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1. RESUMEN 

Las periodontitis son un conjunto de enfermedades infecciosas cuya causa 

es la bio-película patogénica subgingival. Las bacterias que constituyen esta bio-

película pueden provocar daño directo a los tejidos de inserción periodontal; sin 

embargo, la destrucción de ellos es producida principalmente por la respuesta 

inmune desarrollada por el hospedero ante ellas. Durante esta respuesta inmuno-

inflamatoria, las quimioquinas, en particular las quimioquinas CC (CCLs), y sus 

receptores específicos (CCRs) definen la migración de células inmunológicas, por 

ejemplo los linfocitos T, y determinan, al menos en parte, el inicio, progresión y 

severidad de las periodontitis. 

En diversas enfermedades infecciosas, distintos patrones de CCLs y CCRs 

se expresan en los tejidos afectados y estos se asocian a la diferenciación y 

función de fenotipos de linfocitos T colaboradores (Th) particulares. Por ejemplo, 

en las lesiones periapicales consecutivas a necrosis pulpar séptica, un patrón con 

predominio de CCL5 y CCR5 se asocia a un fenotipo Th1 pro-inflamatorio y un 

patrón con predominio de CCL21 y CCR7 favorece una respuesta tipo Th17 osteo-

destructiva. En las periodontitis, aún no se ha descrito la asociación entre un 

patrón particular de CCLs y CCRs y la inflamación y osteo-destrucción que 

caracterizan a la enfermedad. 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans es una bacteria que compone la 

bio-película patogénica subgingival de pacientes con periodontitis y uno de los 

principales factores de virulencia que expresa es el lipopolisacárido (LPS). Sobre 

la base de la variable inmunogenicidad de las distintas formas de LPS, en  A. 

actinomycetemcomitans se describen distintos serotipos y entre ellos se especula 

que existen diferencias en su asociación a la enfermedad. 

Con el objeto de realizar una aproximación en la asociación entre los 

patrones de CCLs y CCRs característicos de los distintos fenotipos efectores de 

linfocitos Th y la patogenia de las periodontitis, en este trabajo de investigación se 
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analizó la expresión de distintos CCLs y CCRs en linfocitos T estimulados in vitro 

con los distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans. 

En linfocitos T estimulados con el serotipo b, se detectó un incremento en 

los niveles de expresión de CCL3, CCL5, CCL20, CCL21, CCL28 y sus receptores 

CCR1, CCR2, CCR5, CCR6, CCR7 y CCR9, característicos de un patrón de 

respuesta tipo Th1 y Th17, en comparación a las células estimuladas con los 

serotipos a o c. Además, este incremento de expresión de CCLs y CCRs tipo 

Th1/Th17 se correlacionó positivamente con los niveles de expresión de los 

factores de transcripción T-bet y RORC2, determinantes de la diferenciación 

selectiva de estos fenotipos. 

En conclusión, el serotipo b de A. actinomycetemcomitans induce un 

incremento en los niveles de expresión de CCLs y CCRs asociados a los linfocitos 

Th1 y Th17. 
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2. INTRODUCCIÓN  

Las periodontitis son un conjunto de enfermedades de naturaleza 

inflamatoria y etiología infecciosa, cuya causa principal son las bacterias 

periodonto-patógenas que residen en la bio-película subgingival (Armitage, 1999). 

Estas bacterias pueden causar daño directo a los tejidos de inserción de los 

dientes; no obstante, la respuesta inmune del hospedero inducida ante ellas es la 

principal causa de la destrucción tisular (Hernandez y cols., 2011, Gemmell y cols., 

2002). En efecto, las interacciones bacteria-hospedero inducen la secreción de 

mediadores pro-inflamatorios, citoquinas, quimioquinas, receptores de superficie y 

factores osteo-destructivos que determinan la destrucción del cemento radicular, 

ligamento periodontal y hueso alveolar, que finalmente lleva a la pérdida de los 

dientes (Listgarten, 1986, Offenbacher, 1996, Salvi y Lang, 2005). 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans 

A. actinomycetemcomitans es una bacteria periodonto-patógena que 

compone la bio-película subgingival asociada a inicio y progresión de las 

periodontitis, en particular, a las formas agresivas de la enfermedad (Asikainen y 

cols., 1991). Corresponde a un cocobacilo Gram-negativo, pequeño, no móvil, 

anaerobio facultativo, microaerofílico y capnofílico (Henderson y cols., 2002, 

Schacher y cols., 2006) que en cultivo crece como colonias circulares aplanadas 

con borde festoneado, generalmente con una forma de estrella central (Fine y 

cols., 1999). 

A. actinomycetemcomitans posee diversos factores de virulencia, entre 

ellos, la leucotoxina A (LtxA), la toxina distensora citoletal (Cdt) y el 

lipopolisacárido (LPS), principal inductor de la respuesta inmune en el hospedero 

(Díaz-Zúñiga y cols., 2012). El LPS cubre el 75% de su superficie externa y está 

constituido por un lípido A, una cadena central de oligosacáridos y un O-

polisacárido, principal antígeno del LPS. 



7 
 

Sobre la base de la antigenicidad del O-polisacárido, en A. 

actinomycetemcomitans se describen 6 serotipos bacterianos distintos, 

denominados de la “a” a “f” (Page y cols., 1991, Gmur y cols., 1993, Kaplan y 

cols., 2001). En europeos, latino-americanos, africanos y asiáticos, los serotipos a, 

b y c son los detectados más frecuentemente (van der Reijden y cols., 2008, 

Jentsch y cols., 2012, Bandhaya y cols., 2012, Díaz-Zúñiga y cols., 2012), con 

variaciones de prevalencia dependiendo del estado clínico periodontal del sujeto.  

En efecto, el serotipo b es más frecuentemente aislado de lesiones periodontales 

activas en pacientes afectados de periodontitis crónica y agresiva (Paju y cols., 

2000). 

La distribución variable de los distintos serotipos de A. 

actinomycetemcomitans entre sujetos sanos y enfermos y, entre lesiones 

periodontales activas e inactivas en un individuo enfermo, sugiere que tienen una 

patogenicidad diferente. En efecto, recientemente se ha demostrado que el 

serotipo b de A. actinomycetemcomitans tiene un mayor potencial inmunogénico, 

al inducir mayor producción de citoquinas en células dendríticas y linfocitos T, en 

comparación a los otros serotipos, lo que explicaría, al menos desde el punto de 

vista inmune, esta mayor patogenicidad (Schacher y cols., 2007, Haraszthy y cols., 

2000, Yang y cols., 2005, Díaz-Zúñiga y cols., 2014).  

Respuesta inmune durante las periodontitis 

Las células dendríticas identifican los microorganismos a través de 

receptores de reconocimiento de patrón (PRR, del inglés pathogen recognizing 

pattern), los que reconocen patrones microbianos altamente conservados 

(PAMPs, del inglés pathogen-associated molecular pattern). Entre los PRRs, 

destacan los receptores tipo Toll (TLR, del inglés toll-like receptor), capaces de 

identificar, entre otros, al LPS de los patógenos-periodontales (Azuma, 2006). En 

particular, el LPS de A. actinomycetemcomitans es reconocido por las células 

dendríticas mediante TLR2 y TLR4. En efecto,  en células dendríticas estimuladas 

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

detecta un incremento en los niveles de expresión de TLR2 y TLR4, con mayores 
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niveles de expresión de TLR2 en células estimuladas con el serotipo b en 

comparación a los serotipos a o c (Kikkert y cols., 2007). 

Posterior al reconocimiento antigénico, las células dendríticas fagocitan las 

bacterias y procesan sus antígenos, conjugándolos a las moléculas del complejo 

mayor de histocompatibilidad (MHC, del inglés major histocompatibility complex) 

clase II. Así, las células dendríticas se activan y presentan los antígenos a los 

linfocitos TCD4+ naïve (Azuma, 2006). Durante este proceso, las células 

dendríticas maduran y secretan citoquinas y, dependiendo en parte del patrón de 

citoquinas que predomina en el territorio anatómico en donde ocurre la 

presentación antigénica, los linfocitos TCD4+ naïve pueden diferenciarse 

selectivamente a 4 fenotipos efectores distintos, denominados linfocitos T 

colaboradores (Th, del inglés T-helper) tipo Th1, Th2 y Th17 o linfocitos T 

reguladores (Treg). 

Cada fenotipo linfocitario se define por la expresión de un factor de 

transcripción particular y la secreción de un perfil de citoquinas específico que 

determina su función. En términos generales, la expresión del factor de 

transcripción T-bet determina el fenotipo Th1 con una actividad pro-inflamatoria 

(Szabo y cols., 2000, Dutzan y cols., 2009a), la expresión del factor de 

transcripción GATA3 determina el fenotipo Th2 con una actividad inmuno-

moduladora (Zheng y Flavell, 1997), la expresión del factor de transcripción 

RORC2 determina el fenotipo Th17 con una actividad pro-inflamatoria y osteo-

destructiva (Vernal y Garcia-Sanz, 2008, Vernal y cols., 2005, Dutzan y cols., 

2009a) y la expresión del factor de transcripción Foxp3 induce la diferenciación del 

fenotipo Treg con una actividad inmuno-reguladora (Li y Greene, 2008). 

Quimioquinas y receptores de quimioquinas 

Las quimioquinas son un grupo de citoquinas que cumplen un rol 

fundamental en la quimiotaxis de las células del sistema inmune, tanto en 

condiciones fisiológicas homeostáticas como patológicas (Rossi y Zlotnik, 2000, 

Garlet y cols., 2003). 
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La producción de quimioquinas y expresión de sus receptores específicos 

genera una gradiente de concentración quimiotáctica entre los tejidos infectados y 

los linfonodos regionales que drenan estos tejidos, en donde ocurre la 

presentación antigénica. Así, se establece una migración celular en ambos 

sentidos, en donde las células dendríticas migran hacia los linfonodos para 

presentar los antígenos microbianos (Moschovakis y Forster, 2012) y los linfocitos 

T diferenciados y activados migran hacia los tejidos infectados para cumplir su 

función fenotipo-específica (Garlet y cols., 2003, Fernandez y Lolis, 2002).  

Además, la expresión de las quimioquinas y sus receptores específicos 

cumplen un rol auxiliar durante la diferenciación selectiva de los linfocitos TCD4+ a 

los distintos fenotipos linfocitarios efectores durante la presentación antigénica, 

contribuyendo en la definición del tipo de respuesta inmune inducido (Kuwabara y 

cols., 2009, Loetscher y cols., 1998, Miyagaki y cols., 2010). 

Tipos de quimioquinas y receptores de quimioquinas 

Las quimioquinas CC (CCLs) y los receptores de quimioquinas (CCRs) 

corresponden a una sub-familia de 28 quimioquinas y 10 receptores sintetizados 

por células endoteliales, epiteliales, dendríticas, fibroblastos y linfocitos T de forma 

constitutiva y sobre-expresadas en condiciones patológicas (Garlet y cols., 2003, 

Fernandez y Lolis, 2002). Su estructura central corresponde a una cadena de 

aminoácidos con dos cisteínas unidas por puentes disulfuros (Silva y cols., 2007) 

y, sobre la base de las variaciones moleculares a partir de esta estructura central, 

se define la clasificación actual (Tabla 1).  

Quimioquinas, receptores de quimioquinas y sus asociaciones a patologías 

Las quimioquinas CCLs y sus receptores CCRs específicos han sido 

ampliamente estudiados en enfermedades inflamatorias crónicas (Hjelmstrom y 

cols., 2000). En la artritis reumatoide, los fibroblastos sinoviales producen CCL19 y 

CCL21, induciendo la quimiotáxis de linfocitos TCD4+ CCR7+ de tipo Th17, 

incrementando la reabsorción del cartílago y hueso articular en las articulaciones 
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afectadas (Moschovakis y Forster, 2012). En el asma, la síntesis de CCL17 y 

CCL22 promueve la polarización celular hacia el fenotipo linfocitario Th2 e induce 

inflamación de las vías aéreas (Perros y cols., 2009). 

Tabla 1. Quimioquinas (CCLs) y sus receptores de quimioquinas (CCRs) 

específicos. 

Receptor Quimioquina 

CCR1 CCL3, CCL3L1, CCL5, CCL7 CCL14, CCL16, CCL23, CCL9 

CCR2 CCL2, CCL5, CCL7, CCL13 

CCR3 CCL5, CCL7, CCL8, CCL11, CCL13, CCL15, CCL24 CCL26, CCL28 

CCR4 CCL2, CCL17, CCL22 

CCR5 CCL3, CCL3L1, CCL4, CCL5, 

CCR6 CCL20 

CCR7 CCL19, CCL21 

CCR8 CCL1 

CCR9 CCL25 

CCR10 CCL27, CCL28 

 

En términos generales, durante las enfermedades crónicas existe una 

asociación entre los CCRs expresados por los linfocitos T, la respuesta inmune Th 

efectora generada y las quimioquinas producidas por ellos en los tejidos 

afectados. Un patrón de respuesta tipo Th1 se asocia con un incremento en la 

expresión de los CCRs: CCR1, CCR2, CCR5 y CCR6 y producción de los CCLs: 

CCL3, CCL4 y CCL5 (Shadidi y cols., 2003, Loetscher y cols., 1998, Garlet y cols., 

2010), una respuesta Th2 se asocia con mayor expresión de los CCRs: CCR3, 
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CCR4 y CCR8 (Perros y cols., 2009, Miyagaki y cols., 2010, Gonzalo y cols., 

2007) y producción de los CCLs: CCL2, CCL11 y CCL17 y un patrón de respuesta 

de linfocitos Th17 se asocia con la expresión de los CCRs: CCR6 y CCR7 y 

producción de los CCLs: CCL19 y CCL21 (Lim y cols., 2008, Wang y cols., 2009) 

(Tabla 2). 

 Tabla 2. CCRs y CCLs asociados a los fenotipos Th1, Th2 y Th17. 

Fenotipo de 

linfocito TCD4+ 
CCRs y CCLs asociados 

Th1 

CCR: CCR1, CCR2, CCR5 

CCL: CCL3, CCL4, CCL5 

Th2 

CCR: CCR3, CCR4 y CCR8 

CCL: CCL1, CCL11, CCL17 

Th17 

CCR: CCR6 y CCR7 

CCL: CCL19, CCL20, CCL21 

 

Quimioquinas y receptores de quimioquinas en las periodontitis 

Durante las periodontitis, los CCRs y CCLs son determinantes del 

establecimiento de la respuesta inmuno-inflamatoria y la definición del tipo de 

respuesta Th generada en los tejidos afectados (Silva y cols., 2007, Garlet y cols., 

2003). De este modo, mientras el incremento en los niveles de IFN-γ se asocia 

con elevados niveles de expresión de CCR5 y la diferenciación de linfocitos Th1 

(Loetscher y cols., 1998), el incremento en los niveles de IL-6 e IL-23 inducen la 

expresión de CCL2, CCR6 y CCR, determinando la activación, diferenciación y 

migración de los linfocitos Th1 y Th17 (Kuwabara y cols., 2009, Kabashima y cols., 

2002). Por otro lado, la presencia de IL-4 e IL-10 inhibe la expresión de CCR5 e 
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incrementa los niveles de CCL11, CCR3 y CCR4 asociándose con linfocitos Th2 

(Perros y cols., 2009). Así, es posible asociar la producción de CCLs y CCRs 

particulares con un tipo de respuesta inmune particular y, así, con el fenotipo 

clínico de las periodontitis. En efecto, en las lesiones periodontales de pacientes 

con periodontitis agresiva se detectan mayores niveles de expresión de las 

quimioquinas CCL3, CCL4, CCL5, CCL28 y los receptores CCR1, CCR5 y CCR9, 

y en las lesiones periodontales de pacientes con periodontitis crónica se detectan 

mayores niveles de expresión de CCL2 y del receptor CCR4 (Ferreira y cols., 

2011, Garlet y cols., 2010).    

Planteamiento del problema 

Recientemente, se ha descrito una patogenicidad serotipo-dependiente de 

A. actinomycetemcomitans, asociada a la mayor inmunogenicidad del serotipo b. 

En particular, en linfocitos TCD4+ naïve activados por células dendríticas 

estimuladas con el serotipo b de A. actinomycetemcomitans se detectan mayores 

niveles de producción de citoquinas y factores de transcripción característicos de 

los fenotipos Th1 y Th17 en comparación a las mismas células activadas con los 

serotipos a y c (Díaz-Zúñiga y cols., 2015). 

La expresión de CCLs y CCRs es necesaria para la definición de la 

diferenciación selectiva y la posterior migración de los linfocitos T diferenciados 

hacia los sitios periodontales infectados. Por lo tanto, un incremento en la 

expresión de CCLs y CCRs asociados a los fenotipos Th1 y Th17 se induciría en 

linfocitos T naïve al ser estimulados con el serotipo b de A. 

actinomycetemcomitans en comparación a los otros serotipos. 
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3. HIPÓTESIS 

En linfocitos TCD4+ naïve humanos, el serotipo b de A. 

actinomycetemcomitans induce mayores niveles de expresión de las quimioquinas 

CCL3, CCL5, CCL20, CCL21, CCL28, y sus receptores específicos CCR1, CCR2, 

CCR5, CCR6, CCR7 y CCR9, asociados a un patrón de respuesta inmune tipo 

Th1 y Th17, en comparación a los serotipos a o c. 
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4. OBJETIVO GENERAL 

Determinar los niveles de expresión de las distintas quimioquinas CCLs y 

sus receptores específicos CCRs en linfocitos TCD4+ naïve humanos activados en 

presencia de células dendríticas autólogas estimuladas con los serotipos a, b o c 

de A. actinomycetemcomitans. 

5. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Cuantificar los niveles de expresión de las quimioquinas CCL1, CCL2, CCL3, 

CCL5, CCL11, CCL17, CCL20, CCL21, CCL25 y CCL28 en linfocitos TCD4+ 

naïve humanos activados en presencia de células dendríticas autólogas 

estimuladas con los serotipos a, b o c de A. actinomycetemcomitans. 

2. Cuantificar los niveles de expresión de los receptores de quimioquinas CCR1 a 

CCR10 en linfocitos TCD4+ naïve humanos activados por células dendríticas 

autólogas estimuladas con los serotipos a, b o c de A. actinomycetemcomitans. 

3. Cuantificar la expresión de los factores de transcripción T-bet, GATA3, RORC2 

y Foxp3, factores de transcripción específicos determinantes de la 

diferenciación selectiva Th1, Th2, Th17 y Treg, respectivamente, en linfocitos 

TCD4+ naïve humanos activados por células dendríticas autólogas estimuladas 

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

4. Asociar los niveles de expresión de los CCRs y CCLs con los niveles de 

expresión de los factores de transcripción T-bet, GATA3 y RORC2 en linfocitos 

TCD4+ humanos activados por células dendríticas autólogas estimuladas con 

los serotipos a, b o c de A. actinomycetemcomitans. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

Selección de los sujetos y obtención de las muestras biológicas 

Los monocitos y linfocitos TCD4+ naïve circulantes periféricos fueron 

purificados, como se detalla más adelante, a partir de leuco-reducciones de 

sangre periférica obtenidas de 5 donantes sanos en el banco de sangre del 

Hospital San Salvador. Los individuos seleccionados no tenían antecedentes de 

tratamiento periodontal en los 6 meses previos al estudio, no tenían alguna 

enfermedad distinta a periodontitis, por ejemplo diabetes, artritis reumatoide, colitis 

ulcerosa, enfermedad de Crohn, SIDA, cáncer o enfermedades cardiovasculares, 

no ingirieron antibióticos durante los 3 meses previos a su selección y, en caso de 

ser mujer, no estaban embarazadas. El protocolo de investigación fue explicado a 

todos los participantes del estudio, quienes firmaron un consentimiento informado 

aprobado por el Comité Ético-Científico de la Facultad de Odontología de la 

Universidad de Chile y de FONDECYT (Anexo). 

Cultivo y curvas de crecimiento de A. actinomycetemcomitans 

Las cepas de A. actinomycetemcomitans ATCC® 43717TM (serotipo a), 

ATCC® 43718TM (serotipo b) y ATCC® 43719TM (serotipo c) fueron sembradas en 

medio de cultivo agar infusión cerebro-corazón (Oxoid LTD, Basingstoke, 

Hampshire, England) e incubadas a 37ºC en condiciones de capnofilia (8% O2 y 

12% CO2), usando generadores CampyGenTM (Oxoid Ltd). Para obtener un 

número similar de microorganismos de los distintos serotipos de A. 

actinomycetemcomitans para la estimulación de las células dendríticas, se 

realizaron curvas de crecimiento bacteriano tal como ha sido descrito previamente 

(Díaz-Zúñiga y cols., 2014). 

Purificación de monocitos 

A partir de las leuco-reducciones, fueron aisladas las células periféricas 

mononucleares (PBMCs, del inglés peripheral blood mononuclear cells) usando 
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una gradiente de concentración, de acuerdo a las instrucciones del fabricante 

(Ficoll-Paque Plus, Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden). Los 

monocitos fueron purificados desde las PBMCs por separación inmuno-magnética 

(MACS; Miltenyi Biotec, Bergich Gladbach, Germany). Brevemente, las PBMCs 

fueron lavadas 2 veces en tampón fosfato salino pH 7.4 (PBS) y posteriormente 

incubadas con un anticuerpo monoclonal de ratón anti-CD14 humano conjugado 

con partículas inmuno-magnéticas, durante 15 min a 4°C. Luego de ser lavadas, 

las células fueron resuspendidas en PBS y los monocitos fueron purificados 

usando columnas de separación MS montadas en un campo magnético (MACS; 

Miltenyi Biotec). La fracción de células CD14+ separadas corresponden a los 

monocitos, cuyo recuento se realizó utilizando una cámara de Neubauer® y el 

fenotipo fue confirmado usando anticuerpos monoclonales específicos analizados 

mediante citometría de flujo, tal como se detalla más adelante. 

Purificación de linfocitos TCD4+ naïve 

Posteriormente, los linfocitos TCD4+ naïve fueron purificados utilizando un 

kit de depleción celular específico, de acuerdo a las instrucciones del fabricante 

(MACS; Miltenyi Biotec). Para esto, la fracción CD14- de las PBMCs fue incubada 

con anticuerpos monoclonales de ratón anti-CD8, CD14, CD15, CD16, CD19, 

CD36, CD56, CD123, TCRγ/δ y CD235a humanos conjugados con biotina durante 

20 min a 4°C y posteriormente con anticuerpo anti-biotina conjugado con 

partículas inmuno-magnéticas durante 15 min a 4°C. Luego de ser lavadas, las 

células fueron resuspendidas en PBS y los linfocitos TCD4+ naïve fueron aislados 

usando columnas de depleción LD montadas en un campo magnético. Las células 

fueron contadas y el fenotipo celular fue confirmado usando anticuerpos 

específicos analizados mediante citometría de flujo, tal como se detalla más 

adelante. 
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Estimulación de las células dendríticas y activación de linfocitos TCD4+ 

naïve 

Los monocitos purificados fueron sometidos a un protocolo estandarizado 

de diferenciación in vitro a células dendríticas (Díaz-Zúñiga y cols., 2014). 

Brevemente, los monocitos CD14+ fueron cultivados durante 6 días a una 

concentración de 0,7x106 células/mL en 3 mL medio de cultivo RPMI-1640 

suplementado con 10% de suero bovino fetal (Gibco Invitrogen Corp., Grand 

Island, NY, USA) y 20 ng/mL del factor estimulante de colonias de granulocitos-

macrófagos (GM-CFS) e IL-4 (R&D, Minneapolis, MN USA). Las células 

dendríticas diferenciadas fueron estimuladas con los distintos serotipos de A. 

actinomycetemcomitans a una multiplicidad infectante incremental (MOI) de 10-1-

102 (razón bacterias/células dendríticas) durante 2 días. Como control positivo, 

una fracción de las células dendríticas fue estimulada con 10 ng/mL del LPS de 

Eschericchia coli cepa 0111:B4 (Fluka, Sigma-Aldrich Chemie, Buchs, 

Switzerland). Células dendríticas no estimuladas fueron utilizadas como control 

negativo. La diferenciación y estimulación de las células dendríticas fue evaluada 

con anticuerpos específicos mediante citometría de flujo, detallado más adelante. 

Posteriormente, las células dendríticas estimuladas fueron lavadas en medio de 

cultivo RPMI-1640 suplementado con 10% de suero bovino fetal, 50 UI/mL de 

penicilina y 50 μg/mL de estreptomicina y co-cultivadas con linfocitos TCD4+ naïve 

autólogos a una razón de 1:10 durante 5 días. 

Análisis de fenotipo celular 

La purificación de los monocitos, su diferenciación a células dendríticas y su 

posterior maduración ante la estimulación con los distintos serotipos de A. 

actinomycetemcomitans se evaluó mediante citometría de flujo usando los 

siguientes anticuerpos monoclonales de ratón anti-humano conjugados con 

fluorocromos PE, FITC o PE/Cy5: anti-CD14 (monocitos), CD1a (células 

dendríticas inmaduras) y CD83 (células dendríticas maduras) (BD Biosciences 

Pharmigen, San José, CA, USA) utilizando un equipo FACScan de citometría de 

flujo (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). La purificación de linfocitos 
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TCD4+ naïve fue evaluada mediante citometría de flujo usando los siguientes 

anticuerpos monoclonales de ratón anti-humano conjugado con fluorocromos PE o 

FITC: anti-CD4 (linfocitos TCD4+) y anti-CD14 (monocitos) (BD Biosciences 

Pharmigen, San José, CA, USA). 

Expresión de CD80, CD83 y CD86 

Con el objetivo de comparar los niveles de activación de las células 

dendríticas ante los distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans, la expresión 

de CD83 (marcador de células dendríticas maduras), CD80 y CD86 (moléculas co-

estimuladoras de la presentación antigénica a los linfocitos T) fue evaluada 

mediante citometría de flujo usando anticuerpos de ratón anti-humano conjugados 

con fluorocromos PE y FITC, respectivamente (BD Biosciences Pharmigen, San 

José, CA, USA). 

Purificación de RNA citoplasmático total 

Luego de la activación de los linfocitos T durante 5 días, estos fueron 

lavados dos veces en PBS y lisados en 400 μL de amortiguador de lisis 

conteniendo Igepal® CA-630 0,5% (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA), Tris-

HCl 50 mM pH 8, NaCl, 100 mM, MgCl2 5 mM y vanadyl-ribonucleosidos (VRC) 10 

mM (Gibco Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Luego de centrifugar a 14.000 x g 

durante 10 s, el sobrenadante fue digerido con 25 μg/mL de proteinasa K (Roche 

Ltd, Basel, Switzerland), sulfato de sodio dodecil 1% y EDTA 15 mM (Fluka Sigma- 

Aldrich, St. Louis, MO, USA) durante 30 min a 37°C. El RNA citoplasmático total 

fue extraído con 400 μL de solución fenol:cloroformo:isoamílico 25:24:1 (Fluka 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), precipitado a -20°C con acetato de sodio 0,3 

M, 1 mL de etanol 100% y 20 μg/μL de glicógeno (Roche Ltd, Basel, Switzerland) 

y recuperado mediante centrifugación a 14.000 x g durante 30 min. Finalmente, el 

RNA se resuspendió en 30 μL de agua milliQ libre de RNAsas y se almacenó a -

80°C hasta su uso.  
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Síntesis de la primera cadena de cDNA, expresión de CCRs, CCLs y factores 

de transcripción mediante RT-PCR cuantitativo  

A partir de 2 μg de RNA citoplasmático total se procedió a la síntesis de la 

primera cadena de cDNA mediante transcripción reversa, utilizando el kit 

SuperScript® III First-Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen, Grand Island, NY, 

USA), según las instrucciones del fabricante. Los niveles de expresión de los 

mRNA de las quimioquinas CCL1, CCL2, CCL3, CCL5, CCL11, CCL17, CCL20, 

CCL21, CCL25 y CCL28, los receptores CCR1, CCR2, CCR3, CCR4, CCR5, 

CCR6, CCR7, CCR8, CCR9, CCR10 y los factores de transcripción T-bet, GATA3, 

RORC2 y Foxp3 fueron cuantificados a partir de 50 ng de cDNA mediante RT-

PCR en tiempo real, utilizando partidores específicos (Tabla 3) y un kit DNA 

polimerasa-SYBR Green (Invitrogen, Grand Island, NY, USA). La amplificación fue 

realizada en un termociclador StepOnePlus (Applied Biosystem, CA, USA) 

utilizando el siguiente protocolo de amplificación: 95°C durante 3 min y 40 ciclos 

de 95°C durante 3 s y 60°C durante 30 s. Como control de amplificación y 

referencia para la cuantificación relativa se analizaron los niveles de expresión de 

la subunidad 18S de RNA ribosomal (rRNA). 

Análisis de los datos 

Los datos de la citometría 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 ± desviación estándar de células positivas 

sobre el total. Los niveles de expresión de los CCRs, CCLs y factores de 

transcripción fueron evaluados mediante RT-PCR en tiempo real y expresados 

como niveles de expresión relativo promedio ± desviación estándar. Los datos 

fueron analizados estadísticamente usando el software SPSS v.15.0 (Lead 

Technologies Inc., Charlotte, NC, USA). La normalidad de la distribución de los 

datos fue determinada usando la prueba de Kolgomorov-Smirnov. Las diferencias 

en la expresión de los marcadores de activación de las células dendríticas CD80, 

CD83 y CD86 fueron analizados mediante la prueba χ² y los niveles de expresión 

de los CCLs, CCRs y los factores de transcripción mediante las pruebas de 
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ANOVA y post hoc de Tukey. La asociación entre los niveles de expresión de los 

distintos CCLs o CCRs con los de expresión de los diferentes factores de 

transcripción fue analizada usando la prueba de correlación de Pearson. Los datos 

fueron considerados estadísticamente significativos cuando p<0,05. 
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Tabla 3. Partidores utilizados para la cuantificación mediante RT-PCR tiempo real 

de los receptores CCRs, las quimioquinas y factores de transcripción. 

  

 CCRs y 
Quimioquinas  

Partidor →3’ Partidor →5’ 

CCR1 agtacctgcggcagttgttc aaggggagccatttaaccag 

CCR2 tttctgataaaccgagaacgaga gagacaagccacaagctgaa 

CCR3 gagtgtgtggccagaagaca cttcctggattcagccctct 

CCR4 accgcgtgcacaattgc tttacagtggcatattctttgtcatg 

CCR5 gaccagccccaagatgacta cttgggtggtggctgtgt 

CCR6 tcagccccttcagctcac actgtggctgttggtttgtg 

CCR7 ttggtttaggggacaatagcc ggctgataagctaacaccagaca 

CCR8 atgcctagggagagctgtga aaaatgtagtctacgctggagga 

CCR9 tttccccagacactgagagc tgttaggaatagggcttgtgg 

CCR10 agtaggtgggggaacactga gcaaggcacagaggtagtcc 

CCL1 ttgctgctagctgggatgt ctggagaagggtacctgcat 

CCL2 gcctccagcatgaaagtctc ggaatgaaggtggctgctat 

CCL3 cagcagacagtggtcagtcc ttctgagcaggtgacggaat 

CCL5 ggtgtggtgtccgaggaata cctcattgctactgccctct 

CCL11 cccttcagcgactagagagc cagctttctggggacatttg 

CCL17 ggcttctctgcagcacatc ggaatggctcccttgaagta 

CCL20 gctgctttgatgtcagtgct gcagtcaaagttgcttgctg 

CCL21 caccctctaccacagacatgg aggccagaaccaggataagg 

CCL25 ctgagttggtcctccctctg aatcaggccaactccctctt 

CCL28 ccacctacctggttcaaacg cgggctgacacagattcttc 

T-bet tccaagtttaatcagcaccaga tgacaggaatgggaacatcc 

GATA3 ctcattaagcccaagcgaag tctgacagttcgcacaggac 

RORC2 agaaggacagggagccaag caagggatcacttcaatttgtg 

Foxp3 acctacgccacgctcatc tcattgagtgtccgctgct 

18S rRNA ctcaacacgggaaacctcac cgctccaccaactaagaacg 
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7. RESULTADOS 

Purificación de monocitos y linfocitos TCD4+ naïve y diferenciación de 

células dendríticas 

La purificación de monocitos, su diferenciación a células dendríticas y la 

purificación de linfocitos TCD4+ naïve fue evaluada mediante citometría de flujo 

(Figuras 1 y 2). A partir de PBMCs aisladas de sangre periférica, se obtuvo una 

población de monocitos de alta pureza, demostrado por los altos niveles de 

expresión del marcador específico CD14 (>97%). Sobre un 98% de ellos se 

diferenció a células dendríticas ante la estimulación con rhIL-4 y rhGM-CSF, 

demostrado por la pérdida del marcador CD14 y el incremento en la expresión del 

marcador específico CD1a. Por otro lado, se obtuvo una población de linfocitos 

TCD4+ naïve de alta pureza, demostrado por los elevados niveles de expresión del 

marcador CD4 (>98%) y los bajos niveles de detección del marcador CD14 

(<0,2%).  

Figura 1.  Purificación de monocitos y su 

diferenciación a células dendríticas.  

Análisis mediante citometría de flujo de los 

niveles de purificación de monocitos (CD14
+
) a 

partir de PBMCs de sangre periférica y su 

diferenciación in vitro a células dendríticas 

(CD1a
+
). 
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Figura 2. Purificación de linfocitos TCD4
+ 

naïve. 

Análisis mediante citometría de flujo de los niveles de 

purificación de linfocitos T colaboradores (CD4
+
). 

 

Activación de las células dendríticas 

Los niveles de activación de las células dendríticas luego de la estimulación 

con los serotipos a, b o c de A. actinomycetemcomitans fueron analizados 

cuantificando los niveles de expresión de CD83 (marcador de células dendríticas 

maduras), CD80 y CD86 (señales co-estimuladoras necesarias para la 

presentación antigénica a los linfocitos TCD4+ naïve) mediante citometría de flujo 

(Figura 3). Un alto porcentaje de las células dendríticas se activó luego de la 

estimulación microbiana, sin detectarse diferencias entre los distintos serotipos de 

A. actinomycetemcomitans en los niveles de expresión de los marcadores CD80 

(>95%), CD83 (>95%) y CD86 (>94%). 

Figura 3. Activación de las células 

dendríticas ante la estimulación con los 

serotipos a, b o c de A. 

actinomycetemcomitans. 

Análisis mediante citometría de flujo de la 

expresión de CD80, CD83 y CD86 que 

evidencian la activación de las células 

dendríticas luego de 48 horas de 

estimulación ante los distintos serotipos de A. 

actinomycetemcomitans. 
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Activación de linfocitos TCD4+ naïve  

Los niveles de activación de los linfocitos TCD4+ naïve luego de ser 

expuestos ante células dendríticas estimuladas con los distintos serotipos de A. 

actinomycetemcomitans fueron analizados cuantificando los niveles de expresión 

del marcador CD25α mediante PCR en tiempo real (Figura 4). Similares niveles 

de activación  de linfocitos TCD4+ fueron observados luego de la estimulación con 

los serotipos a, b o c de A. actinomycetemcomitans. Así, las posibles diferencias 

de respuesta en la expresión de CCRs y producción de CCLs no se deberían a 

diferencias en la cantidad de células activadas, sino que a un distinto patrón de 

respuesta linfocitaria ante la estimulación bacteriana. 

 

Figura 4. Linfocitos TCD4
+ 

activados en 

presencia de células dendríticas estimuladas 

con los distintos serotipos de A. 

actinomycetemcomitans.  

Análisis mediante PCR en tiempo real de la 

expresión del marcador CD25α en linfocitos TCD4
+ 

naïve activados por células dendríticas estimuladas 

con los serotipos a, b o c de A. 

actinomycetemcomitans (Aa) (*p<0,05).  

 

 

Expresión de CCLs y CCRs 

En linfocitos TCD4+ activados en presencia de células dendríticas 

estimuladas con los serotipos a, b o c de A. actinomycetemcomitans, se cuantificó 

la expresión de las quimioquinas CCL1, CCL2, CCL3, CCL5, CCL11, CCL17, 

CCL20, CCL21, CCCL25  y CCL28 y sus receptores específicos CCR1 a CCR10 

(Figura 5 y 6). Mayores niveles de expresión de las quimioquinas CCL2 (p=0,025 

y p=0,024), CCL3 (p=0,003 y p=0,005), CCL5 (p=0,004 y p=0,013), CCL20 
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(p=0,05 y p=0,02), CCL21 (p<0,001 y p<0,001), CCL28 (p=0,004 y p=0,008) y los 

receptores CCR1 (p=0,036 y p=0,026), CCR2 (p=0,041 y p=0,042), CCR5 

(p=0,029 y p=0,035), CCR7 p=0,039 y p=0,020) y CCR10 (p=0,018 y p=0,022) se 

detectaron en los linfocitos T activados ante el serotipo b de A. 

actinomycetemcomitans en comparación a las mismas células expuestas a los 

serotipos a y c, respectivamente. Por otro lado, en linfocitos TCD4+ activados ante 

el serotipo a de A. actinomycetemcomitans se detectó un incremento en los 

niveles de expresión de CCL1 (p=0,008 y p=0,009) y su receptor CCR3 (p=0,006 y 

p=0,007) en comparación a las células activadas en presencia de los serotipos b o 

c, respectivamente.  

 

 

Figura 5. Expresión de CCLs en linfocitos TCD4
+
 activados ante los serotipos a, b o c de A. 

actinomycetemcomitans. Niveles de expresión de los mRNA de las quimioquinas CCL1, CCL2, 

CCL3, CCL5, CCL11, CCL17, CCL20, CCL21, CCL25 y CCL28 en linfocitos TCD4
+ 

activados en 

presencia de células dendríticas autólogas estimuladas con los serotipos a, b o c de A. 

actinomycetemcomitans. *p<0,05. n.i= no inducido. 
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Figura 6. Expresión de receptores CCR1 a CCR10 en linfocitos TCD4
+
 activados ante los 

serotipos a, b o c de A. actinomycetemcomitans. Niveles de expresión de los mRNA de los 

receptores CCR1 a CCR10 en linfocitos TCD4
+
 activados en presencia de células dendríticas 

autólogas estimuladas con los serotipos a, b o c de A. actinomycetemcomitans.*p<0,05. n.i= no 

inducido 

 

Expresión de T-bet, GATA3, RORC2 y Foxp3 

En linfocitos TCD4+ activados en presencia de células dendríticas autólogas 

estimuladas con los serotipos a, b o c de A. actinomycetemcomitans, se cuantificó 

la expresión de los factores de transcripción T-bet, GATA3, RORC2 y Foxp3 

(Figura 7). Cuando los linfocitos TCD4+ fueron activados ante el serotipo b de A. 

actinomycetemcomitans, mayores niveles de expresión de T-bet (p=0,0001 y 

p=0,0001) y RORC2 (p=0,0001 y p=0,0001) se detectaron en comparación con los 

linfocitos TCD4+ activados ante los serotipos a y c, respectivamente. 
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Figura 7. Expresión de los factores 

de transcripción T-bet, GATA3, 

RORC2 y Foxp3  en linfocitos TCD4
+
 

activados ante los serotipos a, b o c 

de A. actinomycetemcomitans. 

Niveles de expresión de los mRNA de 

los factores de transcripción T-bet, 

GATA3, RORC2 y Foxp3 en linfocitos 

TCD4
+
 activados en presencia de 

células dendríticas autólogas 

estimuladas con los serotipos a, b o c 

de A. actinomycetemcomitans.*p<0,05. 

n.i= no inducido 

 

 

Correlación entre los niveles de expresión de CCLs, CCRs y los distintos 

factores de transcripción 

A partir de los datos de PCR en tiempo real, se calculó el coeficiente de 

correlación de Pearson (r) entre los niveles de expresión de los CCLs y CCRs, y 

los niveles de expresión de los factores de transcripción T-bet, GATA3 y RORC2 

(Tabla 4). Cuando los linfocitos T se estimularon con el serotipo b de A. 

actinomycetemcomitans, se detectó una correlación positiva entre los niveles de 

expresión de CCLs y CCRs asociados al fenotipo linfocitario Th1 y la expresión de 

T-bet (CCL2 r=0,918, CCL3 r=0,882, CCL5 r=0,931, CCL25 r=0,909, CCR1 

r=0,956, CCR2 r=0.934, CCR5 r=0,882 y CCR9 r=0,896), entre los CCLs y CCRs 

asociados al fenotipo linfocitario Th17 y la expresión de RORC2 (CCL20 r=0,939, 

CCL21 r=0,996, CCR6 r=0,875 y CCR7 r=0,970). 
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Tabla 4. Correlación entre los niveles de expresión de los CCLs y CCRs, y los niveles de 

expresión de los factores de transcripción T-bet, GATA3 y RORC2. 

  Aggregatibacter actinomycetemcomitans 

  Serotipo a Serotipo b Serotipo c 

  r p-value r p-value r p-value 

T-bet CCL2 -0.606 0.394 0.918 0.082 -0.487 0.513 

 CCL3 -0.755 0.245 0.882 0.118 -0.799 0.201 

 CCL5 -0.485 0.515 0.931 0.049* -0.682 0.318 

 CCL25 0.585 0.415 0.909 0.091 0.800 0.200 

 CCR1 -0.250 0.750 0.956 0.040* 0.522 0.478 

 CCR2 -0.800 0.200 0.934 0.046* -0.762 0.238 

 CCR5 -0.745 0.255 0.882 0.118 -0.966 0.004 

 CCR9 -0.971 0.029 0.896 0.104 -0.711 0.289 

GATA3 CCL1 0.920 0.050* 0.837 0.063 0.130 0.870 

 CCL11 -0.125 0.825 0.912 0.088 -0.178 0.822 

 CCL17 0.934 0.046* 0.519 0.481 -0.072 0.928 

 CCL28 -0.231 0.769 0.304 0.696 0.251 0.749 

 CCR3 0.880 0.120 0.628 0.372 0.620 0.380 

 CCR4 0.998 0.002* -0.020 0.980 0.578 0.422 

 CCR8 0.932 0.048* 0.940 0.060 0.956 0.044* 

 CCR10 0.162 0.838 -0.878 0.122 0.144 0.856 

RORC2 CCL20 0.897 0.103 0.939 0.041* 0.357 0.643 

 CCL21 0.403 0.597 0.996 0.004* -0.229 0.771 

 CCR6 -0.852 0.148 0.875 0.125 -0.717 0.283 

 CCR7 0.998 0.002* 0.970 0.030* 0.909 0.091 
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8. DISCUSIÓN 

Durante las periodontitis, la destrucción de los tejidos de inserción 

periodontal y la consecutiva pérdida de los dientes se asocia a un patrón de 

respuesta inmune local de tipo Th1 (pro-inflamatorio) y Th17 (osteo-destructivo), 

desarrollado por el hospedero en respuesta a las bacterias que constituyen la bio-

película patogénica subgingival (Díaz-Zúñiga y cols., 2014, Dutzan y cols., 2009b, 

Dutzan y cols., 2009a, Hernandez y cols., 2011). En este estudio, se analizó la 

expresión de distintos CCLs y CCRs en linfocitos TCD4+ purificados de sangre 

periférica de sujetos donantes sanos luego de ser estimulados in vitro con los 

serotipos a, b o c de A. actinomycetemcomitans. El serotipo b de A. 

actinomycetemcomitans indujo mayores niveles de expresión de CCLs y CCRs en 

comparación con los otros serotipos y, en particular, se sobre-expresaron CCLs y 

CCRs característicos de un patrón de respuesta tipo de Th1 y Th17. 

La asociación del serotipo b de A. actinomycetemcomitans a la periodontitis 

y la inducción de una respuesta inmuno-inflamatoria local de tipo Th1 y Th17 ha 

sido previamente analizada (Asikainen y cols., 1991, Cortelli y cols., 2012, Roman-

Torres y cols., 2010, Díaz-Zúñiga y cols., 2014, Díaz-Zúñiga y cols., 2015, Vernal y 

cols., 2008). En efecto, el serotipo b de A. actinomycetemcomitans es el más 

frecuentemente aislado desde lesiones periodontales activas de pacientes 

afectados de periodontitis (Aberg y cols., 2012, Bandhaya y cols., 2012, Chen y 

cols., 2010, Cortelli y cols., 2012, Jentsch y cols., 2012, Roman-Torres y cols., 

2010, Sakellari y cols., 2011). Por otro lado, el serotipo b de A. 

actinomycetemcomitans provoca una mayor respuesta de naturaleza 

inmunogénica y patogénica en distintas células del hospedero, cuando se 

compara con la inducida por los otros serotipos. Por ejemplo, el serotipo b induce 

mayor producción de microvesículas citotóxicas de membrana, expresión más 

temprana de la fase acuosa del LPS, una más potente interferencia en la co-

agregación entre A. actinomycetemcomitans y Fusobacterium nucleatum, mayor 

resistencia a la fagocitosis por macrófagos y neutrófilos, un incremento en los 

niveles de expresión de IL-8 e ICAM-1 en células epiteliales gingivales e IL-1β en 
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macrófagos, y una más potente inducción de una respuesta de tipo Th1 y Th17 en 

células dendríticas (Kikuchi y cols., 2012, Nowotny y cols., 1982, Rosen y cols., 

2003, Shimada y cols., 2008, Takahashi y cols., 1991, Yamaguchi y cols., 1995, 

Díaz-Zúñiga y cols., 2015). 

La presente investigación, es la primera que analiza la asociación del 

serotipo b de A. actinomycetemcomitans a una respuesta inmune tipo Th1 y Th17 

mediante el análisis de las quimioquinas CCLs y su receptores de quimioquinas 

CCRs específicos implicados en la quimio-atracción selectiva de los distintos 

fenotipos efectores linfocitarios. Nuestros datos nos permiten especular que el 

serotipo b de A. actinomycetemcomitans estaría implicado en la generación de un 

ambiente molecular inflamatorio local que favorece la quimio-atracción de linfocitos 

Th1 y Th17 hacia los sitios periodontales infectados. 

En la artritis reumatoide, enfermedad caracterizada por el desarrollo de una 

respuesta inmuno-inflamatoria de tipo Th1 y Th17 en los tejidos articulares 

afectados (Gonzalo y cols., 2007), se ha caracterizado el patrón de expresión local 

de CCRs y CCLs. En particular, en las articulaciones inflamadas, se sobre-

expresan CCR1, CCR2, CCR5, CCL2, CCL3 y CCL5, característicos de una 

respuesta Th1 (Subasinghe y cols., 2013, Shadidi y cols., 2003), y CCR6, CCR7, 

CCL20 y CCL21 (Moschovakis y Forster, 2012, Ren y cols., 2014, Kochi y cols., 

2014), asociados a un perfil Th17, y estos perfiles definirían el carácter crónico de 

la enfermedad. En efecto, en las articulaciones afectadas, existe un incremento en 

la expresión de CCL20 asociado a un infiltrado inmuno-inflamatorio predominante 

de linfocitos Th17 (Hirota y cols., 2007) y el bloqueo de los receptores CCR1, 

CCR2, CCR5 y CCR6 provoca la disminución de la migración de linfocitos Th1 

hacia las articulaciones afectadas y la resolución de la enfermedad (Shadidi y 

cols., 2003, Hirota y cols., 2007).  

Nuestros resultados son consistentes con la evidencia científica actual al 

demostrar que un perfil de respuesta inmune de tipo Th1 y Th17 se desarrolla 

durante la infección periodontal, al menos durante una mono-infección 

experimental in vitro por A. actinomycetemcomitans. Además, nos permiten 
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especular que estos patrones de respuesta se pueden deber a un incremento de 

la quimio-atracción de linfocitos T naïve recientemente activados y diferenciados 

hacia los fenotipos Th1 o Th17 en los linfonodos regionales y/o a la activación de 

linfocitos T de memoria Th1 o Th17 residentes en los tejidos periodontales 

infectados. 

Sin embargo, nuestros datos también muestran que, ante el serotipo b de A. 

actinomycetemcomitans, también se incrementan los niveles de expresión de 

CCR10, receptor de quimioquinas que ha sido asociado a la migración y 

diferenciación de linfocitos Th2 (Xia y cols., 2014). Esto podría ser explicado 

porque el receptor CCR10 también es expresado por linfocitos Th22, fenotipo 

recientemente descrito con funciones pro-inflamatorias y osteo-destructivas 

similares a las del perfil Th17 (Fujita, 2013); sin embargo, este fenotipo linfocitario 

aún no ha sido descrito en periodontitis. En este contexto, datos aún no publicados 

de nuestro grupo de investigación permitirían establecer que un perfil tanto Th9 

como Th22 se asociarían a la patogenia de las periodontitis y explicaría el 

incremento de expresión de CCR10 detectado en este estudio. En efecto, CCL28, 

quimioquina ligando específica de CCR10, ha sido detectada con mayor 

prevalencia en pacientes con periodontitis en comparación con sujetos sanos o 

afectados de gingivitis (Ertugrul y cols., 2013). 

Debido a que las quimioquinas son redundantes y pleitrópicas, la 

comprensión de sus funciones debe ser contextualizada según el tipo y ambiente 

fisio-patológico en que se sobre-expresan, sea este de tipo homeostático, tumoral 

o inmuno-inflamatorio (Hjelmstrom, 2001). Es así como CCR7, antes considerado 

un receptor homeostático, recientemente se ha vinculado a la polarización de 

linfocitos Th17 y al carácter crónico de enfermedades inmuno-inflamatorias y 

osteo-destructivas (Kochi y cols., 2014, Moschovakis y Forster, 2012, Hjelmstrom 

y cols., 2000).  

Nuestros resultados nos permiten especular el rol selectivo de un patrón 

particular de expresión de CCRs y CCLs en la migración y diferenciación de un 

fenotipo específico de linfocitos TCD4+, dependiente del serotipo del 



32 
 

microorganismo infectante. Debido a que no existen diferencias significativas en 

los niveles de activación de los linfocitos TCD4+ ante los distintos serotipos de A. 

actinomycetemcomitans (expresión de CD25, Figura 4), la inducción de una 

variable expresión de CCRs y CCLs de tipo Th1 o Th17 se debe exclusivamente a 

la variable inmunogenicidad de estos serotipos, en particular de su LPS (Díaz-

Zúñiga y cols., 2015, Díaz-Zúñiga y cols., 2014). Así, el serotipo b de A. 

actinomycetemcomitans induce una respuesta pro-inflamatoria y osteo-destructiva, 

donde los linfocitos no sólo expresan receptores CCR tipo Th1 o Th17, sino que 

también simultáneamente expresan quimioquinas de estos fenotipos, en una 

especie de feedback-positivo. 

En términos generales, la migración celular ocurre a favor de la gradiente 

de concentración de quimioquinas (Rossi y Zlotnik, 2000); por tanto, la producción 

de quimioquinas por los linfocitos TCD4+ en el sitio periodontal afectado 

favorecería la subsecuente migración de otros linfocitos Th1 o Th17. Además, los 

CCRs y CCLs inducidos por el serotipo b de A. actinomycetemcomitans en 

linfocitos TCD4+ son mediadores de la osteo-destrucción (Silva y cols., 2007); así, 

podría inducirse la diferenciación y activación de osteoclastos mediada por CCR1, 

CCR2 y CCR5 (Garlet y cols., 2005, Garlet y cols., 2003, Garlet y cols., 2010), 

junto con la acción de los linfocitos Th17 CCR7+ productores de RANKL, IL-6 e IL-

17 (Vernal y Garcia-Sanz, 2008), provocando finalmente la reabsorción del hueso 

alveolar característica de las periodontitis.  

Finalmente, proyectando los resultados de este estudio, es posible 

especular que mediante la inhibición de los receptores asociados a la infección 

provocada por serotipo b de A. actinomycetemcomitans, en particular CCR1, 

CCR2 y CCR5, se podría modular la respuesta inmuno-inflamatoria inducida. Así, 

probablemente, se favorecería la señalización mediante otros receptores, tal como 

CCR3 y CCR4, incrementando la migración selectiva de linfocitos Th2  y, de este 

modo, inducir una respuesta asociada a la salud periodontal. En este contexto, un 

inhibidor que se ha utilizado con éxito es MET-RANTES, un compuesto derivado 

de CCL5 que se une específicamente a los receptores CCR1, CCR2 y CCR5, 



33 
 

impidiendo la subsecuente señalización intracelular (Proudfoot y cols., 1996). Este 

compuesto se ha utilizado con éxito en la atenuación de la respuesta inflamatoria 

en modelo animales de periodontitis, inhibiendo la migración de linfocitos Th1 y la 

osteoclastogénesis en los sitios inflamados, permitiendo proyectar su utilización en 

la clínica odontológica (Repeke y cols., 2011). 

Durante las periodontitis, la presentación antigénica podría ocurrir tanto en 

los linfonodos regionales que drenan los tejidos periodontales, como localmente 

en los tejidos periodontales infectados, de manera sitio-específica. Debido a que 

las señales de reclutamiento de linfocitos hacia los sitios inflamados son similares 

a las señales de migración homeostática desde y hacia los linfonodos, durante la 

inflamación crónica periodontal se podría favorecer la formación de agrupaciones 

linfoides in situ (Hjelmstrom y cols., 2000). En estas agrupaciones linfoides 

periodontales, podría ocurrir la presentación antigénica y la polarización de 

linfocitos T, tanto naïve como de memoria, aumentando la cronicidad de la 

enfermedad. En las periodontitis, se ha descrito la formación de agrupaciones 

linfoides gingivales y periodontales (Schroeder y Graf-de Beer, 1976) y, 

probablemente, el receptor CCR7 y sus quimioquinas ligandos específicos CCL19 

y CCL21 participan en la conformación de estas agrupaciones celulares, 

favoreciendo la presentación antigénica in situ y el desarrollo de una respuesta 

inmuno-inflamatoria local de tipo Th17 osteo-destructiva (Moschovakis y Forster, 

2012). 
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9. CONCLUSIONES 

1. Los linfocitos TCD4+ humanos activados ante el serotipo b de A. 

actinomycetemcomitans expresan mayores niveles de las quimioquinas, 

asociadas a un patrón de respuesta inmune tipo Th1 y Th17, en 

comparación a las células estimuladas con los otros serotipos. 

2. Los linfocitos TCD4+ humanos activados ante el serotipo b de A. 

actinomycetemcomitans expresan mayores niveles de los receptores de 

quimioquinas, asociados a un patrón de respuesta inmune tipo Th1 y Th17, 

en comparación a las células estimuladas con los otros serotipos. 

3. Los linfocitos TCD4+ humanos activados ante el serotipo b de A. 

actinomycetemcomitans expresan mayores niveles de los factores de 

transcripción T-bet y RORC2, determinantes de la diferenciación selectiva 

Th1 y Th17, respectivamente, en comparación a las células estimuladas 

con los otros serotipos. 

4. En los linfocitos TCD4+ humanos activados ante el serotipo b de A. 

actinomycetemcomitans, el incremento en los niveles de expresión de las 

quimioquinas y los receptores de quimioquinas de tipo Th1 y Th17 se 

correlaciona positivamente con los niveles de expresión de los factores de 

transcripción T-bet y RORC2. 

5. El serotipo b de A. actinomycetemcomitans induce un patrón de respuesta 

de quimioquinas CC y receptores de quimioquinas CCRs de tipo Th1 y 

Th17, explicando, al menos en parte, su asociación a la etiopatogenia de 

las periodontitis. 
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