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III. RESUMEN. 

 

Las periodontitis son un conjunto de enfermedades de naturaleza 

inflamatoria y etiología infecciosa. La biopelícula patogénica subgingival, 

constituida principalmente por bacterias anaerobias Gram-negativas, es el factor 

etiológico responsable del inicio y progresión de las periodontitis. Esta biopelícula 

está compuesta por una amplia variedad de bacterias, entre ellas, Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans. Sobre la base de la antigenicidad del O-polisacárido 

componente del LPS, en A. actinomycetemcomitans se describen distintos 

serotipos bacterianos y se ha propuesto que entre ellos existe una virulencia y 

patogenicidad distinta. 

Las bacterias periodonto-patógenas son reconocidas por las células 

dendríticas periodontales. Una vez activadas, las células dendríticas expresan 

moléculas co-estimuladoras y liberan citoquinas pro-inflamatorias y quimioquinas, 

determinantes de la presentación antigénica a los linfocitos TCD4+. Durante esta 

presentación antigénica, las células dendríticas inducen la activación, proliferación 

y diferenciación selectiva de los linfocitos TCD4+ hacia los distintos fenotipos 

efectores, caracterizados por la expresión y secreción de un patrón específico de 

citoquinas que determina el tipo de respuesta inmune en el hospedero y, 

finalmente, el fenotipo clínico de las periodontitis. 

En este estudio, se evaluó la respuesta de células dendríticas estimuladas 

con los serotipos a, b o c de A. actinomycetemcomitans. Ante el serotipo b se 

detectaron mayores niveles de expresión y secreción de IL-6 y TNF-α en 

comparación a las células dendríticas estimuladas con los serotipos a o c. 

Adicionalmente, se analizó la activación de los linfocitos TCD4+ naïve ante células 

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

actinomycetemcomitans y se cuantificaron los niveles de expresión de los factores 

de transcripción Spi.B y AhR y de expresión y secreción de las citoquinas IL-9 e 

IL-22. En los linfocitos TCD4+ naïve activados por células dendríticas estimuladas 

con el serotipo b de A. actinomycetemcomitans se detectaron mayores niveles de 
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expresión del factor de transcripción AhR y de producción de las citoquinas IL-22, 

característicos de un patrón de respuesta inmune tipo Th22 (osteo-destructivo), en 

comparación a las mismas células estimuladas con los serotipos a o c. 

En conjunto, estos datos permiten establecer que: (1) existe un mayor 

potencial inmuno-estimulador del serotipo b de A. actinomycetemcomitans en las 

células dendríticas y linfocitos TCD4+ naïve y (2) los linfocitos Th22 podrían 

cumplir un rol importante en la etiopatogenia de las periodontitis. 
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1. INTRODUCCIÓN. 

 

Las periodontitis son un conjunto de patologías de naturaleza inflamatoria y 

etiología infecciosa producidas por la biopelícula subgingival que coloniza el surco 

gingivodentario (Offenbacher, 1996). Se caracterizan por la destrucción de la 

inserción periodontal, conformada por el ligamento periodontal, el cemento 

radicular y el hueso alveolar y, en los estados más severos de la enfermedad, 

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

La biopelícula patogénica subgingival, constituida principalmente por 

bacterias anaerobias Gram-negativas, es el factor etiológico responsable del inicio 

y progresión de las periodontitis. Esta biopelícula está compuesta por una amplia 

variedad de bacterias, entre ellas, Aggregatibacter actinomycetemcomitans. 

Clínicamente, A. actinomycetemcomitans se asocia tanto a la etiología de las 

periodontitis crónicas y agresivas (Genco y cols., 1986; Asikainen y cols., 1991) 

como al desarrollo de trastornos cardiovasculares, ateroesclerosis, neumonias, 

parto prematuro y bajo peso neonatal (Asikainen y cols., 1991; López y cols., 

2002; López y cols., 2005; Novak y cols., 2008; Zhang y cols., 2010; Hyvärinen y 

cols., 2012). 

1.1 Aggregatibacter actinomycetemcomitans 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans es un cocobacilo Gram-negativo, 

capnofílico, no móvil, perteneciente a la familia Pasteurellaceae (Suzuki y cols., 

2001). A. actinomycetemcomitans produce distintos factores de virulencia, entre 

ellos: leucotoxina, fimbria, toxina distensora citoletal, adhesinas epiteliales, 

proteínas de adhesión e invasión celular y lipopolisacárido (LPS), determinante 

clave del tipo de inmunidad inducida en los tejidos infectados del hospedero (Perry 

y cols., 1996a, Perry y cols., 1996b; Kaplan y cols., 2001; Díaz y cols., 2012). El 

LPS es una molécula ubicada en la membrana externa de bacterias Gram-

negativas, cubre cerca del 75% de su superficie y es esencial para la mantención 

de la integridad bacteriana y el anclaje a proteínas de adhesión (Perry y cols., 

1996a, Perry y cols., 1996b; Kaplan y cols., 2001; Reyes y cols., 2009). Está 
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conformado por el lípido A, un esqueleto central de oligosacáridos y un O-

polisacárido, principal antígeno que estimula la respuesta inmune en el hospedero 

(Caroff & Karibian, 2003).  

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

serotipos bacterianos de A. actinomycetemcomitans: a, b, c, d, e y f (King & 

Tatum, 1962; Zambon y cols., 1983; Page y cols., 1991; Gmür y cols., 1993; Perry 

y cols., 1996a, Perry y cols., 1996b; Kaplan y cols., 2001). En efecto, se ha 

detectado que los serotipos inducen una respuesta inmune diferente en distintas 

células del hospedero y esta respuesta depende de la estructura tridimensional y 

composición molecular de cada O-polisacárido, lo que define a cada serotipo 

(Takahashi y cols., 1991; Yamaguchi y cols., 1995; Shimada y cols., 2008; Díaz-

Zúñiga y cols., 2014a; Díaz-Zúñiga y cols., 2014b). 

En latino-americanos, europeos, africanos y asiáticos, los serotipos a, b y c 

de A. actinomycetemcomitans son los detectados con mayor frecuencia (Kim y 

cols., 2009; Chen y cols., 2010; Roman-Torres y cols., 2010; Sakellari y cols., 

2011; Cortelli y cols., 2012), variando en prevalencia dependiendo del estado 

clínico periodontal del sujeto. El serotipo b es aislado con mayor frecuencia en 

lesiones periodontales de pacientes afectados de periodontitis crónica severa y 

agresiva (Paju y cols., 2000; Roman-Torres y cols., 2010; Cortelli y cols., 2012) e 

induce mayor intensidad de respuesta cuando la producción de citoquinas es 

evaluada en células dendríticas y linfocitos TCD4+ naïve in vitro (Díaz-Zúñiga y 

cols., 2014a; Díaz-Zúñiga y cols., 2014b). 

En conjunto, la mayor frecuencia de detección del serotipo b de A. 

actinomycetemcomitans en las formas más severas de la periodontitis y la mayor 

inmunogenicidad detectada ante células dendríticas y linfocitos TCD4+ naïve, nos 

permite especular que, durante las periodontitis, el serotipo b de A. 

actinomycetemcomitans es el determinante clave de la respuesta inmune inducida 

en el hospedero y por lo tanto, cuando está presente en un sitio periodontal 

infectado, sería determinante clave del inicio, progresión y severidad de la 

enfermedad. 
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Aunque A. actinomycetemcomitans puede causar daño directo a los tejidos 

periodontales durante las periodontitis, la respuesta inmune del hospedero 

inducida ante sus antígenos es el principal determinante de la destrucción de los 

tejidos de inserción periodontal. 

1.2 Respuesta inmune durante las periodontitis 

Durante las periodontitis, las bacterias periodonto-patógenas son 

reconocidas por las células dendríticas periodontales mediante los receptores tipo 

Toll (del inglés Toll-like receptor, TLR) 2 y 4. Estos receptores interactúan con los 

patrones moleculares conservados asociados a patógenos favoreciendo la 

fagocitosis bacteriana (Hajishengallis y cols., 2004; Kikkert y cols., 2007; Díaz-

Zúñiga y cols., 2015). Así, las células dendríticas fagocitan las bacterias y 

procesan sus antígenos para presentarlos a los linfocitos T. Durante esta 

presentación antigénica, las células dendríticas producen citoquinas, las que 

cumplen un rol fundamental en la activación, proliferación y diferenciación 

selectiva de los linfocitos TCD4+ naïve (Brightbill y cols., 1999) hacia linfocitos T 

colaboradores (del inglés T helper, Th) 1, Th2, Th17 o T regulador (Treg), 

determinando el tipo de respuesta inmune en el hospedero y, finalmente, el 

fenotipo clínico de la enfermedad. 

En efecto, los linfocitos Th1, Th2, Th17 y Treg secretan distintos patrones 

de citoquinas que determinan su función. El fenotipo Th1, determinado por el 

factor de transcripción T-bet, secreta interleuquina (IL)-1β, IL-12, interferón (IFN)-γ, 

factor de necrosis tumoral (TNF)-α y TNF-β, responsables de una respuesta pro-

inflamatoria; el fenotipo Th2, determinado por el factor de transcripción GATA3, 

secreta IL-4, IL-5 e IL-13 y se asocia con una respuesta inmuno-moduladora 

(Abbas y cols., 1996; Jankovic y cols., 2001; Murphy & Reiner, 2002; Reiner, 2007; 

Seder & Paul, 1994); el fenotipo Th17, determinado por el factor de transcripción 

RORC2, secreta IL-6, IL-17, IL-21, IL-23 y RANKL y se considera un fenotipo pro-

inflamatorio y osteo-destructivo (Harrington y cols., 2006; Stockinger & Veldhoen, 

2007); y el fenotipo Treg, determinado por el factor de transcripción Foxp3, secreta 

IL-10 y factor de crecimiento tumoral (TGF)-β1 y posee un rol inmuno-regulador 

(Bluestone & Abbas, 2003; Reiner, 2007; Appay y cols., 2008; Vernal & Garcia-
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Sanz, 2008; Weaver & Hatton, 2009). En términos generales, los linfocitos Th1 

condicionarán un ambiente inflamatorio y los linfocitos Th17 determinarán la 

reabsorción del hueso alveolar, característica principal de la enfermedad 

(Taubman & Kawai, 2001; Walsh & Choi, 2003; Brand y cols., 2005; Vernal y cols., 

2005; Takahashi y cols., 2005; Ikeuchi y cols., 2005; Vernal y cols., 2006; Sato y 

cols., 2006; Kramer & Gaffen, 2007; Sa y cols., 2007; Ohyama y cols., 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-β1 e 

IL-4, que activan al factor de transcripción Spi.B (Chang y cols., 2010; Takami y 

cols., 2012; Baba y cols., 2012; Goswami & Kaplan., 2012; Leng y cols., 2012) y 

los linfocitos Th22 se diferencian en presencia de TNF-α e IL-6, que activan al 

factor de transcripción AhR (Ikeuchi y cols., 2005; Honda, 2012; Kim y cols., 2012; 

Baba y cols., 2012). 

1.3 Linfocitos Th9 y Th22 

Los linfocitos Th9 se han detectado en enfermedades alérgicas, auto-

inmunes y en patologías neoplásicas (Kaplan, 2013), se caracterizan por secretar 

IL-9, ligandos de quimioquinas CC (CCL)17 y CCL22 (Chang y cols., 2010) y se 

asocian a funciones inmuno-moduladoras y pro-inflamatorias (Leng y cols., 2012). 

Cumplen un rol pro-inflamatorio al inducir la secreción de IL-8 e IL-13 en células 

musculares lisas (Goswami & Kaplan, 2011), la expresión y secreción de IL-9 en 

células epiteliales intestinales (Gerlach y cols., 2014), la expresión de receptores 

de quimioquinas específicos para linfocitos Th1 (CXCR3), Th2 (CCR3), Th17 y 

Treg (CCR6) (Kara y cols., 2013), la proliferación y diferenciación de linfocitos 

Th17 en modelos experimentales de encefalomielitis autoinmune (Goswami & 

Kaplan, 2011) y el incremento de la producción de IL-17 en pacientes con 

psoriasis (Singh y cols., 2013, Schlapbach y cols., 2014). Además, los linfocitos 

Th9 tendrían un rol anti-tumoral al inducir la migración de células dendríticas y 

linfocitos TCD8+ mediante la expresión de CCL20 en células cancerosas (Lu y 

cols., 2012), un rol inmuno-modulador en artritis reumatoide al inducir el 

incremento de los niveles de IL-9 (Khan y cols., 2009) y un rol inmuno-supresor, 

en pacientes con linfoma no Hodgkin de células B, al disminuir la función de los 
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linfocitos Treg, la diferenciación de linfocitos Th1 y la maduración de células 

dendríticas (Feng y cols., 2011). En este contexto, los linfocitos Th9 pueden 

inducir la inflamación, proteger al hospedero de las enfermedades auto-inmunes o 

mediar la destrucción tisular; sin embargo, no existen estudios que determinen su 

rol en las enfermedades osteo-destructivas, tal como las periodontitis. 

Los linfocitos Th22 se han detectado en pacientes con artritis reumatoides, 

lupus eritematoso sistémico, síndrome mielodisplástico, trombocitopenia inmune y 

enfermedad de Crohn (Brand y cols., 2005; Ikeuchi y cols., 2005; Truchetet y cols., 

2011; Hu y cols., 2012; Shao y cols., 2012; Michalak-Stoma y cols., 2013; Sugita y 

cols., 2013; Yang y cols., 2013) y se caracterizan por secretar IL-13, IL-22 e IL-26 

y expresar CCR4 y CCR10 en su superficie (Duhen y cols., 2009; Akdis y cols., 

2012; Fujita, 2013). Cumplen un rol anti-inflamatorio al inducir el incremento de IL-

22 durante la infección viral por VIH (Missé y cols., 2007) o bacterianas en células 

células epiteliales bronquiales humanas (Aujla y cols., 2008; Scriba y cols., 2008; 

Zheng y cols., 2008; Niebuhr y cols., 2010) y un rol pro-inflamatorio al inducir el 

incremento en la expresión de IL-8 y TNF-α en células epiteliales intestinales 

(Brand y cols., 2005; Fujita y cols., 2009; Akdis y cols., 2012; Michalak-Stoma y 

cols., 2013; Sugita y cols., 2013). Además, se describe un rol osteo-destructivo en 

pacientes con artritis reumatoide (Ikeuchi y cols., 2005; Kim y cols., 2012) al 

incrementar la producción de TNF-α, IL-1-β, IL-6 y RANKL en los fibroblastos 

sinoviales, determinando la diferenciación y activación de osteoclastos, células 

determinantes de la reabsorción del tejido óseo (Kim y cols., 2012). En este 

contexto, los linfocitos Th22 podrían estar asociados indirectamente con la 

reabsorción ósea durante las enfermedades osteo-destructivas, como la artritis 

reumatoide, aunque su rol en la patogenia de las periodontitis aún no se ha 

descrito. 

Finalmente, un estudio reciente ha descrito la presencia de elevados niveles 

IL-9 e IL-22 en lesiones periapicales inactivas en comparación con lesiones 

activas, sugiriendo que una respuesta tipo Th9/Th22 podría contribuir a la 

estabilidad de los tejidos periapicales, planteando un rol inmuno-modulador para 

ambos fenotipos linfocitarios (Aranha y cols., 2013) 



6 
 

1.4 Planteamiento del problema 

En las periodontitis, los linfocitos Th1, Th2, Th17 y Treg secretan distintos 

patrones de citoquinas que determinan su función. En biopsias de lesiones 

periodontales de pacientes con periodontitis crónica se detectan elevados niveles 

de citoquinas y factores de transcripción asociados a los linfocitos Th1 y Th17 y su 

detección se correlaciona con la severidad de las lesiones, en comparación a 

biopsias de encía de individuos sanos donde se detectan predominantemente Th2 

y Treg (Vernal y cols., 2005; Dutzan y cols., 2009; Vernal y cols., 2004; Vernal y 

cols., 2006). Además, los linfocitos Th1 y Th17 se describen en artritis reumatoide, 

psoriasis y otras enfermedades inmuno-inflamatorias. Recientemente, se definió 

que la presencia de los linfocitos Th9 en la psoriasis es un determinante clave de 

la inflamación local y en artritis reumatoides, mientras la presencia de los linfocitos 

Th9 cumple un rol inmuno-modulador, la presencia de los linfocitos Th22 

incrementa la producción de RANKL en los fibroblastos sinoviales, induciendo la 

activación y maduración de los pre-osteoclastos (Wolk y cols., 2009; Sa y cols., 

2007; Goswami & Kaplan, 2011; Ma y cols., 2010; Kaplan, 2013; Ikeuchi y cols., 

2005; Kim y cols., 2012). En pacientes con artritis reumatoide, los linfocitos Th9 

cumplirían un rol inmuno-modulador y los linfocitos Th22 un rol osteo-destructor. 

En este contexto, las periodontitis y la artritis reumatoide se caracterizan por la 

destrucción de los tejidos y por tanto, comparten las mismas vías de activación de 

la respuesta inmuno-inflamatoria y osteo-destructiva, con una etiología y 

manifestación clínica diferente.  

Durante las periodontitis, A. actinomycetemcomitans es una bacteria que se 

asocia ampliamente a su etiología (Zambon, 1996; Socransky y cols., 1998; 

Socransky & Haffajee, 2005; Gajardo y cols., 2005; d'Empaire y cols., 2006; 

Lafaurie y cols., 2007). Recientemente, cuando células dendríticas humanas 

diferenciadas in vitro a partir de monocitos de sangre periférica fueron estimuladas 

con los distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans, se detectó que el 

serotipo b indujo mayor expresión de las citoquinas IL-1β, IL-12, IL-23, IFN-γ, TNF-

α en comparación a los serotipos a o c (Díaz-Zúñiga y cols., 2014a). Usando el 

mismo modelo experimental, una respuesta Th distinta fue descrita en linfocitos T 
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estimulados, en particular, un fenotipo tanto Th1 como Th17 se indujo en 

presencia del serotipo b, caracterizándose por un incremento en los niveles de 

producción de IL-1β, IL-6, IL-12, IL-17, IL-21, IL-23, IFN-γ, TNF-α y la molécula 

RANKL (Díaz-Zúñiga y cols., 2014b). Además, no se detectaron diferencias en los 

niveles de expresión y secreción de las distintas moléculas en presencia de los 

serotipos a o c, tanto con la bacteria ad integrum como su LPS purificado.  

Estos datos nos permiten establecer el potencial rol del serotipo b de A. 

actinomycetemcomitans en la definición del tipo de linfocito Th predominante en 

las lesiones periodontales luego de la presentación antigénica. Así, sobre la base 

de los datos presentados podemos especular que el serotipo b de A. 

actinomycetemcomitans induciría la diferenciación predominantemente de 

linfocitos Th22, determinando un posible rol pro-inflamatorio y osteo-destructor. 
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2. HIPÓTESIS. 

 

Los distintos serotipos de Aggregatibacter actinomycetemcomitans poseen 

una inmunogenicidad diferente e inducen en los linfocitos TCD4+ naïve un patrón 

de respuesta distinta, en particular, el serotipo b de A. actinomycetemcomitans 

induce mayores niveles de producción de citoquinas asociadas al fenotipo Th22 y 

menores niveles de producción de citoquinas asociadas al fenotipo Th9 en 

comparación a los serotipos a o c.  
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3. OBJETIVO GENERAL. 

 

Determinar los niveles de expresión y secreción de los factores de 

transcripción y citoquinas asociadas a los fenotipos Th9 y Th22 en linfocitos 

TCD4+ naïve activados por células dendríticas autólogas estimuladas con los 

serotipos a, b o c de Aggregatibacter actinomycetemcomitans. 

 

 

4. OBJETIVOS ESPECÍFICOS. 

 

1. Cuantificar los niveles de expresión y secreción de IL-4, IL-6, TNF-α y TGF-β1 

en células dendríticas estimuladas con los serotipos a, b o c de Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans o su LPS purificado. 

2. Cuantificar los niveles de expresión y secreción de IL-9 e IL-22 y los factores de 

transcripción Spi.B y AhR en linfocitos TCD4+ naïve activados por células 

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

actinomycetemcomitans o su LPS purificado. 

3. Asociar los niveles de expresión de IL-9 con Spi.B e IL-22 con AhR, en linfocitos 

TCD4+ naïve activados por células dendríticas autólogas estimuladas con los 

serotipos a, b o c de Aggregatibacter actinomycetemcomitans o su LPS purificado. 
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5. MATERIAL Y MÉTODOS. 

 

5.1 Selección de los sujetos y obtención de la muestra biológica 

Muestras de sangre periférica se obtuvieron de 10 sujetos donantes sanos 

seleccionados por el método no probabilístico de casos consecutivos en el banco 

de sangre del Hospital del Salvador, perteneciente al Servicio de Salud 

Metropolitano Oriente. A partir de las leuco-reducciones obtenidas durante el 

proceso de plaquetoféresis, los monocitos y linfocitos TCD4+ naïve circulantes 

periféricos se purificaron tal como se describe en detalle más adelante. El 

protocolo de investigación se explicó 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 (Anexo 1). 

5.2 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 infusión cerebro corazón (Oxoid LTD, Hampshire, England) 

e incubaron a 37ºC en condiciones de capnofilia (O2 8% y CO2 12%) usando 

generadores CampyGenTM (Oxoid Ltd). Para obtener un número similar de 

microorganismos de las distintas cepas de A. actinomycetemcomitans para la 

estimulación celular se realizaron curvas de crecimiento bacteriano, las cuales se 

obtuvieron en infusión de medio cerebro-corazón (BD, Le Pont de Claix, France), 

suplementado con 5 mg/mL de hemina y 1 mg/mL de menadiona. Muestras 

bacterianas se inocularon con 10 mL de medio hasta llegar a una densidad óptica 

de 0,05 medido por espectrofotometría a una longitud de onda de 550 nm 

(Spectronic 20; Bausch & Lomb, Rochester, NY, USA). Las lecturas de 

espectrofotometría se tomaron en diferentes puntos de tiempo y el experimento se 

detuvo cuando las bacterias llegaron a la fase de crecimiento estacionario. En 

cada medición de densidad óptica, se tomó una muestra y realizó una dilución en 

serie (log10) con amortiguador de fosfato salino (PBS), luego 100 μL de cada 

dilución se sembró sobre medio no selectivo e incubó a 37°C en condiciones 
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anaeróbicas. Después de 3 a 7 días, el número de colonias bacterianas contadas 

a partir de cada muestra se registró de acuerdo a la lectura de la densidad óptica 

correspondiente, obteniendo el número de unidades formadoras de colonias. 

5.3 Purificación del LPS bacteriano para la estimulación celular 

El LPS de los serotipos a, b o c de A. actinomycetemcomitans se aisló 

usando una versión modificada del protocolo de TRI-reagent. Las cepas 

bacterianas se cultivaron en infusión de medio cerebro-corazón (BD) hasta 

alcanzar la fase de crecimiento estacionario. Luego de centrifugar a 6.000 xg a 

4°C durante 4 min, el pellet se lavó tres veces con PBS e incubó 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 proporción de 5:1 

respectivamente, a temperatura ambiente durante 30 min. La fase acuosa se 

recuperó y liofilizó durante toda la noche. 

La purificación del LPS se realizó usando 0,375 M de MgCl2 en etanol 95% 

y se lavó 5 veces con una mezcla de etanol 95% con 1% de reactivo de Folch 

(cloroformo y MeOH en una proporción de 2:1). El LPS se visualizó mediante 

electroforesis en gel de Tris-glicina de sodio dodecil sulfato-poliacrilamida (SDS-

PAGE) con un 14% de gel de poliacrilamida y tinción de ácido peryódico de plata, 

siendo cuantificado mediante la reacción del ácido tiobarbitúrico malondialdehído. 

5.4 Purificación de monocitos y linfocitos TCD4+ naïve 

Usando una gradiente de Ficoll®, las células periféricas mononucleares (del 

inglés peripheral blood mononuclear cells, PBMCs) se aislaron siguiendo las 

instrucciones del fabricante (Ficoll-Paque Plus, Amersham Pharmacia Biotech, 

Uppsala, Sweden). Los monocitos se purificaron desde una fracción de las PBMCs 

mediante separación inmuno-magnética (MACS; Miltenyi Biotec, Bergich 

Gladbach, Germany). Las PBMCs se lavaron 2 veces en PBS y posteriormente 

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

con partículas inmuno-magnéticas, durante 15 min a 4°C. Luego de ser lavadas, 
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las células se resuspendieron en PBS y los monocitos se aislaron usando 

columnas de separación MS montadas en un campo magnético.  

Posteriormente los linfocitos TCD4+ naïve se purificaron utilizando un kit de 

depleción celular específico, de acuerdo a las instrucciones del fabricante (MACS; 

Miltenyi Biotec). Para esto, una fracción de las PBMCs se incubó con los 

anticuerpos monoclonales de ratón anti-CD8, CD14, CD15, CD16, CD19, CD36, 

CD56, CD123, TCR γ/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 se 

resuspendieron en PBS y los linfocitos TCD4+ naïve se aislaron usando columnas 

de depleción LD montadas en un campo magnético.  

La fracción de células CD14+ y CD4+ purificadas corresponden a los 

monocitos y linfocitos, respectivamente, los que se contaron utilizando una cámara 

de Neubauer®. Su fenotipo se confirmó usando anticuerpos específicos analizados 

mediante citometría de flujo (en detalle más adelante). 

5.5 Diferenciación y estimulación de células dendríticas y activación de linfocitos 

TCD4+ naïve 

Los monocitos purificados se sometieron inmediatamente a un protocolo 

estandarizado de diferenciación in vitro a células dendríticas. Los monocitos 

CD14+ se cultivaron durante 6 días a una concentración de 0,7x106 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-macrófagos (GM-CFS) y la citoquina IL-4 (R&D, Minneapolis, MN 

USA). 

Las células dendríticas diferenciadas se estimularon con las distintas cepas 

de A. actinomycetemcomitans a una multiplicidad infectante incremental (MOI) de 

10-1 a 102 (razón bacterias/células dendríticas) durante 2 días. Como control 

positivo, células dendríticas se estimularon con 10 ng/mL del LPS de Escherichia 

coli cepa 0111:B4 (Fluka, Sigma-Aldrich). Células dendríticas no estimuladas se 

utilizaron como control negativo. La diferenciación y estimulación de las células 
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dendríticas se evaluó con anticuerpos específicos mediante citometría de flujo (en 

detalle más adelante). 

Las células dendríticas estimuladas se lavaron 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. 

5.6 Análisis de fenotipo celular 

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

posterior activación en presencia de 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), anti-CD1a (células 

dendríticas inmaduras), anti-CD83 (células dendríticas maduras), anti-CD80 

(molécula co-estimuladora de la presentación antigénica) y anti-CD86 (molécula 

co-estimuladora de la presentación antigénica) (BD Biosciences Pharmigen, San 

José, CA, USA) y utilizando un equipo FACScan de citometría de flujo (Becton 

Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). La purificación de linfocitos TCD4+ naïve se 

evaluó usando los siguientes anticuerpos monoclonales de ratón anti-humano 

conjugado con fluorocromos PE o FITC: anti-CD45RA (linfocitos TCD4+ naïve), 

anti-CD45RO (linfocitos TCD4+ de memoria) y anti-CD14 (monocitos) (BD 

Biosciences Pharmigen). 

5.7 Purificación del RNA mensajero citoplasmático total 

Luego de la estimulación, las células se lavaron dos veces en PBS y lisaron 

en 400 μL de amortiguador de lisis conteniendo Igepal® CA-630 0,5% (Sigma-

Aldrich, Saint Louis, MO, USA), 50 mM Tris-HCl pH8, 100 mM NaCl, 5 mM de 

MgCl2 y 10 mM del vanadyl-ribonucleosidos (VRC) (Gibco Invitrogen). Después de 

centrifugar a 14.000 xg durante 10 seg, el sobrenadante se digirió con 25 µg/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 citoplasmático total se extrajo con 
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400 µL de solución 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 µL de 

glicógeno (20 µg/µL) (Roche Ltd), recuperándose por centrifugación a 14.000 xg 

durante 30 min y resuspendiéndose en 30 µL de agua milliQ libre de RNAsas. Para 

su análisis y cuantificación se utilizaron los equipos anteriormente mencionados. 

5.8 Síntesis de la primera cadena de cDNA 

A partir de 2 μg de RNA se procedió a la síntesis de la primera cadena de 

cDNA mediante transcripción reversa, utilizando el kit SuperScript® III First-Strand 

Synthesis SuperMix de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Invitrogen, 

Grand Island), almacenándolo a -80ºC a una concentración de 50 ng/µL. 

5.9 Expresión de factores de transcripción y citoquinas mediante RT-PCR en 

tiempo real 

La expresión de los mRNA de las citoquinas IL-4, IL-6, IL-9, IL-22, TNF-α y 

TGF-β1 y de los factores de transcripción Spi.B y AhR se analizaron a partir de 50 

ng de cDNA mediante RT-PCR en tiempo real, utilizando partidores específicos 

(Tabla 1) y un kit SYBR Green® (Invitrogen, Grand Island). Utilizando un 

termociclador en tiempo real StepOne Plus (Applied Biosystem, CA, USA) se 

realizó el siguiente protocolo de amplificación: un ciclo de 95°C durante 3 minutos 

y 40 ciclos de 95°C durante 3 segundos y 60° durante 30 segundos. Como control 

de amplificación se analizaron los niveles de expresión de la subunidad de RNA 

ribosomal 18S. 

 

 

 

 

 



15 
 

Citoquina / Factor 
transcripción 

Partidor Forward Partidor Reverse 

IL-4 5’caccgagttgaccgtaacag 3’gccctgcagaaggtttcc 

IL-6 5’gcccagctatgaactccttct 3’gaaggcagcaggcaacac 

TNF-α 5’cagcctcttctccttcctgat 3’gccagagggctgattagaga 

TGF-β1 5’cacgtggagctgtaccagaa 3’cagccggttgctgaggta 

IL-9 5’catccttgcctctgttttgct 3’cggagagacacaagcagctgg 

IL-22 5’acctttccttgaccaaactca 3’agcttcttctcgctcagacg 

Spi.B 5’gcataccccacggagaact 3’cggtaagtcttcctcctctgatag 

AhR 5’caacatcacctacgccagtc 3’ctatgccgcttggaaggat 

18S 5’ctcaacacgggaaacctcac 3’cgctccaccaactaagaacg 

Tabla 1. Partidores específicos 

5.10 Secreción de citoquinas mediante ELISA 

A partir de 100 ó 200 μL del sobrenadante de cultivo celular, la secreción de 

las citoquinas IL-6 y TNF-α se cuantificaron en células dendríticas y las citoquinas 

IL-9 e IL-22 en linfocitos TCD4+ naïve posterior a la estimulación con los serotipos 

a, b o c de A. actinomycetemcomitans o su LPS purificado, mediante ELISA, 

siguiendo las instrucciones del fabricante (R&D) y evaluando la absorbancia a 460 

nm y 560 nm usando un espectrofotómetro de placas (Bio-Tek, Winooski, VT, 

USA). 

5.11 Análisis de los datos 

Los datos de citometría de flujo se representaron como histogramas usando 

el software WinMDi 2.9 (The Scripps Research Inst., La Jolla, CA, USA) y 

expresaron como porcentaje promedio ± desviación estándar de células positivas 

sobre el total. Los niveles de citoquinas evaluados mediante ELISA y RT-PCR en 

tiempo real se expresaron como concentración promedio ± desviación estándar. 
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Los datos se analizaron estadísticamente usando el software SPSS v.15.0 (Lead 

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

datos se determinó usando la prueba de Shapiro-Wilk. Las diferencias en la 

expresión de los marcadores de superficie CD1a, CD4, CD14, CD45RA, CD45RO, 

CD80, CD83 y CD86 se analizaron mediante la prueba χ², los niveles de expresión 

y secreción de las citoquinas se analizaron utilizando las pruebas ANOVA y de 

Tukey o las pruebas de Kruskal-Wallis y de Dunn. La asociación de los datos se 

realizó con una correlación matemática utilizando el coeficiente de correlación de 

Spearman o de Pearson. Las diferencias se consideraron estadísticamente 

significativas cuando p-value < 0,05. 
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6. RESULTADOS. 

 

6.1 Purificación de monocitos 

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

evaluada mediante citometría de flujo (Figura 1). A partir de las PBMCs aisladas 

de sangre periférica se obtuvo una población de monocitos de alta pureza, 

demostrado por el marcador específico CD14 (>97%). Un alto porcentaje de ellos 

(>98%) se diferenció a células dendríticas ante la estimulación 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 

expresión de CD1a. 

 

 

Figura 1.Purificación de monocitos y 

diferenciación a células dendríticas. 

Análisis mediante citometría de flujo de 

los niveles de purificación de monocitos 

(células CD14+) a partir de las PBMCs y 

de su diferenciación a células dendríticas 

(células CD1a+) en presencia de GM-CSF 

e IL-4. 

 

 

6.2 Activación de las células dendríticas 

Los niveles de activación de las células dendríticas fueron evaluados 

analizando los niveles de expresión de CD80, CD83 y CD86 mediante citometría 

de flujo (Figura 2). Un alto porcentaje de células dendríticas activas se observó 

posterior a la estimulación con los serotipos a, b o c de A. 
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actinomycetemcomitans, tal como se demuestra por el incremento de los 

marcadores CD80 (> 95%), CD83 (> 95%) y CD86 (> 94%). No se observaron 

diferencias estadísticas en los niveles de activación de las células dendríticas ante 

la estimulación con los distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans (CD83 

p=0,938; CD80 p=0,532 y CD86 p=0,933). 

 

Figura 2. Activación de las células 

dendríticas ante los serotipos a, b 

o c de A. actinomycetemcomitans. 

Análisis mediante citometría de flujo 

de los niveles de expresión de CD83, 

CD80 y CD86 luego de la 

estimulación durante 48 horas con 

los serotipos a (ATCC® 43717™), b 

(ATCC® 43718™) o c (ATCC® 

43719™) de A. 

actinomycetemcomitans (MOI=2) 

que evidencian la activación de las 

células dendríticas. 

 

 

6.3 Purificación de linfocitos TCD4+ näive 

La purificación de linfocitos TCD4+ naïve fue evaluada mediante citometría 

de flujo (Figura 3). A partir de las PBMCs aisladas de sangre periférica, se obtuvo 

una población de linfocitos TCD4+ naïve de alta pureza, demostrado por los 

elevados niveles de expresión del marcador específico CD4 y CD45RA para la 

población TCD4+ naïve, (> 98%) y bajos niveles de expresión del marcador CD14 

de monocitos (< 0,12%) y del marcador CD45RO para la población TCD4+ de 

memoria. 
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Figura 3. Purificación de linfocitos 

TCD4+ naïve. Análisis mediante 

citometría de flujo de los niveles de 

purificación de linfocitos (células CD4+) a 

partir de las PBMCs. 

 

 

 

 

6.4 Activación de linfocitos TCD4+ naïve 

Los niveles de activación de los linfocitos TCD4+ naïve fueron evaluados 

analizando los niveles de expresión de CD25α mediante RT-PCR en tiempo real 

(Figura 4). Elevados niveles de expresión de CD25α se observaron posterior a la 

estimulación con los serotipos a (ATCC® 43717™), b (ATCC® 43718™) o c 

(ATCC® 43719™) de A. actinomycetemcomitans, al ser comparados con linfocitos 

TCD4+ naïve no inducidos (p<0,05). No se observaron diferencias estadísticas en 

los niveles de expresión de CD25α entre los linfocitos TCD4+ naïve activados por 

células dendríticas autólogas estimuladas con los serotipos a (ATCC® 43717™), b 

(ATCC® 43718™) o c (ATCC® 43719™) de A. actinomycetemcomitans (Figura 4)  
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Figura 4. Linfocitos TCD4+ naïve 

activados por células dendríticas 

autólogas estimuladas con los 

serotipos a (ATCC® 43717™), b (ATCC® 

43718™) o c (ATCC® 43719™) de A. 

actinomycetemcomitans. Análisis 

mediante RT-PCR en tiempo real de los 

niveles de expresión de CD25α que 

evidencian la activación de los linfocitos 

TCD4+ naïve luego de 5 días de 

activación por células dendríticas 

estimuladas durante 48 horas con los 

serotipos a (ATCC® 43717™), b (ATCC® 

43718™) o c (ATCC® 43719™) de A. 

actinomycetemcomitans (MOI=2). 

*p<0,05. 

 

6.5 Expresión de citoquinas en células dendríticas estimuladas con los serotipos a, 

b o c de A. actinomycetemcomitans  

El patrón de citoquinas expresadas por células dendríticas estimuladas 

durante 48 horas con los serotipos a (ATCC® 43717™), b (ATCC® 43718™) o c 

(ATCC® 43719™) de A. actinomycetemcomitans, asociados a la diferenciación de 

los fenotipos Th9 y Th22, fue confirmado mediante la cuantificación de los niveles 

de expresión de los mRNA de las citoquinas IL-4, IL-6, TNF-α y TGF-β1 por RT-

PCR en tiempo real (Figura 5). Las células dendríticas estimuladas con el serotipo 

b (ATCC® 43718™) expresaron mayores niveles de TNF-α (p=0,006 y p=0,007) en 

comparación a células dendríticas estimuladas con los serotipos a (ATCC® 

43717™) o c (ATCC® 43719™), respectivamente. Además, el serotipo b indujo 

mayor nivel de expresión de IL-6 en comparación al serotipo a (p=0,01), pero no 

en comparación al serotipo c (p=0,28). No hubo diferencias en los niveles de 

expresión de las citoquinas IL-4 y TNF-α entre los serotipos a o c. 
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Figura 5. Expresión de citoquinas en células dendríticas estimuladas con los 

serotipos a, b o c de A. actinomycetemcomitans. A partir de 10 experimentos 

independientes, la expresión de los mRNA de las citoquinas IL-4, IL-6, TNF-α y TGF-β fue 

determinada mediante cuantificación por RT-PCR en tiempo real, en células dendríticas 

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

 

6.6 Expresión de citoquinas en células dendríticas estimuladas con LPS purificado 

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

En células dendríticas estimuladas con 10, 20 ó 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 RT-PCR en 

tiempo real, los niveles de expresión de las citoquinas IL-6 y TNF-α (Figura 6). Se 
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detectaron mayores niveles de expresión de TNF-α (p=0,021 y p=0,012) e IL-6 

(p=0,003 y p=0,004) en células dendríticas estimuladas con 50 ng/mL de LPS del 

serotipo b, en comparación a las células dendríticas estimuladas con el LPS de los 

serotipos a o c, respectivamente. 

 

Figura 6. Expresión de citoquinas en células dendríticas estimuladas con LPS 

purificado de los serotipos a, b y c de A. actinomycetemcomitans. A partir de 6 

experimentos independientes, la expresión de las citoquinas IL-6 y TNF-α fue determinada 

mediante RT-PCR en tiempo real en células dendríticas estimuladas durante 48 horas con 

el LPS purificado del serotipo a (ATCC® 43717™), b (ATCC® 43718™) o c (ATCC® 

43719™) de A. actinomycetemcomitans a una concentración de 10, 20 ó 50 ng/mL. Como 

control positivo células dendríticas fueron estimuladas con 10 ng/mL de LPS de E. coli 

cepa 0111:B4. *p<0,05. 

 

6.7 Secreción de citoquinas en células dendríticas estimuladas con los serotipos a, 

b o c de A. actinomycetemcomitans  

En las células dendríticas estimuladas con los serotipos a (ATCC® 

43717™), b (ATCC® 43718™) o c (ATCC® 43719™) de A. 

actinomycetemcomitans (MOI=2) se determinaron los niveles de secreción (pg/mL) 

de las citoquinas IL-6 y TNF-α mediante ELISA (Figura 7). Mayores niveles de 
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secreción de TNF-α (MOI=1, p=0,002; MOI=2, p<0,001) se detectaron en las 

células dendríticas estimuladas con el serotipo b (ATCC® 43718™) de A. 

actinomycetemcomitans, en comparación a los otros serotipos bacterianos. 

Además, no se detectaron diferencias de secreción de IL-6 entre los serotipos a 

(ATCC® 43717™), b (ATCC® 43718™) o c (ATCC® 43719™) de A. 

actinomycetemcomitans. 

 

Figura 7. Secreción de citoquinas en células dendríticas estimuladas con los 

serotipos a, b o c de A. actinomycetemcomitans. A partir de 10 experimentos 

independientes, la secreción de las citoquinas IL-6 y TNF-α fue cuantificada mediante 

ELISA en células dendríticas estimuladas durante 48 horas con los serotipos a (ATCC® 

43717™), b (ATCC® 43718™) o c (ATCC® 43719™) de A. actinomycetemcomitans 

(MOI=1 a 2). Como control negativo se utilizaron células dendríticas sin estimular y como 

control positivo, células dendríticas se estimularon durante 48 horas con 10 ng/mL del 

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

 

6.8 Expresión de citoquinas en linfocitos TCD4+ naïve activados con células 

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

En linfocitos TCD4+ naïve activados con células dendríticas autólogas 

estimuladas con los serotipos a (ATCC® 43717™), b (ATCC® 43718™) o c 
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(ATCC® 43719™) de A. actinomycetemcomitans (MOI=2) se cuantificaron, 

mediante RT-PCR en tiempo real, los niveles de expresión de las citoquinas IL-9 e 

IL-22 (Figura 8). Mayores niveles de expresión de IL-22 (p>0,05) se detectaron en 

linfocitos TCD4+ naïve activados por células dendríticas autólogas estimuladas con 

el serotipo b en comparación a los serotipos a o c. No se detectaron diferencias de 

expresión de IL-9 entre los serotipos a (ATCC® 43717™), b (ATCC® 43718™) o c 

(ATCC® 43719™) de A. actinomycetemcomitans. 

 

Figura 8. Niveles de expresión de citoquinas en linfocitos TCD4+ naïve activados 

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

actinomycetemcomitans. A partir de 6 experimentos independientes, la expresión de los 

mRNA de las citoquinas IL-9 e IL-22 en linfocitos TCD4+ naïve activados por células 

dendríticas autólogas estimuladas con los distintos serotipos a (ATCC® 43717™), b 

(ATCC® 43718™) o c (ATCC® 43719™) de A. actinomycetemcomitans (MOI=2), fue 

determinada mediante RT-PCR en tiempo real. Como control negativo se utilizaron 

linfocitos TCD4+ naïve activados por células dendríticas no inducidas (n.i.). *p<0,05. 

 

6.9 Secreción de citoquinas en linfocitos TCD4+ naïve activados por células 

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

Para evaluar el patrón de citoquinas secretadas por los linfocitos TCD4+ 

naïve activados por células dendríticas autólogas estimuladas con los serotipos a 
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(ATCC® 43717™), b (ATCC® 43718™) o c (ATCC® 43719™) de A. 

actinomycetemcomitans se cuantificaron los niveles de secreción (pg/mL) de IL-9 

e IL-22 mediante ELISA (Figura 9). Mayores niveles de secreción IL-22 (p>0,05) 

MOI=2 se detectaron en los linfocitos TCD4+ naïve activados por células 

dendríticas estimuladas con el serotipo b (ATCC® 43718™) de A. 

actinomycetemcomitans, en comparación a los otros serotipos bacterianos. No se 

detectaron diferencias de secreción de IL-9 entre los serotipos a (ATCC® 

43717™), b (ATCC® 43718™) o c (ATCC® 43719™) de A. 

actinomycetemcomitans. 

 

Figura 9. Secreción de citoquinas linfocitos TCD4+ naïve activados por células 

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

partir de 6 experimentos independientes, la secreción de las citoquinas IL-9 e IL-22 fue 

cuantificada mediante ELISA en linfocitos TCD4+ naïve activados por células dendríticas  

autólogas estimuladas durante 48 horas con los serotipos a (ATCC® 43717™), b (ATCC® 

43718™) o c (ATCC® 43719™) de A. actinomycetemcomitans (MOI=2). Como control 

positivo, los niveles de secreción de citoquinas fueron cuantificados en linfocitos TCD4+ 

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

 

6.10 Secreción de citoquinas en linfocitos TCD4+ naïve activados con LPS 

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

En linfocitos TCD4+ naïve activados por células dendríticas autólogas 

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

actinomycetemcomitans (MOI=2) se cuantificaron, mediante ELISA, los niveles de 

secreción de las citoquinas IL-9 e IL-22 (Figura 10). Se detectaron mayores 

niveles de secreción de IL-22 (p=0,039 y p=0,041) en linfocitos TCD4+ naïve 

activados por células dendríticas autólogas estimuladas con 20 ng/mL de LPS del 

serotipo  b (ATCC® 43718™) en comparación al (ATCC® 43717™) o c (ATCC® 

43719™), respectivamente. Mayores niveles de secreción de IL-9 (p=0,035 y 

p=0,042) e IL-22 (p=0,019 y p=0,022) se detectaron en linfocitos TCD4+ naïve 

activados por células dendríticas autólogas estimuladas con 50 ng/mL de LPS del 

serotipo b (ATCC® 43718™) en comparación al (ATCC® 43717™) o c (ATCC® 

43719™), respectivamente. 

 

Figura 10. Secreción de citoquinas en linfocitos TCD4+ naïve activados por células 

dendríticas estimuladas con LPS purificado de los serotipos a, b y c de A. 

actinomycetemcomitans. A partir de 6 experimentos independientes, la secreción las 

citoquinas IL-9 e IL-22 en linfocitos TCD4+ activados por células dendríticas autólogas 

estimuladas con 10, 20 ó 50 ng/mL de LPS purificado de los serotipos a (ATCC® 

43717™), b (ATCC® 43718™) o c (ATCC® 43719™) de A. actinomycetemcomitans 

(MOI=2) fue determinada mediante ELISA. Como control negativo se utilizaron linfocitos 

TCD4+ activados por células dendríticas no inducidas (n.i.). *p<0,05. 
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6.11 Expresión de factores de transcripción en linfocitos TCD4+ naïve activados  

En linfocitos TCD4+ naïve activados con células dendríticas autólogas 

estimuladas con los serotipos a (ATCC® 43717™), b (ATCC® 43718™) o c 

(ATCC® 43719™) de A. actinomycetemcomitans (MOI=2) fueron cuantificados, 

mediante RT-PCR en tiempo real, los niveles de expresión de los factores de 

transcripción Spi.B y AhR (Figura 11). Los linfocitos TCD4+ naïve activados con 

células dendríticas autólogas estimuladas con el serotipo b (ATCC® 43718™) 

presentaron mayores niveles de expresión de los factores de transcripción Spi.B 

(p=0,042 y p=0,039) y AhR (p=0,045 y p=0,044) en comparación a los linfocitos 

TCD4+ naïve activados con células dendríticas autólogas estimuladas con los 

serotipos a (ATCC® 43717™) o c (ATCC® 43719™), respectivamente. No hubo 

diferencias en los niveles de expresión de los factores de transcripción en los 

linfocitos TCD4+ naïve activados con células dendríticas estimuladas con los 

serotipos a o c. 

 

Figura 11. Niveles de expresión de los factores de transcripción en linfocitos TCD4+ 

naïve activados. A partir de 6 experimentos independientes, la expresión de los mRNA 

de los factores de transcripción Spi.B y AhR en linfocitos TCD4+ activados por células 

dendríticas autólogas estimuladas con los serotipos a (ATCC® 43717™), b (ATCC® 

43718™) o c (ATCC® 43719™) de A. actinomycetemcomitans (MOI=2) fue determinada 

mediante RT-PCR en tiempo real. Como control negativo se utilizaron células dendríticas 

no inducidas (n.i.). *p<0,05. 
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6.12 Correlación entre los niveles de expresión de los factores de transcripción 

con los niveles de secreción de citoquinas  

A partir de los resultados obtenidos en los linfocitos TCD4+ naïve activados 

por células dendríticas estimuladas con los serotipos a (ATCC® 43717™), b 

(ATCC® 43718™) o c (ATCC® 43719™) de A. actinomycetemcomitans (MOI=2), 

se calculó el coeficiente de correlación de Pearson (r) entre los niveles de 

expresión de los factores de transcripción Spi.B (Th9) y AhR (Th22) y los niveles 

secretados de las citoquinas IL 9 e IL22 (Tabla 2). 

Para el perfil Th9, se detectó una correlación positiva entre Spi.B e IL-9 en 

los linfocitos TCD4+ naïve activados por células dendríticas estimuladas con el 

serotipo a (ATCC® 43717™), b (ATCC® 43718™) o c (ATCC® 43719™) de A. 

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

Para el perfil Th22, se detectó una correlación positiva entre AhR e IL-22 en 

los linfocitos TCD4+ naïve activados por células dendríticas estimuladas con el 

serotipo a (ATCC® 43717™), b (ATCC® 43718™) o c (ATCC® 43719™) de A. 

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

  Cepas de Aggregatibacter actinomycetemcomitans 

  
ATCC® 43717™ 

(serotipo a) 
ATCC® 43718™ 

(serotipo b) 
ATCC® 43719™ 

(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 IL-22 0,833 0,035 0,914 0,007 0,830 0,037 

Tabla 2. Correlación entre los niveles de expresión de los factores de transcripción 

y de secreción de las citoquinas. A partir de 6 experimentos independientes se calculó 

el coeficiente de correlación de Pearson (r) entre los niveles de expresión de mRNA de los 

factores de transcripción Spi.B (Th9) y AhR (Th22) y los niveles de secreción de 

citoquinas asociadas a los linfocitos Th9 y Th22 en linfocitos TCD4+ naïve estimulados por 

las células dendríticas sensibilizadas con las cepas ATCC® 43717™ (serotipo a), ATCC® 

43718™ (serotipo b) o ATCC® 43719™ (serotipo c) de A. actinomycetemcomitans a una 

multiplicidad de infección (MOI) de 2. 
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7. DISCUSIÓN. 

 

En este estudio, se evaluó la respuesta de las células dendríticas al ser 

estimuladas con los serotipos a (cepa ATCC® 43717™), b (cepas ATCC® 

43718™) o c (cepas ATCC® 43719™) de A. actinomycetemcomitans o su LPS 

purificado. En células dendríticas estimuladas con el serotipo b, se detectaron 

mayores niveles de expresión y secreción de las citoquinas IL-6 y TNF-α, que 

polarizan hacia el fenotipo Th22, en comparación a las células dendríticas 

estimuladas con los serotipos a o c. Luego, se analizó la activación de los 

linfocitos TCD4+ naïve activados por células dendríticas autólogas estimuladas con 

los distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans y se cuantificaron los niveles 

de expresión de los factores de transcripción y de producción de las citoquinas 

pertenecientes a los fenotipos Th9 y Th22. Ante el serotipo b de A. 

actinomycetemcomitans se detectaron mayores niveles de expresión del factor de 

transcripción AhR y de expresión y secreción de IL-22, característico de un patrón 

de respuesta inmune tipo Th22 (pro-inflamatorio y osteo-destructivo), en 

comparación a las mismas células estimuladas con los serotipos a o c. 

Durante las periodontitis, la destrucción de los tejidos de inserción 

periodontal y la posterior 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 

biopelícula patogénica subgingival (Dutzan y cols., 2009a, Dutzan y cols., 2009b, 

Hernandez y cols., 2011). En efecto, en biopsias de lesiones periodontales de 

pacientes con periodontitis crónica, se cuantificaron mayores niveles de citoquinas 

y factores de transcripción asociados a los linfocitos Th1 y Th17, y su detección se 

asoció con distintos niveles de severidad de la enfermedad (Dutzan y cols., 2009a, 

Dutzan y cols., 2009b, Hernandez y cols., 2011). En términos generales, en 

lesiones periodontales activas se expresan elevados niveles de citoquinas pro-

inflamatorias (Th1) y osteo-destructoras (Th17) y bajos niveles de citoquinas 

inmuno-moduladoras (Th2) (Takeichi y cols., 2000; Ukai y cols., 2001; Vernal y 

cols., 2005; Gaffen & Hajishengallis, 2008; Dutzan y cols., 2009) y las bacterias 
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periodonto-patógenas, entre ellas A. actinomycetemcomitans, cumplen un rol 

central en la inducción de la respuesta pro-inflamatoria y osteo-destructiva. 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans es un patógeno-periodontal que 

coloniza tardíamente los sitios periodontales ubicándose en la superficie de la 

biopelícula y su LPS cumple diversos roles en los distintos serotipos y determina 

su virulencia, patogenicidad e inmunogenicidad (Perry y cols., 1996a; Perry y cols., 

1996b; Kaplan y cols., 2010; Díaz-Zúñiga y cols., 2014a; Díaz-Zúñiga y cols., 

2014b). En particular, la baja frecuencia de detección de A. 

actinomycetemcomitans en sitios periodontales es compensada por la 

inmunogenicidad del serotipo infectante y la mayor frecuencia de detección del 

serotipo b se asocia con el fenotipo clínico más severo de la enfermedad 

(Asikainen y cols., 1991; Lai y cols., 1981; Shimada y cols., 2008; Rossa y cols., 

2008;  Teixeira y cols., 2006; Roman-Torres y cols., 2010; Cortelli y cols., 2010). 

No obstante este es el factor de virulencia más importante, la respuesta inmune 

inducida en las células del hospedero ante ellas es el principal determinante de la 

destrucción e inflamación de los tejidos periodontales. 

Recientemente se analizaron los niveles de producción de citoquinas pro-

inflamatorias en células dendríticas y linfocitos TCD4+ naïve estimulados con los 

distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans o su LPS purificado, 

detectándose que el serotipo b indujo mayores niveles de expresión de las 

citoquinas IL-1β, IL-12, IL-23 e IFN-γ en células dendríticas, y de las citoquinas IL-

1β, IL-6, IL-12, IL-17, IL-21, IL-23, IFN-γ, TNF-α y la molécula RANKL, en linfocitos 

Th, en comparación a los otros serotipos, en particular, un fenotipo tanto Th1 

como Th17 se indujo en presencia del serotipo b (Díaz-Zúñiga y cols., 2014a; 

Díaz-Zúñiga y cols., 2014b). Además, no se detectaron diferencias en los niveles 

de expresión y secreción de las distintas moléculas en presencia de los serotipos 

a o c, tanto con la bacteria ad integrum como su LPS purificado. En conjunto, 

estos datos nos permiten establecer que en pacientes con periodontitis las formas 

séricas más inmunogénicas de A. actinomycetemcomitans se asocian con la 

reabsorción del hueso alveolar al inducir in vitro mayores niveles de secreción de 

citoquinas Th1 y Th17. 
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Así, con el objetivo de determinar la diferenciación hacia los fenotipos 

efectores Th9 y Th22, linfocitos TCD4+ naïve humanos se activaron con células 

dendríticas autólogas estimuladas con las cepas o el LPS purificado de los 

serotipos a, b o c de A. actinomycetemcomitans. En concordancia con lo 

detectado previamente, en las células dendríticas, el serotipo b indujo mayores 

niveles de expresión y secreción de IL-6 y TNF-α y en linfocitos TCD4+ naïve se 

detectaron mayores niveles de expresión de los factores de transcripción 

determinantes de la diferenciación del fenotipo Th22, AhR. Además, no se 

detectaron diferencias en los niveles de expresión y secreción de las distintas 

moléculas asociadas al fenotipo Th9 en presencia de los serotipos a, b o c, tanto 

con la bacteria ad integrum como su LPS purificado. Estos datos nos permiten 

proyectar el potencial rol del serotipo b de A. actinomycetemcomitans en la 

definición del fenotipo Th22 que podría estar presente en las lesiones 

periodontales luego de la presentación antigénica y un potencial rol del fenotipo 

Th9 en la mantención de la salud periodontal. 

Los linfocitos Th9 cumplen un rol pro-inflamatorio en enfermedades auto-

inmunes y alérgicas y un rol inmuno-modulador en enfermedades neoplásicas (Lu  

y cols., 2012) y los linfocitos Th22 cumplen un rol pro-inflamatorio y osteo-

destructivo en las artritis reumatoides (Goswami & Kaplan, 2011; Ma y cols., 2010; 

Kaplan, 2013; Ikeuchi y cols., 2005; Kim y cols., 2012). Mientras los linfocitos Th9 

disminuyen la frecuencia de proliferación de los linfocitos T e inhiben la secreción 

de citoquinas asociadas a los fenotipos Th1 y Th17, pudiendo especular un 

potencial rol inmuno-modulador en las periodontitis (Aranha y cols., 2013), los 

linfocitos Th22 inducen la producción de TNF-α, IL-1β, IL-6 y RANKL en 

fibroblastos sinoviales mediante la expresión y secreción de IL-22 activando la 

diferenciación de pre-osteoclastos y la maduración de osteoclastos, determinantes 

clave de la destrucción ósea, pudiendo especular un potencial rol osteo-destructor 

en las periodontitis (Goswami & Kaplan, 2011; Ma y cols., 2010; Kaplan, 2013; 

Ikeuchi y cols., 2005; Kim y cols., 2012). No obstante la evidencia sustenta nuestra 

hipótesis, en lesiones periapicales activas e inactivas se cuantificaron los niveles 

de expresión de citoquinas Th9 y Th22, determinando que existe un incremento 

significativo de IL-9 e IL-22 en las lesiones inactivas y asociadas a un potencial rol 
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inmuno-modulador de ambos fenotipos en lesiones de origen infeccioso en tejidos 

periodontales periapicales (Aranha y cols., 2013). 

En términos generales, IL-9 es secretada por los linfocitos Th9, es una 

proteína altamente glicosilada reconocida por el receptor IL-9R presente en la 

superficie de linfocitos T, mastocitos, eosinófilos, neutrófilos, células epiteliales y 

células musculares lisas (Goswami & Kaplan, 2011). IL-9R es un heterodímero 

conformado por una subunidad específica IL-9Rα y una cadena γ, común para IL-

2, IL-4 e IL-17. La activación del receptor induce la activación y producción del 

factor nuclear kappa B (NF-κB), la proliferación celular y la inhibición de la muerte 

por apoptosis (Renauld y cols., 1993a; Goswami & Kaplan, 2011; Kaplan, 2013). 

En efecto, IL-9R es expresado en células T efectoras, con altos niveles de 

expresión en linfocitos Th2 y Th17 (Nowak y cols., 2009), asociándose a un rol 

inmuno-modulador o pro-inflamatorio dependiendo del ambiente local pre-

existente. Además, IL-22, secretada por los linfocitos Th22, es una proteína 

miembro de la familia de citoquinas IL-10 la cual es reconocida por el receptor IL-

22R, presente exclusivamente en la superficie de células epiteliales de piel, 

páncreas, intestino, hígado, pulmón y riñón. El receptor de IL-22 es un 

heterodímero conformado por las subunidades IL-22R1, común para IL-20 e IL-24, 

e IL-10R2, común para IL-10, IL-26, IL28 e IL-29. La activación de IL-22R induce 

la secreción de enzimas proteolíticas y antimicrobianas, la proliferación celular y la 

angiogénesis, la secreción de citoquinas pro-inflamatorias, quimioquinas y 

metaloproteinasas de la matriz, y la migración y degranulación de monocitos y 

neutrófilos (Akdis et al, 2012; Sugita et al, 2013; Michalak-estoma et al, 2013; 

Sabat et al, 2014), asociándose a un rol pro-inflamatorio. 

Recientemente, la detección de linfocitos Th22 en pacientes con artritis 

reumatoide ha permitido asociar los niveles de IL-22 con la severidad de la 

enfermedad y en conjunto con los linfocitos Th1 y Th17 cumplen un rol central en 

su etiopatogenia, permitiendo especular que la destrucción de los tejidos 

articulares estaría definida por el incremento de los linfocitos Th1, Th17 y Th22 

(Ikeuchi y cols., 2005; Kim y cols., 2012). Así, mientras en las fases inflamatorias 

de la enfermedad predominarían los linfocitos Th1, en las fases osteo-destructivas 
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predominarían los linfocitos Th17 y Th22 (Goswami & Kaplan, 2011; Ma y cols., 

2010; Kaplan, 2013; Ikeuchi y cols., 2005; Kim y cols., 2012). Además, 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 la recuperación de la salud, mediante la inhibición o regulación de la 

diferenciación de los linfocitos Th1, Th17 y Th22 (Khan y cols., 2009). De este 

modo, la medición de citoquinas fenotipo-específicas ha permitido detectar la 

actividad y severidad de la enfermedad, permitiendo desarrollar nuevas terapias 

inmunológicas. En efecto, en un modelo murino de artritis reumatoide se bloqueó 

IL-22R, detectándose una disminución de los signos clínicos de inflamación y de 

destrucción ósea (Marijnisse y cols., 2011). 

No obstante el rol de los linfocitos Th9 y Th22 en las periodontitis podría ser 

antagónico, donde los linfocitos Th9 modulen la diferenciación de los linfocitos 

Th22, nuestros resultados detectaron que ante el serotipo b de A. 

actinomycetemcomitans se incrementan significativamente los niveles de 

expresión del factor determinante de la diferenciación de los linfocitos Th9, Spi.B, 

sin detectar diferencias en los niveles de expresión y secreción de IL-9. Según 

nuestros estudios previos, las elevadas concentraciones de INF-γ secretadas por 

células dendríticas estimuladas con el serotipo b de A. actinomycetemcomitans 

disminuirían la diferenciación de los linfocitos Th9 e inhibirían la producción de IL-

9, mediante la regulación negativa de IL-4 (Murugaiyan y cols., 2012; Kaplan, 

2013; Díaz-Zúñiga y cols., 2014a; Díaz-Zúñiga y cols., 2014b). Los niveles de 

expresión detectados del factor Spi.B, tendrían su explicación durante el proceso 

de diferenciación de los linfocitos Th9, Th17 y Treg, que dependen de los niveles 

de TGF-β1 para activar sus factores de transcripción, mientras los linfocitos Th17 

se diferencian en presencia de elevados niveles de IL-6 y bajos de TGF-β1, los 

fenotipos Th9 y Treg requieren de una mayor concentración de TGF-β1 y menor 

de IL-6 (Schmitt y cols., 1994; Vernal & García-Sanz, 2008; Dardalhon y cols., 

2008; Chang y cols., 2010; Singh y cols., 2013). En efecto, nuestros estudios 

detectaron bajos niveles de expresión y secreción de TGF-β1 en las células 

dendríticas estimuladas con los serotipos a, b o c de A. actinomycetemcomitans 
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(Díaz-Zúñiga y cols., 2014a), condicionando un ambiente pro-inflamatorio local 

que facilitaría la polarización hacia los fenotipos Th1, Th17 y Th22. 

El eje Th1/Th17/Th22 ha incrementado su importancia en el desarrollo de 

patologías osteo-destructivas y los estudios analizados permiten especular que 

estos fenotipos se encuentran asociados al inicio, progresión y severidad de las 

artritis reumatoides y, basándonos en nuestros resultados, podría tener una 

asociación similar con las periodontitis (Kim y cols., 2012). Del mismo modo, el eje 

Th2/Th9/Treg tendría importancia en la mantención y recuperación de la salud 

(Veldhoen y cols., 2008; Jabeen & Kaplan, 2012; Murugaiyan y cols., 2012; 

Kaplan, 2013). En efecto, se ha postulado que el fenotipo Th9 es un linfocito 

dimórfico y dependiendo del ambiente local pre-existente se comprometería con 

un rol modulador de la respuesta de los linfocitos Th1 y Th22, sinérgico de la 

función pro-inflamatoria de los linfocitos Th1 o, incluso, diferenciarse hacia o de los 

linfocitos Th2 (Veldhoen y cols., 2008; Jäger y cols., 2009; Elyaman y cols., 2009). 

Además, especulamos que los linfocitos Th9, debido a la vía de diferenciación 

común con los linfocitos Th17 y Treg, podrían pertenecer a un fenotipo intermedio 

durante el proceso de diferenciación Th17/Treg y, dependiendo de los niveles de 

concentración de las citoquinas IL-4, IL-6, TNF-α y TGF-β1 podrían permanecer 

como un fenotipo Th9 y tener un comportamiento dimórfico según el medio o 

podrían inhibir o activar la diferenciación de linfocitos TCD4+ naïve hacia el perfil 

Th17 (Elyaman y cols., 2009; Nowak y cols., 2009; Goswami & Kaplan, 2011). 

Independiente de las especulaciones, el dimorfismo de los linfocitos Th9 aún 

continúa sin evidencia que lo sustente y nuestro estudio aporta, en alguna medida, 

nuevos antecedentes que permitirán a futuro identificar el rol de estos linfocitos en 

las enfermedades periodontales. 

Finalmente, nuestros resultados permiten establecer que el serotipo b de A. 

actinomycetemcomitans estaría asociado con la generación de un ambiente 

inflamatorio local que favorecería la diferenciación de los linfocitos Th22 y que los 

serotipos a, b o c de A. actinomycetemcomitans inducirían bajos niveles de 

linfocitos Th9, permitiendo establecer que el serotipo b de A. 

actinomycetemcomitans se relacionaría con las periodontitis a través de la 
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activación, maduración y diferenciación de los linfocitos Th1, Th17 y Th22 y la baja 

frecuencia de detección de los linfocitos Th2, Th9 y Treg se vincularía con la 

mantención o recuperación de la salud periodontal. 
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8. CONCLUSIONES. 

 

1. Las células dendríticas humanas estimuladas con el serotipo b de 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans o su LPS purificado producen mayores 

niveles de expresión y secreción de las citoquinas IL-6 y TNF-α, necesarias para la 

diferenciación de los linfocitos Th22 en comparación a las células estimuladas con 

los serotipos a o c. 

2. Los linfocitos TCD4+ naïve humanos activados por células dendríticas autólogas 

estimuladas con el serotipo b de Aggregatibacter actinomycetemcomitans 

producen mayores niveles de expresión y secreción de IL-22 y mayores niveles de 

expresión del factor de transcripción AhR, asociados a los linfocitos Th22, en 

comparación a linfocitos TCD4+ naïve activados por células dendríticas 

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

3. En los linfocitos TCD4+ naïve humanos activados por células dendríticas 

autólogas estimuladas con el serotipo b de Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans, el incremento en los niveles de secreción de las 

citoquinas IL-9 (Th9) e IL-22 (Th22) se correlaciona positivamente con los niveles 

de expresión de los factores de transcripción asociados a cada fenotipo, Spi.B 

(Th9) y AhR (Th22). 

4. El serotipo b de A. actinomycetemcomitans induce predominantemente un 

patrón de respuesta linfocitario tipo Th22 y esta respuesta es de mayor intensidad 

a la inducida por los otros serotipos bacterianos, por lo tanto, su detección en la 

biopelícula patogénica subgingival contribuiría a explicar los eventos inmuno-

inflamatorios y osteo-destructivos que caracterizan las periodontitis. 
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10.2 Ficha Clínica 
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10.3 Trabajos presentados en congresos nacionales 

XXVI Reunión Anual IADR División Chile 2014 

Rol de la respuesta linfocitaria tipo Th9 y Th22 durante las periodontitis 

A. Benítez, C. Álvarez, G. Monasterio, M. García, S. Melgar-Rodríguez, J. Díaz-

Zúñiga, R. Vernal. Laboratorio de Biología Periodontal, Facultad de Odontología, 

Universidad de Chile. 

 

OBJETIVOS: Durante las periodontitis, los linfocitos Th1, Th2, Th17 y Treg 

secretan distintos patrones de citoquinas que determinan su función. Tanto en 

linfocitos T activados ante el serotipo b de A. actinomycetemcomitans como en 

biopsias de tejidos de pacientes afectados de periodontitis se detectan mayores 

niveles de producción de citoquinas y factores de transcripción asociados a una 

res- puesta tipo Th1 y Th17. Recientemente, dos nuevos fenotipos linfocitarios 

fueron descritos, Th9 y Th2, y su rol en las periodontitis no se ha descrito. En esta 

investigación, se determinaron los niveles de expresión de los factores de 

transcripción y citoquinas asociadas a los fenotipos linfocitarios Th9 y Th22 en 

linfocitos TCD4+ y en biopsias de pacientes con periodontitis. MÉTODO: A partir 

de sangre periférica, se aislaron monocitos y linfocitos TCD4+ naïve. Los linfocitos 

TCD4+ fueron activados por células dendríticas-derivadas de monocitos 

estimuladas con los serotipos a-c de A. actinomycetemcomitans. Además, se 

obtuvieron biopsias de tejidos de individuos sanos y pacientes con periodontitis. 

Los niveles de producción de las citoquinas IL-9 e IL-22 y los factores de 

transcripción Spi.B y AhR fueron cuantificados mediante RT-PCR en tiempo real y 

ELISA. RESULTADO: Mayores niveles de producción de IL-22 y AhR fueron 

cuantificados en linfocitos TCD4+ posterior a la activación por el serotipo b de A. 

actinomycetemcomitans comparado con los otros serotipos. Además, mayores 

niveles de expresión de IL-22 y AhR fueron cuantificados en biopsias de lesiones 

de pacientes con periodontitis. CONCLUSIONES: Durante las periodontitis, se 

observa una respuesta linfocitaria tipo Th22 y esta respuesta está de- terminada al 

menos en parte por la capacidad inmunogénica del serotipo b de A. 

actinomycetemcomitans. Financiamiento: Proyecto FONDECYT 1140904. 
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10.4 Resúmenes aceptados en congresos internacionales 

93rd IADR General Session & Exhibition, Boston, Mass., USA, 2015 

Th9, Th22 and C-reactive protein are detected in periodontitis patients 

Benítez A., Álvarez C., Monasterio G., García M., Rojas C., Vega M., Melgar-
Rodríguez S., Díaz-Zúñiga J., R. Vernal. 
Periodontal Biology Laboratory, Dentistry Faculty, Universidad de Chile. 

Introduction 
Periodontitis are infectious diseases caused by the anaerobic gram-negative 
bacteria residing in the subgingival biofilm. These bacteria can cause direct 
destruction of periodontal tissues; however, their pathogenicity is mainly based on 
the activation of the immune response, in particular activation of T helper (Th) 
lymphocyte-associated responses. Recently, two new phenotypes of Th 
lymphocytes have been described, Th9 and Th22; however, their role in the 
pathogenesis of periodontitis have not yet been described. Th9 and Th22 
lymphocytes could be associated with a pro-inflammatory response during 
periodontitis and, eventually, induce the expression of acute phase inflammation 
factors, such as C-reactive protein (CRP) and interleukin (IL)-6. This study was 
aimed to analyze whether the Th9 and Th22 lymphocytes play a role in the 
pathogenesis of the periodontitis.  

Methodology 
Gingival biopsies were taken from healthy subjects (n=5), gingivitis (n=3) and 
moderate/severe chronic periodontitis (n=5) patients. The expression levels of the 
cytokines IL-6, IL-9, IL-22, and CRP and the transcription factors Spi.B and AhR, 
master-switch genes associated with the Th9 and Th22 lymphocyte differentiation 
and activation, respectively, were quantified by real-time RT-PCR. 

Results 
Higher levels of IL-6, IL-22, CRP, and AhR mRNAs were expressed in periodontal 
tissues from periodontitis patients compared with either healthy or gingivitis 
subjects. Higher levels of IL-9 mRNAs were expressed in periodontitis patients 
compared with healthy subjects. The mRNA levels of IL-9 and Spi.B mRNAs were 
similar between periodontitis and gingivitis patients. 

Conclusion 
CRP and IL-6 have a potential pro-inflammatory role during the pathogenesis of 
the periodontitis and could be associated with systemic inflammatory responses. 
The Th9 and Th22 lymphocytes may participate in the pathogenic events 
described in periodontitis; however, additional studies are necessary to determine 
if they induce pro-inflammatory and/or bone-resorptive activities. 

Key words: Th9; Th22; immune response; periodontitis; systemic diseases. 

Supported by grant FONDECYT 1140904. 
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