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Resumen 

 Las periodontitis son enfermedades infecciosas cuya causa es la 

interacción entre el biofilm patogénico que coloniza el microambiente subgingival y 

la respuesta inmuno-inflamatoria del hospedero. Esta interacción provoca la 

destrucción de los tejidos de soporte periodontal: cemento radicular, ligamento 

periodontal y hueso alveolar, y eventualmente puede llevar a la pérdida de los 

dientes. 

 Aggregatibacter actinomycetemcomitans es una bacteria ampliamente 

asociada al inicio, progresión y severidad de las periodontitis. Sin embargo, 

aunque esta bacteria puede causar daño directo a los tejidos periodontales, es la 

respuesta inmune del hospedero inducida ante los periodontopatógenos el 

principal determinante del carácter destructivo de la enfermedad. 

 Sobre la base de la antigenicidad del polisacárido O componente del LPS, 

en A. actinomycetemcomitans se describen 6 serotipos bacterianos distintos y 

entre ellos se ha especulado una virulencia variable y una distinta patogenicidad. 

Con el objeto de establecer diferencias de inmunogenicidad que contribuirían 

a explicar esta variable virulencia y patogenicidad, en este trabajo de investigación 

se analizó la respuesta de las células dendríticas humanas al ser estimuladas in vitro 

con los distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans, definiendo mediante PCR 

el tipo de receptores CCR expresado y mediante ELISA el patrón de citoquinas 

secretado. 

 Los datos obtenidos en este trabajo de investigación permiten establecer 

que los niveles de expresión de CCRs y de secreción de citoquinas son diferentes 

en las células dendríticas humanas cuando son estimuladas con los distintos 

serotipos de A. actinomycetemcomitans, con mayores niveles de secreción de IL-

1β, IL-6, IL-12, IL-23, IFN-γ y TNF-α cuando el microorganismo estimulante fue la 

cepa ATCC® 43718™ (serotipo b). Por lo tanto, es factible especular que el 

serotipo b de A. actinomycetemcomitans induciría predominantemente un patrón 

de respuesta inmune tipo Th1 y/o Th17 durante las periodontitis. 
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1. Introducción 

Respuesta inmune 

 El sistema inmune está organizado en términos de células y moléculas que 

cumplen roles especializados para la defensa del hospedero durante las 

infecciones. La respuesta inmune innata y adaptativa son dos componentes 

fundamentales de la respuesta inmune y cumplen funciones particulares 

dependiendo del tipo de microorganismo infectante (1).  

 Durante la respuesta inmune innata, se produce tanto la liberación de 

citoquinas pro-inflamatorias, quimioquinas, metaloproteinasas de matriz y factores 

osteoactivos, como la activación y migración de células fagocíticas y citotóxicas 

hacia el foco infeccioso. Por otro lado, la respuesta inmune adaptativa implica la 

activación, proliferación y diferenciación de linfocitos T y B antígeno-específicos. 

Durante la presentación antigénica, las células presentadoras de antígenos 

(APCs, del inglés: antigen-presenting cells) inducen la activación, proliferación y 

diferenciación de los linfocitos T, cuyo receptor de célula T (TCR, del inglés: T-cell 

receptor) reconoce el antígeno, provocando la liberación de un patrón específico 

de citoquinas efectoras, supresoras o reguladoras dependiendo del tipo de linfocito 

T diferenciado. Los linfocitos B activados se diferencian a células plasmáticas con 

la capacidad de secretar inmunoglobulinas responsables de la eliminación de 

microorganismos extracelulares (1-3). 

 Los principales componentes de la respuesta inmune innata son: 1) las 

barreras físicas y químicas (saliva, fluido gingival crevicular y epitelios de piel y 

mucosas), 2) las células fagocíticas (neutrófilos y macrófagos) y los linfocitos 

citotóxicos naturales (NK, del inglés: natural killer), 3) las proteínas plasmáticas 

(factores del complemento y mediadores pro-inflamatorios), y 4) las citoquinas, las 

que inducen, regulan y coordinan la actividad de las células efectoras de la 

inmunidad innata. En términos generales, los mecanismos protectores de la 

inmunidad innata son inespecíficos, sin embargo, el reconocimiento de los 

microorganismos involucra cierto nivel de especificidad de los receptores de las 
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APCs (2, 4-6).  

 La respuesta inmune adaptativa en cambio se caracteriza por su alta 

especificidad, dependiendo de la naturaleza y tipo de antígeno presentado, e 

involucra una respuesta protectora particular dirigida al microorganismo infectante, 

incluso con la capacidad de generar memoria inmunológica que permite 

incrementar la capacidad de respuesta ante una nueva exposición (6-9). 

 

Células presentadoras de antígenos: Células dendríticas 

 Las APCs son células cuya función es reconocer, fagocitar, procesar y 

presentar antígenos microbianos a los linfocitos T vírgenes y de memoria. Las 

células dendríticas son APCs que cumplen un rol fundamental durante la 

respuesta inmune innata y determinan el tipo de respuesta adaptativa, regulando 

ambos tipos de inmunidad (1, 10). Las células dendríticas se diferencian a partir 

de precursores de la línea de los monocitos provenientes de la médula ósea, se 

distribuyen a través de los vasos sanguíneos y linfáticos y se localizan 

principalmente en los órganos linfoides secundarios, el parénquima de los órganos 

no linfoides y las mucosas, por ejemplo, en el epitelio y tejido conectivo gingival (3, 

11, 12). En estas localizaciones, las células dendríticas capturan los 

microorganismos reconociendo patrones moleculares altamente conservados 

expresados por los patógenos (PAMPs del inglés: pathogen associated molecular 

patterns) mediante receptores de superficie específicos, tal como los receptores 

tipo toll (TLRs, del inglés: Toll-like receptors) (13, 14). 

 Al capturar y fagocitar los microorganismos, las APCs procesan sus 

antígenos y los presentan, conjugados a moléculas del complejo mayor de 

histocompatibilidad (MHC, del inglés: Major histocompatibility complex), a los 

linfocitos T cuyo receptor TCR es específico para el antígeno presentado (3, 15). 

Los linfocitos T activados proliferan y adquieren la potencialidad de diferenciarse 

en los distintos fenotipos efectores: T colaboradores (Th, del inglés: T-helper) tipo 

Th1, Th2 y Th17, o T reguladores (Treg), dependiendo del tipo de antígeno 

presentado, de las moléculas co-estimuladoras expresadas por las APCs y del 
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patrón de citoquinas predominante en el sitio anatómico en donde ocurre la 

interacción celular (3, 16, 17).  

   

Respuesta inmune tipo Th1, Th2, Th17 y Treg 

 La respuesta inmune del hospedero, en particular el fenotipo y función de los 

linfocitos Th, son determinantes de la susceptibilidad, inicio, severidad y progresión 

de las periodontitis, además de la respuesta al tratamiento periodontal (8, 18). En el 

contexto de la dicotomía Th1/Th2, tradicionalmente se ha establecido que el inicio y 

progresión de las periodontitis involucra predominantemente una respuesta de tipo 

Th1, con un perfil de citoquinas pro-inflamatorias particular: interleuquina (IL)-1β, IL-

12, interferón (IFN)-γ y factor de necrosis tumoral (TNF)-α (19). Por otro lado, una 

respuesta tipo Th2, con predominio de citoquinas relacionadas a una respuesta de 

tipo humoral e inmuno-moduladora: IL-4, IL-5 e IL-13 (16), se asocia a lesiones 

periodontales estables o en remisión (18, 20-27).  

 Aunque la dicotomía Th1/Th2 por muchos años ha contribuido a explicar la 

patogenia de las periodontitis, la evidencia actual ha establecido que, asociado a un 

patrón de respuesta tipo Th1, una respuesta tipo Th17, con un patrón de citoquinas 

específico: IL-6, IL-17, IL-21, IL-22, IL-23 y RANKL, es determinante de la historia 

natural de la enfermedad periodontal, en particular la reabsorción del hueso alveolar 

característica de las periodontitis (28-35). 

 En este contexto, la identificación de RANKL (del inglés: receptor activator of 

nuclear factor kappa-B ligand) como un factor osteo-destructivo producido por los 

linfocitos Th17 capaz de inducir la diferenciación y activación de osteoclastos, 

permitió asociar la respuesta immune inducida en los tejidos periodontales ante los 

periodonto-patógenos a la reabsorción ósea periodontal (28, 30, 36-38). En efecto, 

los linfocitos Th17 activos promueven la osteoclastogénesis mediante la producción 

de RANKL e IL-17. RANKL actúa directamente sobre los precursores de 

osteoclastos y los osteoclastos maduros e IL-17 promueve la producción de RANKL 

en forma indirecta, favoreciendo la inflamación local al inducir el reclutamiento y 

activación de macrófagos, los que a su vez sintetizan citoquinas pro-inflamatorias, tal 
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como IL-1β y TNF-α, que finalmente promueven la expresión de RANKL en los 

osteoblastos periodontales (38-40). 

 Un incremento en los niveles de IL-17, tanto a nivel de mRNA como de 

proteína, fueron detectados en el fluido crevicular gingival y en biopsias de lesiones 

periodontales en pacientes con periodontitis crónica y estos mayores niveles se 

asociaron a la actividad de linfocitos Th17 (41-44). Además, una sobre-expresión en 

los niveles de RORC2, factor de transcripción que determina la diferenciación 

selectiva del fenotipo Th17, se ha detectado mediante la técnica reacción en cadena 

de la polimerasa (PCR, del inglés: polymerase chain reaction) en tiempo-real en 

lesiones periodontales activas de pacientes con periodontitis progresiva (26). En 

conjunto, estos datos permiten establecer que, durante las periodontitis, los linfocitos 

Th17 representan el subtipo Th osteoclastogénico, induciendo la diferenciación y 

activación de osteoclastos y reabsorción ósea alveolar mediante la síntesis de IL-17 

y RANKL.  

 Los linfocitos Treg  se han descrito como un subtipo linfocitario protector que 

cumple un rol en la mantención de la salud periodontal (45-47). Su patrón de 

citoquinas incluye IL-10 y factor de crecimiento transformante (TGF)-β1 (19, 48). 

Los linfocitos Treg regulan la activación, proliferación y función de los linfocitos Th 

efectores activos, determinando el resultado en distintos escenarios inmunológicos, 

tales como enfermedades infecciosas (periodontitis) y enfermedades autoinmunes 

(49-52). 

Se ha demostrado que los linfocitos Treg CD4+Foxp3+ migran hacia los tejidos 

periodontales durante la infección y su inhibición se asocia a una mayor inflamación 

tisular y reabsorción del hueso alveolar (53). Recientemente se ha propuesto que los 

linfocitos Treg son detectables en las lesiones periodontales activas en pacientes 

afectados de periodontitis; sin embargo, ellos no llevan a cabo su función reguladora 

al no producir TGF-β1 e IL-10, favoreciendo un incremento de las citoquinas 

asociadas al fenotipo Th17: RANKL e IL-17 (26). 
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Moléculas co-estimuladoras CD80 y CD86 

 Para que los linfocitos T vírgenes se activen, durante la presentación 

antigénica se requieren 2 señales inmunológicas aportadas por las células 

dendríticas (54). La primera señal es antígeno-específica e involucra el 

reconocimiento por el TLR de los linfocitos T del complejo MHC/antígeno 

expresado por las células dendríticas. La segunda señal, o señal co-estimuladora, 

involucra la expresión de moléculas co-estimuladoras que interactúan con 

receptores específicos en los linfocitos T vírgenes (55). 

 CD80 y CD86 son moléculas co-estimuladoras expresadas por las células 

dendríticas y se caracterizan por interactuar específicamente con el receptor CD28 

constitutivamente expresado por los linfocitos T (56, 57). Los niveles de CD28 se 

sobre-expresan una vez activados los linfocitos T y la unión adicional de CD28 con 

CD80 y CD86 aumenta la proliferación celular y la secreción de citoquinas (55). 

 La señalización CD80/CD28 y CD86/CD28 involucra distintas vías de 

señalización intracelular. Estas incluyen las vías calcio-calcineurina, RAS y factor 

nuclear kappa-B (NFkB), esta última determinante de la síntesis de citoquinas, en 

particular de IL-2 que actúa como factor de sobrevivencia autocrino de los 

linfocitos T activos (58).  

  

Receptores de quimioquinas CCR5, CCR6 y CCR7 

 Entre los distintos y complejos eventos de señalización celular que ocurren 

durante el proceso inflamatorio, las quimioquinas cumplen un rol preponderante en 

la regulación del tráfico de los leucocitos y definen el reclutamiento de las células 

dendríticas y los linfocitos T a los sitios anatómicos infectados (59). 

 Las quimioquinas son citoquinas quimio-atrayentes que inducen la 

migración a favor de una gradiente de concentración de las células que expresan 

sus receptores CCR (del inglés: chemokine cell-receptor) específicos. 

 La migración de las células dendríticas cumple un rol determinante en el 

desenlace de la enfermedad periodontal y la expresión coordinada de 
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quimioquinas inflamatorias y CCRs en los tejidos periodontales controla el flujo de 

ellas hacia el sitio infectado. En efecto, tanto alteraciones en la expresión de los 

receptores CCR, como un comportamiento quimiotáctico alterado de las células 

dendríticas, se asocian al inicio de periodontitis (60) y a las formas severas de 

enfermedad (61). 

 Recientemente, se ha propuesto que la expresión selectiva de CCRs en las 

células dendríticas contribuiría a determinar la diferenciación selectiva de los 

distintos fenotipos de linfocitos T colaboradores y, de esta forma, el tipo de 

respuesta inmune inducido. Así, un patrón de respuesta tipo Th1 se asociaría a la 

expresión de CCR2, CCR5 y CCR6 (62, 63) y un patrón de respuesta tipo Th2 a la 

expresión de CCR3, CCR4 y CCR8 (64). Por otro lado, un patrón de respuesta 

tipo Th17 se asociaría a la expresión de CCR4, CCR6 y CCR7 (65, 66), siendo 

CCR4 y CCR6 los receptores de quimioquinas que participarían en la activación y 

migración de linfocitos Th17 (67) y CCR7 el determinante de la maduración 

selectiva final mediada por IL-23 (68).  

 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans 

 Aggregatibacter actinomycetemcomitans es un cocobacilo Gram negativo, 

pequeño, no mótil, anaerobio facultativo, microaerofílico y capnofílico (69, 70), 

miembro del género Aggregatibacter perteneciente a la familia Pasterurellaceae 

(71). En cultivo, las colonias tienen forma circular aplanada con borde festoneado, 

generalmente con una forma de estrella central (72, 73). 

 Varias líneas de investigación evidencian el rol etiológico de A. 

actinomycetemcomitans en la periodontitis agresiva y las formas sindrómicas de 

periodontitis (74-81). Además se ha relacionado con el desarrollo de trastornos 

cardiacos, endocarditis, ateroesclerosis y neumonía (77, 82-85).  

 En los tejidos periodontales afectados, A. actinomycetemcomitans se 

adhiere e invade las células epiteliales gingivales, induce la sobre-expresión e 

incrementa el grado de fosforilación de las proteínas de señalización intracelular 

en los fibroblastos gingivales y estimula en ellos la producción de 
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metaloproteinasas de matriz (MMPs, del inglés: matrix metalloproteinases), 

inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMPs, del inglés: tissue inhibitor of 

metalloproteinases) y activador del plasminógeno (t-PA, del inglés: tissue 

plasminogen activator). En particular, durante la periodontitis, el lipopolisacárido 

(LPS) de A. actinomycetemcomitans induce la secreción t-PA, MMP-2 y MMP-3, 

inhibe la proliferación y función de los osteoblastos e induce la diferenciación y 

activación de osteoclastos, alterando el metabolismo del tejido conectivo gingival y 

periodontal y contribuyendo a la reabsorción ósea alveolar (86-88). 

 Sobre la base de la antigenicidad del polisacárido O componente del LPS, 

en A. actinomycetemcomitans se describen 6 serotipos bacterianos distintos, 

denominados a-f (89-91), siendo los serotipos a, b y c los detectados más 

frecuentemente en sujetos caucásicos, asiáticos y latinoamericanos y el serotipo b 

el más asociado a la etiología de la periodontitis agresiva (77-81, 92, 93). La 

predominancia del serotipo b en pacientes con periodontitis agresiva sugiere un 

alto potencial patogénico, aún no establecido (94). Se ha reportado que el serotipo 

b de A. actinomycetemcomitans resiste la fagocitosis y evade la respuesta inmune 

de los macrófagos y neutrófilos (95), mientras que los serotipos a y c son capaces 

de inducir la síntesis de IL-1β en macrófagos (96).  

   

Planteamiento del problema 

 Las periodontitis son un conjunto de enfermedades infecciosas caracterizadas 

por la inflamación crónica y destrucción de los tejidos periodontales y por constituir 

una causa importante de pérdida de dientes (8, 31, 97, 98). Las periodontitis son 

altamente frecuentes en la población chilena, donde dos tercios de los individuos 

entre 65 y 74 años y un tercio entre 35 y 44 años tiene pérdida severa (≥6 mm) de 

inserción dentaria (99). En términos generales, las periodontitis son un factor 

modificante de la salud sistémica de los individuos, asociándose a la presencia y 

severidad de la diabetes (100), ateroesclerosis, enfermedades cardiovasculares 

(101), trastornos pulmonares, parto prematuro y bajo peso del neonato (102, 103). 

 La biopelícula patogénica subgingival, constituida principalmente por bacterias 
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anaerobias Gram-negativas, es el factor etiológico determinante del inicio y 

progresión de las periodontitis (104-108). Sin embargo, aunque las bacterias 

patógenas pueden causar daño directo a los tejidos periodontales, su patogenicidad 

radica principalmente en la inducción de una respuesta inmuno-inflamatoria en el 

hospedero, principal responsable de la destrucción de los tejidos de soporte de los 

dientes: ligamento periodontal, cemento radicular y hueso alveolar.  

Las células dendríticas reciben señales específicas a través de los receptores 

reconocedores de patrón (PRRs, del inglés: pattern recognition receptor) distribuidos 

en su superficie celular, los que reconocen PAMPs expresados por las bacterias 

patógenas periodontales. Durante la presentación antigénica, las células dendríticas 

activan a los linfocitos T y determinan la diferenciación selectiva de los distintos 

fenotipos efectores Th  (12). Por tanto, es razonable asumir que las bacterias pueden 

determinar el tipo de respuesta de las células dendríticas y los linfocitos T y, de esta 

forma, la secreción de un patrón de citoquinas patógeno-específico durante la 

infección (109, 110).  

Estudios recientes han analizado la respuesta in vitro de las células 

dendríticas, generadas a partir de monocitos de sangre periférica humana, al ser 

estimuladas con A. actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis o los distintos 

serotipos capsulares (K1-K6) de P. gingivalis, demostrando que A. 

actinomycetemcomitans es inmunogénicamente más potente que P. gingivalis (111) 

y que existen diferencias cualitativas y cuantitativas en la síntesis de citoquinas ante 

los diferentes serotipos K de P. gingivalis (112). En este contexto, es factible 

especular que los distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans podrían también 

inducir una respuesta diferencial en las células dendríticas y podrían determinar un 

tipo particular de respuesta Th. 

Aunque A. actinomycetemcomitans se detecta frecuentemente en los sacos 

periodontales de pacientes afectados de periodontitis agresiva, también es 

identificable, aunque en menor proporción, en los sitios periodontales de sujetos 

sanos e individuos en terapia periodontal de soporte, post-tratamiento periodontal 

(106, 113-118). En este contexto, es factible especular una patogenicidad e 

inmunogenicidad variable entre los distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans 
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y, por lo tanto, considerar que en individuos sanos y pacientes con periodontitis los 

serotipos de A. actinomycetemcomitans presentes son distintos (115). 

En este trabajo de investigación se analizará la respuesta de las células 

dendríticas humanas al ser estimuladas in vitro con los serotipos más 

frecuentemente detectados de A. actinomycetemcomitans. 
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2. Hipótesis 

 La respuesta de las células dendríticas es distinta cuando son estimuladas in 

vitro con los distintos serotipos de Aggregatibacter actinomycetemcomitans.  

 

3. Objetivo general 

  Caracterizar el patrón de respuesta inmune in vitro de las células 

dendríticas humanas al ser estimuladas con los serotipos a, b y c de A. 

actinomycetemcomitans. 

 

4. Objetivos específicos 

- Cuantificar los niveles de expresión de las moléculas co-estimuladoras 

CD80 y CD86 en células dendríticas humanas estimuladas con los serotipos a, b y 

c de A. actinomycetemcomitans. 

- Determinar la expresión de los receptores de quimioquinas CCR5, CCR6 

o CCR7 en células dendríticas humanas estimuladas con los serotipos a, b y c de 

A. actinomycetemcomitans. 

-  Cuantificar los niveles de secreción de las citoquinas IL-1β, IL-5, IL-6, IL-

10, IL-12, IL-23, IFN-γ y TNF-α en células dendríticas humanas estimuladas con 

los serotipos a, b y c de A. actinomycetemcomitans. 
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5. Material y métodos 

Cultivo y recuento de Aggregatibacter actinomycetemcomitans 

 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) y 

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

generadores CampyGen™ (Oxoid Ltd). 

 Para obtener número similar de microorganismos de los distintos serotipos 

de A. actinomycetemcomitans para la estimulación celular, cada una de las cepas 

bacterianas se inoculó en 5 mL de caldo de cultivo infusión cerebro-corazón 

(Oxoid Ltd, Hampshire, England) hasta alcanzar un nivel McFarland de 5 

(bioMérieux® SA, Marcy l`Etoile, France). Diluciones seriadas log10 de -1 a -9 

fueron realizadas con amortiguador fosfato salino (PBS) estéril y 100 µL de cada 

dilución fueron utilizados para la estimulación celular. 

 El número de microorganismos de cada punto de estimulación celular fue 

establecido sembrando 100 µL de las diluciones -4, -5 y -6 en placas con medio de 

cultivo agar infusión cerebro-corazón (Oxoid Ltd, Hampshire, England) incubadas 

en condiciones de capnofilia. Luego de 2 días, el número de UFC/mL de cada 

serotipo bacteriano fue establecido mediante recuento manual utilizando una lupa 

estereoscópica (STEMI 2000-C, Carl Zeiss Microscopy GMBH, Germany). 

 

Selección de los sujetos y obtención de la muestra biológica 

 Muestras de sangre periférica se obtuvieron de 8 sujetos donantes sanos del 

Banco de sangre del Hospital Dr. Luis Calvo Mackenna, seleccionados por el método 

no probabilístico por conveniencia. A partir de las leuco-reducciones obtenidas 

durante el proceso de plaquetoféresis, se purificaron los monocitos circulantes, los 

que posteriormente fueron diferenciados a células dendríticas in vitro (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 
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Ético-Científico de la Facultad de Odontología de la Universidad de Chile (anexo). 

 

Purificación de monocitos 

 A partir de las muestras de sangre obtenidas, se aislaron las células 

mononucleares (PBMCs) usando una gradiente de Ficoll® de acuerdo a las 

instrucciones del fabricante (Ficoll-Paque Plus, GE Healthcare, Uppsala, Sweden). 

Los monocitos se purificaron desde las PBMCs mediante separación inmuno-

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

PBMCs se lavaron 4 veces en PBS y luego se incubaron con un anticuerpo 

monoclonal (mAc) de ratón anti-CD14 humano conjugado con partículas inmuno-

magnéticas durante 15 min a 4°C. Posteriormente, las células se lavaron y se 

resuspendieron en 500 µL PBS frío y los monocitos se purificaron usando columnas 

de separación MS montadas en un campo electro-magnético. La fracción de células 

CD14+ separadas corresponden a los monocitos, los cuales se contabilizaron 

usando una cámara de Neubauer y su fenotipo se confirmó usando anticuerpos 

específicos mediante citometría de flujo (en detalle más adelante). 

 

Diferenciación y estimulación de las células dendríticas 

 Los monocitos purificados se sometieron inmediatamente a un protocolo 

estandarizado de diferenciación a células dendríticas (111, 112). Los monocitos 

CD14+ se cultivaron a una concentración de 1x106 células/mL en 3 mL de medio de 

cultivo RPMI-1640, suplementado con 10% de suero bovino fetal (Gibco Invitrogen 

Corp., Grand Island, NY, USA) y 20 ng/mL de factor estimulante de colonias de 

granulocitos-macrofagos e IL-4 (R&D, Minneapolis, MN USA). Luego de 6 días, las 

células dendríticas diferenciadas se estimularon 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, células 

dendríticas se estimularon con 10 ng/mL del LPS de Escherichia Coli cepa 0111:B4 

(Fluka, Sigma-Aldrich Chemie, Buchs, Switzerland). Células dendríticas no 
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estimuladas se utilizaron como control negativo. La diferenciación y activación de las 

células dendríticas se evaluó con anticuerpos específicos mediante citometría de 

flujo. 

 

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 cuantificó mediante citometría de flujo usando los 

siguientes mAc 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) y 

utilizando un equipo FACScan de citometría (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, 

USA). 

 

Expresión de las moléculas co-estimuladoras CD80 y CD86 

 Con el objeto de comparar los niveles de activación de las células dendríticas 

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

moléculas co-estimuladoras de la presentación antigénica CD80 y CD86 se evaluó 

mediante citometría de flujo usando mAc de ratón anti-humano conjugados con 

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

CA, USA). 

 

Aislamiento de mRNA citoplasmático total 

 Luego de ser estimuladas, las células dendríticas se lavaron dos veces en 

PBS y se lisaron en 400 μL de solución de lisis compuesta de Igepal® CA-630 0,5% 

(Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA), 50 mM Tris-HCl (pH 8), 100 mM NaCl y 5 

mM MgCl2, suplementado con 10 mM del complejo vanadyl-ribonucleosido (VRC) 

usado como inhibidor de RNAsas (Gibco Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). La lisis 

celular completa se llevó a cabo resuspendiendo vigorosamente las células 
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dendríticas diez veces en la solución de lisis. El núcleo fue removido por 

centrifugación a 14.000 xg durante 10 seg y 400 µl del sobrenadante fueron 

sometidos a digestión con 25 µg/mL de proteinasa K (Roche Ltd, Basel, 

Switzerland), en presencia de sulfato de sodio dodecil (SDS) 1% y 15 mM de EDTA 

(Fluka Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), por 30 min a 37°C. Posteriormente, el 

RNA citoplasmático total fue extraído con 400 µL de solución cloropan 

(fenol:cloroformo:isoamylalcohol, 25:24:1), centrifugado a 14.000 xg durante 10 min 

a temperatura ambiente (Fluka Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). El RNA presente 

en la solución acuosa se precipitó toda la noche 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, Basel, 

Switzerland), se recuperó por centrifugación a 14.000 xg durante 30 min y se 

resuspendió en 30 µL de agua libre de RNAsas. El RNA obtenido se evaluó 

utilizando un bioanalizador (Agilent 2100B; Agilent Technologies, Palo Alto, CA, 

USA) y se cuantificó usando un espectrofotómetro (Bio-Tek, Winooski, VT, USA), 

para almacenarlo a -80°C a una concentración final de 1 µg/µL. 

 

Síntesis de la primera cadena de DNA 

 A partir de 5 μg de RNA total se procedió a la síntesis de la primera cadena 

de DNA complementario (cDNA) mediante transcripción reversa, utilizando el kit 

SuperScript® III First-Strand Synthesis SuperMix de acuerdo a las instrucciones del 

fabricante (Invitrogen, Grand Island, NY, USA). Brevemente, 5 μL de RNA fueron 

retrotranscritos en presencia de 1 μL de random hexamers primers, 1 μL de 

annealing buffer, 10 μL de First-Strand Reaction Mix, 2 μL de SuperScript
®
 III 

Enzyme Mix y 5 μL de H2O libre de RNAsas mediante incubación por 10 minutos a 

25°C, 50 minutos a 50°C y 5 minutos a 85°C. 

 

Expresión de citoquinas y quimioquinas mediante PCR 

La expresión de los mRNA de las citoquinas IL-1β, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, 

IL-23, IFN-γ y TNF-α, y de los receptores de quimioquinas CCR5, CCR6 y CCR7, 



 

23 

 

se analizó mediante PCR. Brevemente, 250 ng de cDNA fueron amplificados 

utilizando partidores específicos (Tabla 1) y el kit GoTaq® Green Master Mix 

(Promega, WI, USA), siguiendo el siguiente protocolo: 95°C durante 2 minutos, 40 

ciclos de 95°C durante 1 minuto, 60°C durante 1 min y 74°C durante 30 segundos, 

y una incubación final para la inactivación enzimática a 74°C durante 5 minutos. La 

amplificación se evaluó mediante electroforesis en gel agarosa 2% revelado con 

GelRed™ (Biotium, Hayward, CA, USA) y fotografiado usando un 

fotodocumentador Gel Logic 2200 Pro (Carestream Gel Logic, Rochester, NY, 

USA). Como control positivo, la expresión de los mRNA de las citoquinas fue 

analizada en linfocitos T Jurkat E61.2 estimulados en presencia de los anticuerpos 

anti-CD3 y CD28. Como control de amplificación, en cada una de las muestras se 

analizó la expresión de la subunidad 18S del RNA ribosomal. 

 

Citoquinas/CCRs Partidor Forward Partidor Reverse 

IL-1β ctgtcctgcgtgttgaaaga ttgggtaatttttgggatctaca 

IL-5 ctctgaggattcctgttcctgt cagtacccccttgcacagtt 

IL-6 gcccagctatgaactccttct gaaggcagcaggcaacac 

IL-10 tgggggagaacctgaagac ccttgctcttgttttcacagg 

IL-12 cactcccaaaacctgctgag tctcttcagaagtgcaagggta 

IL-23 agcttcatgcctccctactg ctgctgagtctcccagtggt 

IFN-γ ggcattttgaagaattggaaag tttggatgctctggtcatctt 

TNF-α cagcctcttctccttcctgat gccagagggctgattagaga 

CCR5 cttgggtggtggctgtgt gaccagccccaagatgacta 

CCR6 actgtggctgttggtttgtg tcagccccttcagctcac 

CCR7 ggctgataagctaacaccagaca ttggtttaggggacaatagcc 

18S rRNA ctcaacacgggaaacctcac cgctccaccaactaagaacg 

 
Tabla 1: Partidores utilizados para la amplificación de los mRNA de las citoquinas y receptores de 
quimioquinas (CCRs) mediante PCR. La expresión de la subunidad 18S del RNA ribosomal (18S 
rRNA) fue utilizada como control de amplificación. 

 

Secreción de citoquinas mediante ELISA 

Luego de la estimulación de las células dendríticas, se recuperó el 

sobrenadante del cultivo celular mediante centrifugación a 5.000 xg durante 10 
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min. A partir de 100 o 200 μL del sobrenadante de cultivo celular se cuantificó la 

secreción de las citoquinas IL-1β, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-23, IFN-γ y TNF-α 

mediante ELISA siguiendo las instrucciones del fabricante (R&D, Minneapolis, 

USA) y evaluando la absorvancia a 460 nm y 560 nm usando un 

espectrofotómetro de placas (Bio-Tek, Winooski, VT, USA). 

 

Análisis de los datos 

 Los datos de la citometría de flujo se analizaron con el software WinMDi 2.9 

(The Scripps Research Inst., La Jolla, CA, USA), se presentaron como histogramas y 

se cuantificaron como porcentaje promedio ± desviación estándar de células 

positivas. Los niveles de citoquinas evaluados mediante ELISA se expresaron como 

promedio ± desviación estándar. Los datos se analizaron estadísticamente usando el 

software SPSS 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 CD80 y CD86 se 

analizaron mediante la prueba χ² y los niveles de las citoquinas IL-1β, IL-5, IL-6, IL-

10, IL-12, IL-23, IFN-γ y TNF-α se analizaron utilizando la pruebas ANOVA y de 

Tukey o las pruebas de Kruskal-Wallis y de Dunn. Los datos se consideraron 

estadísticamente significativos cuando p-value < 0,05. 
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6. Resultados 

A partir de las PBMCs aisladas de sangre periférica, se obtuvo una población 

de monocitos de alta pureza, demostrado por los elevados niveles de expresión del 

marcador específico CD14 (>97%) (Figura 1). 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). 

 

 

 

La Figura 2 muestra los niveles de activación de las células dendríticas ante 

los distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans. Tal como se demuestra por los 

elevados niveles del marcador de células dendríticas maduras CD83 y de las 

moléculas co-estimuladoras CD80 y CD86, los niveles de activación de las células 

dendríticas fueron altos (>95%), sin detectarse diferencias entre los distintos 

serotipos de A. actinomycetemcomitans (CD83 p=0,938, CD80 p=0,532 y CD86 

p=0,933). 

Figura 1. Purificación de 

monocitos y diferenciación de 

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. 

Los histogramas mostrados son un 

experimento representativo y los 

valores de cada histograma 

representan el porcentaje (%) 

promedio ± desviación estándar de 

células positivas de 4 experimentos 

independientes. 
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La expresión de los mRNA de los receptores de quimioquinas CCR5, CCR6 

y CCR7 y las citoquinas IL-1β, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-23, IFN-γ y TNF-α en 

células dendríticas estimuladas con los distintos serotipos de A. 

actinomycetemcomitans (MOI=2) se muestran en la Figura 3. Niveles variables de 

expresión de CCR5, CCR6 y CCR7 fueron detectados en las células dendríticas 

ante la estimulación microbiana, con mayor intensidad de expresión de CCR5 y sin 

detectarse diferencias ante los distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans. 

La expresión de citoquinas fue característica de un patrón de respuesta tipo Th1 y 

Th17 y fue concordante con los niveles secretados a nivel de proteínas. En efecto, 

Figura 2. Activación de las células 

dendríticas ante los serotipos a, b 

y c de Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans. Análisis 

mediante citometría de flujo de los 

niveles de expresión de CD83 

(marcador de células dendríticas 

maduras), CD80 y CD86 (moléculas 

co-estimuladoras) que evidencian la 

activación de las células dendríticas 

luego de la estimulación durante 48 

horas con las cepas ATCC
®
 

43717™ (serotipo a), ATCC
®
 

43718™ (serotipo b) y ATCC
®
 

43719™ (serotipo c) de A. 

actinomycetemcomitans (MOI=2). 

Los histogramas mostrados son un 

experimento representativo y los 

valores de cada histograma 

representan el porcentaje (%) 

promedio ± desviación estándar de 

células positivas de 4 experimentos 

independientes. 
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elevados niveles de IL-1β, IL-6, IL-12, IL-23, IFN-γ y TNF-α fueron detectados, con 

un efecto dosis-respuesta dependiente de la MOI de microorganismos 

estimulantes (Figura 4). Los niveles de secreción de IL-5 e IL-10 fueron 

marginales, no observándose producción dependiente de la dosis. 

 

 

 

 

 

Figura 3. Expresión de receptores de 

quimioquinas y citoquinas en células 

dendríticas estimuladas con los serotipos a, 

b y c de Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans. La expresión de los 

mRNA de (A) los receptores de quimioquinas 

CCR5, CCR6 y CCR7 y (B) las citoquinas IL-

1β, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-23, IFN-γ y TNF-α 

fue determinada mediante PCR en células 

dendríticas estimuladas durante 48 horas con 

las cepas ATCC
®
 43717™ (serotipo a), ATCC

®
 

43718™ (serotipo b) y ATCC
®
 43719™ 

(serotipo c) de A. actinomycetemcomitans 

(MOI=2). Como control positivo, la expresión de 

los mRNA de las citoquinas fue determinada en 

linfocitos T Jurkat E61.2 estimulados con los 

anticuerpos monoclonales anti-CD3 y CD28 

(J
+
). Como control de técnica, se analizaron los 

niveles de expresión de la subunidad 18S de 

rRNA (18S). CCR: receptor de quimioquinas 

(del inglés: chemokine cell-receptor), IFN: 

interferón, IL: interleuquina, mRNA: RNA 

mensajero, MOI: multiplicidad infectante 

incremental (del inglés: multiplicity of infection), 

PCR: reacción en cadena de la polimerasa (del 

inglés: polymerase chain reaction), rRNA: RNA 

ribosomal, TNF: factor de necrosis tumoral. 
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Figura 4. Curva dosis-respuesta de la 

secreción de citoquinas en células 

dendríticas estimuladas con los 

serotipos a, b y c de Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans. La secreción 

de las citoquinas IL-1β, IL-5, IL-6, IL-10, 

IL-12, IL-23, IFN-γ y TNF-α fue 

cuantificada mediante ELISA en células 

dendríticas estimuladas durante 48 horas 

con las cepas ATCC
®
 43717™ (serotipo 

a), ATCC
®
 43718™ (serotipo b) y ATCC

®
 

43719™ (serotipo c) de A. 

actinomycetemcomitans (MOIs=2 a -1). 

Como control positivo, los niveles de 

secreción de citoquinas fueron 

cuantificados en células dendríticas 

estimuladas durante 48 horas con 10 

ng/mL del LPS de Escherichia coli cepa 

0111:B4 (LPS). La secreción de 

citoquinas se expresa como niveles 

promedio de 8 experimentos 

independientes. ELISA: Ensayo por 

inmuno-absorción ligado a enzimas (del 

inglés: enzyme-linked immunosorbent 

assay), IFN: interferón, IL: interleuquina, 

LPS: lipopolisacárido, MOI: multiplicidad 

infectante incremental (del inglés: 

multiplicity of infection), TNF: factor de 

necrosis tumoral. *p<0,05. 
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Figura 5: Secreción de citoquinas en 

células dendríticas estimuladas con 

los serotipos a, b y c de 

Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans. La secreción 

de las citoquinas IL-1β, IL-5, IL-6, IL-10, 

IL-12, IL-23, IFN-γ y TNF-α fue 

cuantificada mediante ELISA en células 

dendríticas estimuladas durante 48 

horas con las cepas ATCC
®
 43717™ 

(serotipo a), ATCC
®
 43718™ (serotipo b) 

y ATCC
®
 43719™ (serotipo c) de A. 

actinomycetemcomitans (MOIs=2 a -1). 

Para la comparación de los niveles de 

secreción de citoquinas inducidas ante 

los distintos serotipos bacterianos, se 

grafican los niveles promedio ± 

desviación estándar de 8 experimentos 

independientes. ELISA: Ensayo por 

inmuno-absorción ligado a enzimas (del 

inglés: enzyme-linked immunosorbent 

assay), IFN: interferón, IL: interleuquina, 

LPS: lipopolisacárido, MOI: multiplicidad 

infectante incremental (del inglés: 

multiplicity of infection), TNF: factor de 

necrosis tumoral. *p<0,05. 
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Mayores niveles de IL-1β, IL-12, IL-23, IFN-γ y TNF-α fueron secretados por 

las células dendríticas estimuladas con el serotipo b de A. actinomycetemcomitans 

en comparación a los otros serotipos bacterianos (Figura 5). Estas diferencias 

fueron detectadas a MOI=2 para las citoquinas tipo Th1 IL-1β (p=0,048), IL-12 

(p=0,042), IFN-γ (p<0,0001) y TNF-α (p<0,001), y para la citoquina tipo Th17 IL-23 

(p=0,015), y a MOI=1 para las citoquinas tipo Th1: IFN-γ (p=0,003) y TNF-α 

(p=0,002), y la citoquina tipo Th17: IL-23 (p<0,001). Para las citoquinas tipo Th2: 

IL-5 y tipo Treg: IL-10 no se detectaron diferencias entre los distintos serotipos de 

A. actinomycetemcomitans. Además, no se observaron diferencias de secreción 

para ninguna citoquina entre los serotipos a y c de A. actinomycetemcomitans. 
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7. Discusión 

 A. actinomycetemcomitans es un microorganismo patógeno periodontal 

asociado a la etiología de las periodontitis crónica y agresiva (79). En efecto, la 

frecuencia de detección de A. actinomycetemcomitans en las lesiones 

periodontales de pacientes afectados de la enfermedad es 90% en jóvenes y 50% 

en adultos (119). Sin embargo, aunque con menor frecuencia, es factible detectar la 

presencia de A. actinomycetemcomitans en sujetos sanos (20% en jóvenes y 36% 

en adultos) y pacientes tratados con éxito de periodontitis (119). 

 Sobre la base de la antigenicidad del polisacárido O componente del LPS, 

en A. actinomycetemcomitans se han descrito 6 serotipos bacterianos distintos: a-f 

(89-91), siendo los serotipos a, b y c los más frecuentemente detectados en 

humanos (77). 

 Las variaciones en la frecuencia de detección de A. 

actinomycetemcomitans entre las distintas formas de periodontitis, la detección en 

sujetos sanos y la persistencia en el ambiente subgingival de sujetos sanos 

posterior al tratamiento periodontal exitoso podrían deberse a una distribución 

distinta de los distintos serotipos bacterianos dependiendo del estado clínico 

periodontal del sujeto (120, 121). En efecto, se ha establecido que el serotipo a fue 

detectado más frecuentemente en sujetos sanos (46%), el serotipo b en pacientes 

con periodontitis agresiva (46%) y el serotipo c en pacientes con periodontitis 

crónica (41%) (122). 

 Recientemente, utilizando nuevas técnicas de análisis microbiológico (PCR 

cuantitativa en tiempo real), se ha establecido que A. actinomycetemcomitans 

posee una mayor capacidad inmunogénica en comparación a P. gingivalis, 

induciendo una mayor expresión de citoquinas en células dendríticas humanas 

(112). Por otro lado, también se ha establecido que entre los distintos serotipos de 

A. actinomycetemcomitans existe una asociación variable a la enfermedad (123). 

Así, la mayor frecuencia de detección del serotipo b de A. actinomycetemcomitans 

en pacientes con periodontitis agresiva podría asociarse a un mayor potencial 

patogénico del microorganismo, asociado a una mayor inmunogenicidad y 

virulencia (94). En este sentido, el serotipo b evade más eficazmente la fagocitosis 
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por macrófagos (77), inhibe con mayor intensidad la proliferación de macrófagos y 

neutrófilos (95), produce mayor cantidad de microvesículas citotóxicas (124) e 

induce un incremento en la secreción de IgG, IgM e IgA en linfocitos B activados 

(125). Sin embargo, el rol de los distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans 

en las células dendríticas y en los linfocitos TCD4+ aún no se ha descrito. 

 Los datos obtenidos en este trabajo de investigación nos permiten 

establecer que los niveles de expresión de CCRs y de secreción de citoquinas son 

diferentes en las células dendríticas humanas cuando son estimuladas con los 

distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans. 

  En las infecciones en donde existe un predominio de una respuesta inmune 

tipo Th1, se observa una mayor expresión de CCR2, CCR5, CXCR3 y CCR1 en 

los linfocitos T activados (126). Nuestros resultados demuestran que en las células 

dendríticas estimuladas con los distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans 

se detecta una mayor expresión de CCR5, la que participaría activamente en el 

control de la migración y la activación de linfocitos Th1 en los tejidos periodontales 

infectados (127). En efecto, su bloqueo selectivo provoca una disminución del 

infiltrado linfocitario periodontal y menores niveles de reabsorción ósea asociada a 

la periodontitis (128). 

 Los linfocitos Th17 son principalmente CCR6+ y expresan además CXCR3, 

CCDR5, CCR7, CD62L, α4β7, CCR4, CCR9, CXCR5 y CXCR6 (129, 130). En 

nuestro estudio, ante los distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans, se 

detectó una mayor expresión de CCR6 y CCR7. El receptor de quimioquinas 

CCR6 es inducido en los linfocitos Th17 ante la presencia de TGF-β, y, asociado a 

la señalización mediante CCR7, determinaría la activación y diferenciación 

selectiva vía IL-23 (67, 68). En conjunto, se podría especular que A. 

actinomycetemcomitans podría inducir una respuesta linfocitaria 

predominantemente Th1 al inducir en las células dendríticas la expresión de CCR5 

durante la presentación antigénica, además de una respuesta tipo Th17 al inducir 

la expresión de CCR6 y CCR7.  

 Durante la respuesta inmune efectora tipo Th1, IFN-γ se ha detectado en 

elevados niveles en lesiones progresivas y/o severas (27) y estos elevados niveles 
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se han asociado a un incremento en la secreción de TNF-α, IL-1β e IL-6 y a la 

pérdida de inserción conectiva y reabsorción ósea alveolar durante las 

periodontitis (131-134). 

 IL-1β es una citoquina que media la inflamación y es conocida como un 

factor de activación de osteoclastos (135), mientras que IL-6 participa en el 

proceso de diferenciación de linfocitos B a células plasmáticas, la diferenciación 

selectiva de linfocitos Th17, la liberación de proteínas de fase aguda, la activación 

de la cascada del complemento y la inhibición de la diferenciación de linfocitos 

Treg Foxp3+ (136, 137). Además, IL-1β, TNF-α e IL-6 tienen particular importancia 

en la maduración y migración de las células dendríticas, en la interacción de ellas 

con los linfocitos T durante la presentación antigénica y en la definición del estado 

clínico de la enfermedad (138). En forma similar a IL-1β e IL-6, un incremento en 

los niveles de IL-12 e IL-23 ha sido detectado en pacientes con periodontitis 

comparado con individuos sanos (139) y estos se han asociado a la actividad de 

las células dendríticas (112, 140). Además, en conjunto con IL-6 y TGF-β, son 

capaces de inducir la diferenciación selectiva de linfocitos Th17. 

 En este trabajo de investigación, un incremento en los niveles de IL-1β, IL-

6, IL-12, IL-23, IFN-γ y TNF-α fue detectado en las células dendríticas estimuladas 

con los distintos serotipos A. actinomycetemcomitans, con mayores niveles de 

secreción cuando el microorganismo estimulante fue la cepa ATCC® 43718™ 

(serotipo b). 

 La variabilidad en la secreción de citoquinas durante las periodontitis podría 

explicarse por las diferencias de concentración de patógenos o antígenos 

microbianos presentes en los sitios infectados. En efecto, en el biofilm subgingival 

es posible detectar diferentes concentraciones de bacterias periodonto-patógenas, 

que dependen, por ejemplo, de las condiciones del ambiente local (141), y la 

concentración y composición del biofilm subgingival puede variar entre un 

individuo sano y un paciente con periodontitis y entre sitios sanos y lesiones 

periodontales en el mismo individuo (142), pudiendo relacionarse estas 

variaciones con la presencia de un serotipo o bacteria en particular. 

 En este estudio se evidenciaron los niveles de secreción de citoquinas y de 
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expresión de CCRs por las células dendríticas ante distintos serotipos de A. 

actinomycetemcomitans y se proyecta su potencial rol 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 en este trabajo podemos 

especular que el serotipo b de A. actinomycetemcomitans induciría una 

diferenciación predominantemente de linfocitos Th1 y/o Th17. 

 Esta especulación es concordante con datos previos obtenidos por nuestro 

grupo de investigación. En efecto, cuando las células dendríticas fueron 

estimuladas con distintos serotipos capsulares K de P. gingivalis, se detectó que 

los serotipos K1 y K2 indujeron una mayor expresión de citoquinas tipo Th1: IL-1β, 

IL-6, IL-12, IFN-γ, TNF-α y TNF-β, en comparación a los otros serotipos (112) y un 

patrón de respuesta tipo Th1 o Th17 en linfocitos T activados por los mismos 

serotipos, con mayores niveles de secreción de IL-1β, IL-2, IL-6, IL-12, IL-17, IL-

23, IFN-γ, TNF-α y TNF-β, y expresión de los mRNAs de T-bet y RORC2, genes 

master-switch que determinan la diferenciación selectiva de linfocitos Th1 y Th17, 

respectivamente. 

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

respuesta inmune en las  células dendríticas de mayor intensidad en comparación 

a la inducida ante los serotipos a y c, con un predominio de un patrón de 

respuesta tipo Th1 y Th17 sobre la base de la secreción de citoquinas y la 

expresión de CCRs. Así, el serotipo b de A. actinomycetemcomitans 

potencialmente se asociaría a la inducción de una respuesta inmuno-inflamatoria y 

periodonto-destructiva durante la periodontitis y los serotipos a y c podrían 

asociarse a una ausencia de progresión de la enfermedad, a una remisión de la 

misma o a condiciones de salud periodontal. En este contexto, la variable 

virulencia entre los distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans podría 

implicar un re-análisis de las estrategias actuales de identificación de patógenos 

periodontales y la determinación de su asociación a las periodontitis, 

recomendándose una definición que involucre la variabilidad serotípica definida en 

relación al factor de virulencia más importante del microorganismo estudiado, tal 

como es el LPS de A. actinomycetemcomitans. 
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