-22 and AhR were

detected in T lymphocytes, when compared to stimulation with the other serotypes.

Conclusion: Serotype b of A. actinomycetemcomitans induces a Th22-type of immune
response in both MoDCs and T lymphocytes. Th22 lymphocytes could be associated

with pathogenesis of periodontitis.
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12.4 Premios.

Premio: Basic Reasearch International Academy of Periodontology.

T-helper (Th9) and Th22 lymphocytes: their association with periodontal disease and
response to Aggregatibacter actinomycetemcomitans induced inflammation. Santiago,
abril de 2015.
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