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RESUMEN 

 Durante las periodontitis, la respuesta inmune del hospedero involucra la 

producción de citoquinas, metaloproteinasas de la matriz, quimioquinas y receptores 

de quimioquinas que determinan la constitución de un ambiente inflamatorio local y 

la estimulación de la destrucción de tejidos periodontales, pudiendo derivar en la 

pérdida de los dientes. Las quimioquinas (CCLs) son citoquinas quimiotácticas que 

cumplen un rol fundamental en la regulación de la migración de células del 

sistema inmune. La interacción de las quimioquinas CCL19 y CCL21 con su 

receptor CCR7 en las células inmunes, incrementa la secreción de citoquinas pro-

inflamatorias y activa la diferenciación de los linfocitos Th1 y Th17. Por lo tanto, el 

objetivo de este estudio es determinar los niveles de expresión de las 

quimioquinas CCL19 y CCL21 en biopsias gingivales de pacientes afectados de 

periodontitis crónica. Los resultados demuestran los elevados niveles de expresión 

de las quimioquinas CCL19 y CCL21 en biopsias de pacientes afectados con 

periodontitis en comparación a los sujetos sanos y sugieren un rol pro-inflamatorio 

en la regulación del sistema inmune y el desarrollo de la enfermedad. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1. 1 Periodontitis 

 Las periodontitis son un conjunto de enfermedades de naturaleza 

inflamatoria y etiología infecciosa cuya causa principal son las bacterias 

periodonto-patógenas que forman parte de la biopelícula subgingival que coloniza 

el surco gingivodentario (Darveau, 2010; Page y Kornman, 1997). Aunque estas 

bacterias pueden provocar daño directo a los tejidos de inserción de los dientes: 

cemento radicular, ligamento periodontal y hueso alveolar, la principal causa de la 

destrucción tisular es la respuesta inmune del hospedero que se induce ante ellas 

(Armitage, 1999; Kinane y Lappin, 2001; Teng, 2003). En efecto, las periodontitis 

son las patologías óseas de mayor prevalencia a nivel mundial (Gamonal y cols., 

2010) y son consideradas un factor modificante de la salud general de los individuos, 

asociándose con diabetes (Pucher y Stewart, 2004), ateroesclerosis, enfermedades 

cardiovasculares (Beck y Offenbacher, 2005), trastornos pulmonares, parto 

prematuro y bajo peso del neonato (Kawar y Alrayyes, 2011; Lopez y cols., 2005). 

La biopelícula subgingival está compuesta por distintas comunidades 

microbianas y la composición y cantidad de las distintas especies de bacterias 

periodonto-patógenas que las constituyen depende del micro-ambiente local 

(Socransky y Haffajee, 2005) y puede variar entre los pacientes afectados de 

periodontitis, entre un individuo sano y un paciente enfermo e, incluso, entre sitios 

periodontales afectados de pérdida de inserción y sitios sin pérdida de inserción 

periodontal en un sujeto con periodontitis (Colombo y cols., 2006; Gajardo y cols., 

2005). 

Durante las periodontitis, las células dendríticas reconocen las bacterias 

periodonto-patógenas de la biopelícula subgingival principalmente por medio de 

los receptores tipo Toll (del inglés Toll like receptor, TLR) TLR2 y TLR4, las 

fagocitan, destruyen y conjugan sus antígenos a moléculas del complejo mayor de 

histocompatibilidad tipo II (MHCII). Durante este proceso, las células dendríticas 

se activan y expresan receptores de quimioquinas, quimioquinas, moléculas co-
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estimuladoras CD80 y CD86 (Gouwy y cols., 2013) y el complejo MHCII-antígeno, 

para presentarlo a los linfocitos TCD4+ e iniciar la respuesta inmune adaptativa del 

hospedero (Garlet, 2010; Kikkert y cols., 2007; Nussbaum y cols., 2009). 

Los linfocitos TCD4+ han sido ampliamente asociados con el inicio, 

progresión y severidad de las periodontitis (Gaffen y Hajishengallis, 2008; 

Taubman y Kawai, 2001; Vernal y cols., 2006). Luego de la presentación 

antigénica, los linfocitos TCD4+ se activan, proliferan y adquieren la potencialidad 

de diferenciarse en distintos fenotipos efectores: los linfocitos T colaboradores (del 

inglés T helper, Th) tipo 1 (Th1) que se diferencian en presencia de interleuquina 

(IL)-12 y requiere el factor de transcripción específico T-bet, los linfocitos Th2 en 

presencia de IL-4 y del factor de transcripción GATA-3, los linfocitos T reguladores 

(Treg) en presencia del factor de crecimiento transformante (del inglés 

Transforming growth factor, TGF)-β1 y del factor de transcripción Foxp3, y los 

linfocitos Th17 en presencia de IL-6, TGF-β1 e IL-23 y del factor de transcripción 

RORC2 (Duhen y cols., 2009; Zhao y cols., 2011). 

Durante las periodontitis, los linfocitos Th1 producen IL-1β, IL-2, IL-12, factor 

de necrosis tumoral (del inglés, Tumor necrosis factor, TNF)-α e interferón (INF)-γ 

que cumplen un rol pro-inflamatorio (Jankovic y cols., 2001); los linfocitos Th2 

producen IL-4, IL-5 e IL-13 y poseen un rol inmuno-modulador de la respuesta 

inmune (Zappa y cols., 1991) y los linfocitos Th17 se caracterizan por secretar IL-

6, IL-17, IL-21, IL-23 y RANKL (Nakashima y cols., 2000) y cumplir un rol pro-

inflamatorio y osteo-destructor (Ohyama y cols., 2009; Schenkein y cols., 2010). 

Diversos estudios han demostrado la presencia de los linfocitos Th1 y sus 

citoquinas en lesiones periodontales de pacientes con periodontitis y baja 

detección de linfocitos Th2 (Aoyagi y cols., 1995; Behfarnia y cols., 2010; Dutzan y 

cols., 2009; Gaffen y Hajishengallis, 2008; Garlet y cols., 2003; Lappin y cols., 

2001; Manhart y cols., 1994; Takeichi y cols., 2000; Ukai y cols., 2001). Además, 

se ha reportado una mayor expresión de IL-17 en fluido gingival crevicular y 

biopsias de lesiones periodontales de pacientes con periodontitis crónica en 

comparación a individuos sanos (Behfarnia y cols., 2010; Vernal y cols., 2005). 
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Los linfocitos T son determinantes clave de la respuesta inmune inducida en 

el hospedero durante las periodontitis. Luego de su activación, la migración de los 

distintos fenotipos efectores de linfocitos T desde los linfonodos regionales hacia 

los sitios periodontales infectados depende del tipo y concentración de 

quimioquinas producidos localmente y del tipo y cantidad de receptores 

específicos que los linfocitos T expresen en su superficie. 

1.2 Quimioquinas y receptores de quimioquinas 

Las quimioquinas son proteínas de pequeño peso molecular cuyo rol 

principal es inducir la quimiotaxis en las células que expresan sus receptores 

específicos (Fernandez y Lolis, 2002). Se dividen en 4 subgrupos de acuerdo a la 

estructura de los residuos de cisteína cercanos al extremo N-amino terminal y 

dependiendo si las cisteínas poseen o no aminoácidos intercalados, siendo estos: 

CXC, CX3C, CC y C. Los receptores se nombran de acuerdo a la familia de sus 

ligandos, donde las dos principales familias de receptores se designan CCRs y 

CXCRs (Silva y cols., 2007). 

Los ligandos cisteína-cisteína (del inglés Cisteine-Cisteine ligand, CCL) son 

sintetizados por diversos tipos de células, tales como, células endoteliales, células 

epiteliales, fibroblastos, células dendríticas y linfocitos T y se expresan tanto de 

forma constitutiva como se sobre-expresan en condiciones inflamatorias (Garlet y 

cols., 2003). Los CCLs activan a integrinas de membrana facilitando la adhesión 

celular, inducen la haptotaxis (migración inducida por cambios en la concentración 

de moléculas), facilitan la separación de las uniones de las células endoteliales 

para la diapédesis de los linfocitos, inducen la liberación de gránulos enzimáticos y 

producción de radicales superóxido y en linfocitos T inducen su activación, 

proliferación y diferenciación. 

En las células del sistema inmune se ha observado que la presencia de 

antígenos, factores de crecimiento y citoquinas pro-inflamatorias induce un 

incremento en los niveles de expresión de los CCLs y provoca, mediante el 

reconocimiento por sus CCRs específicos, la migración de células efectoras hacia 

el sitio periodontal infectado (Garlet y cols., 2003; Silva y cols., 2007). En efecto, la 
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migración de las células dendríticas hacia el linfonodo para realizar la presentación 

antigénica y la posterior migración de los distintos fenotipos de linfocitos T 

activados desde el linfonodo hacia el sitio infectado para realizar su función 

inmune es mediada por los CCLs reconocidos por los receptores cisteína-cisteína 

(del inglés Cisteine-Cisteine receptor, CCR) que las células dendríticas y los 

linfocitos T expresen en su membrana. 

Los CCRs presentan 7 dominios transmembrana acoplados a proteína G en 

el extremo C-terminal para permitir la señalización intracelular después de su 

activación (Comerford y cols., 2013). Los CCRs son sintetizados por diversos tipos 

de células, tales como, células endoteliales, células epiteliales, fibroblastos, 

células dendríticas y linfocitos T y se expresa constitutivamente o se inducen en 

condiciones inflamatorias (Murphy y cols., 2000). La activación de los CCRs 

induce la fosforilación de la proteína G, activando las vías del factor nuclear 

kappaB (NF-ĸB), Akt/PKB, Ras y cJun/cFos y PKC, factores que inician la 

transcripción de citoquinas pro-inflamatorias, inhiben la muerte por apoptosis, 

facilitan la diferenciación e incrementan la proliferación en la célula que exprese el 

CCRs específico para cada CCLs (Price y cols., 2013; Tan y cols., 2013). 

Estudios recientes en células dendríticas han detectado que un incremento 

en los niveles de secreción de IL-1β, TNF-α e IFN-γ modula la expresión de los 

CCRs y regula la migración de los linfocitos TCD4+ (Darveau y cols., 1998; 

Hosokawa y cols., 2002; Lloyd y cols., 1995). En efecto, células dendríticas 

estimuladas con el serotipo K1 de Porphyromonas gingivalis y el serotipo b de 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans expresan mayores niveles de IL-1β, TNF-

α e IFN-γ, lo que permite especular que los CCRs podrían tener cambios 

cuantitativos en estas células y participar en la migración de los linfocitos efectores 

Th durante las periodontitis (Darveau y cols., 1998; Hosokawa y cols., 2002; Silva 

y cols., 2007). 



6 

 

 

1.3 Quimioquinas y receptores de quimioquinas en las periodontitis 

 Entre los distintos eventos de señalización celular durante el proceso 

inflamatorio, los CCLs cumplen un rol fundamental en la regulación de la 

quimiotaxis en células dendríticas y linfocitos TCD4+ (Charo y Taubman, 2004). La 

quimiotaxis es un fenómeno inmunológico que permite la adhesión y migración 

celular (Garlet y cols., 2003). Las células dendríticas son células presentadoras de 

antígenos descritas como los iniciadores de la respuesta inmune adaptativa y su 

migración es un determinante clave de las enfermedades periodontales, 

controlado por la expresión de CCLs y CCRs. En efecto, tanto variaciones en la 

expresión de los CCRs como un comportamiento quimiotáctico modificado de las 

células dendríticas se asocian al inicio de las periodontitis y a las formas severas 

de la enfermedad (Sigusch y cols., 2001). Las células dendríticas inmaduras 

actúan como centinelas y presentan altos niveles de CCR1 y CCR5 (Gouwy y 

cols., 2013). Posterior a su activación y maduración, las células dendríticas 

incrementan la expresión de CCR7 y disminuyen los niveles de CCR1 y CCR5 

(Gouwy y cols., 2013). 

 Recientemente, en células dendríticas estimuladas con los distintos serotipos 

de A. actinomycetemcomitans se evaluaron los niveles de expresión de CCRs y se 

proyectó su potencial rol en la definición del fenotipo linfocitario predominante en 

las lesiones periodontales. Se detectó que el serotipo b induce mayores niveles de 

expresión de CCR5, CCR6 y CCR7 en comparación a los serotipos a y c, asociado 

con un patrón de respuesta predominantemente Th1 (pro-inflamatorio) y Th17 

(osteo-destructivo) (Datos aún no publicados). 

 Se ha propuesto que la expresión selectiva de CCRs en las células 

dendríticas contribuiría a determinar la proliferación, diferenciación y activación de 

los distintos fenotipos de linfocitos Th y, de esta forma, el tipo de respuesta 

inmune inducido. En efecto, una respuesta Th1 se caracteriza por la expresión en 

su superficie de CCR2 y CCR5 y tener un rol pro-inflamatorio (Garlet y cols., 2003; 

Papadakis, 2004), una respuesta Th2 se caracteriza por la expresión de CCR3, 

CCR4 y CCR8 y una función inmuno-moduladora (Garlet y cols., 2003; Papadakis, 



7 

 

 

2004) y, finalmente, una respuesta de linfocitos Th17 se asocia a la expresión de 

CCR4, CCR6 y CCR7 (Lim y cols., 2008). 

Los CCR5 y CCR6 estimulan la actividad osteoclastogénica y determinan la 

activación, diferenciación y migración de los linfocitos Th1 y Th17, 

respectivamente (Crane y cols., 2006; Repeke y cols., 2010; Silva y cols., 2007; 

Wang y cols., 2009). CCR7 regula la maduración de células dendríticas, induce la 

secreción de IL-12 e IL-23 que participa en la diferenciación de los linfocitos Th1 y 

Th17 e induce la migración de los linfocitos TCD4+ (Comerford y cols., 2013; 

Marsland y cols., 2005). La función de CCR5, CCR6 y CCR7 es modulada por la 

presencia de IL-4 e IL-10, citoquinas Th2 y Treg, respectivamente y CCR4, 

receptor de los linfocitos Th2 (Garlet y cols., 2004). 

En las periodontitis, se han detectado elevados niveles de CCL3, CCL4 y 

CCL5, quimioquinas reconocidas por CCR5 (Gamonal y cols., 2010; Garlet y cols., 

2003). En biopsias de lesiones periodontales se caracterizaron los patrones de 

CCLs y CCRs, donde la expresión de CCL3 y CCR5 fue mayor en pacientes con 

periodontitis agresiva, mientras que la expresión de CCL2 y CCR4 fue mayor en 

pacientes con periodontitis crónica, permitiendo especular que mayores niveles de 

CCLs y CCRs asociados a un fenotipo Th1 se vinculan con los estados más 

severos de la enfermedad. Además, en estudios experimentales de periodontitis, 

se detectaron elevados niveles de CCL3, CCL4 y CCL5 y, luego del inicio de la 

enfermedad, elevados niveles de CCL1, sugiriendo una participación de los 

linfocitos Th1 (Garlet y cols., 2005). En biopsias de lesiones periodontales de 

pacientes con periodontitis se detectaron elevados niveles de CCR6 y CCL20, 

demostrando la presencia del fenotipo Th17 (Hosokawa y cols., 2002; Wang y 

cols., 2009). Además, se ha identificado a los linfocitos Th2 en lesiones 

periodontales y se especula que IL-4 inhibe la producción de IFN-γ y con ello 

disminuye la polarización del fenotipo Th1 (pro-inflamatorio) e inhibe la producción 

de metaloproteinasas y RANKL, factores involucrados con la destrucción de 

tejidos. No obstante, la concentración de quimioquinas quimio-atrayentes 

asociadas al fenotipo Th2 es menor y, por tanto, no cumpliría el efecto inmuno-

modulador necesario para detener la progresión de la enfermedad (Eastcott y 

cols., 1994; Giannopoulou y cols., 2003; Ihn y cols., 2002; Pradeep y cols., 2008; 
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Zhang y cols., 2009). En efecto, los niveles de IL-4 y el factor de transcripción 

GATA-3 aumentan en muestras de fluido gingival luego del tratamiento periodontal 

(Garlet, 2010; Zhao y cols., 2011). 

CCL19 y CCL21 son los únicos ligandos conocidos para CCR7. La principal 

función de la vía CCL19/CCL21/CCR7 es regular la migración de células 

dendríticas y linfocitos TCD4+ naïve, estableciendo un microambiente anatómico 

específico en los órganos linfoides secundarios para que ocurra una interacción y 

presentación antigénica óptimas y se active el sistema inmune adaptativo. Sin 

embargo, el rol de las quimioquinas CCL19 y CCL21 durante las periodontitis no 

se ha descrito. 
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1.4 Planteamiento del problema 

Los linfocitos Th1 y Th17 son los principales fenotipos efectores involucrados 

en el inicio, progresión y severidad de las periodontitis, mediante la producción de 

citoquinas que determinan la mantención de un ambiente inflamatorio local en el 

sitio infectado y la estimulación osteoclastogénica que determina la reabsorción 

ósea (Gaffen y Hajishengallis, 2008; Garlet, 2010; Yucel-Lindberg y Båge, 2013). 

Durante las periodontitis se detectan elevados niveles de expresión de CCL1, 

CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL20, CCR3, CCR4, CCR5, CCR6 y esta sobre-

expresión se asocia con una función quimiotáctica de diversas células del sistema 

inmune, en particular, de linfocitos Th1 y Th17 (Gamonal y cols., 2010; Garlet y 

cols., 2003; Kabashima y cols., 2002; Noda y cols., 2007; Silva y cols., 2007). En 

este contexto, la activación del receptor CCR7 en las células dendríticas 

incrementa la secreción de citoquinas pro-inflamatorias y activa la diferenciación 

de los linfocitos Th1 y Th17 (Comerford y cols., 2013; Marsland y cols., 2005). 

Además, se ha demostrado que elevados niveles de IL-1β y TNF-α determinan 

una mayor expresión de CCL21 (MartIn-Fontecha y cols., 2003). 

Posterior a la identificación y caracterización de CCR7, CCL19 y CCL21, 

numerosas investigaciones se han realizado para determinar su rol en la 

patogenia de la ateroesclerosis, cáncer, enfermedades autoinmunes y 

encefalomielitis autoinmune experimental, enfermedades caracterizadas por un 

predominio en el patrón de respuesta inmune tipo Th1 y Th17 (Corsiero y cols., 

2012; Kuwabara y cols., 2009; Schieffer y Luchtefeld, 2011; Smallridge y cols., 

2013). Las periodontitis se caracterizan por un predominio de respuesta linfocitaria 

tipo Th1 y Th17 en los sitios periodontales con activa destrucción tisular; sin 

embargo, no existen estudios que asocien la expresión de CCL19 y CCL21 a la 

periodontitis. 
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2. HIPÓTESIS 

 Las células dendríticas son determinantes del tipo de respuesta inmune 

desarrollada ante los periodonto-patógenos que residen en la biopelícula 

subgingival y, luego de la presentación antigénica, determinan la activación y 

diferenciación de linfocitos TCD4+. La expresión de CCLs y sus receptores CCRs 

en las células dendríticas y linfocitos TCD4+ inducen su migración hacia los tejidos 

periodontales infectados y determinan la presencia de los linfocitos Th1 y Th17 en 

los sitios periodontales activos, asociados a la destrucción periodontal. Las 

quimioquinas CCL19 y CCL21 se asocian a la migración selectiva de linfocitos Th1 

y Th17, por lo tanto, en este estudio planteamos la siguiente hipótesis: En los 

tejidos periodontales de pacientes afectados de periodontitis crónica se expresan 

mayores niveles de CCL19 y CCL21 en comparación a individuos con salud 

periodontal. 
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3. OBJETIVO GENERAL 

 Determinar los niveles de expresión de las quimioquinas CCL19 y CCL21 en 

pacientes afectados de periodontitis crónica y compararlos con los detectados en 

sujetos sanos. 

4. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

4.1 Cuantificar los niveles de expresión de las quimioquinas CCL19 y CCL21 en 

biopsias de lesiones periodontales de pacientes afectados con periodontitis 

crónica y en tejidos sanos de sujetos sin enfermedad periodontal. 

4.2 Asociar los niveles de expresión de CCL19 y CCL21 con los estados de salud 

o enfermedad periodontal. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1 Selección de los sujetos 

 Pacientes afectados por periodontitis crónica moderada o severa fueron 

seleccionados mediante el método no probabilístico de casos consecutivos entre los 

asistentes a la clínica de Periodoncia de la Facultad de Odontología de la 

Universidad de Chile. A cada uno se le realizó un examen periodontal por un único 

operador, que registró la profundidad al sondaje (PS), el nivel de inserción clínico 

(NIC), la presencia de biopelícula y el sangrado al sondaje en 6 sitios por diente, 

excluyendo los cuatro terceros molares. El diagnóstico de periodontitis crónica 

moderada o severa se realizó cuando el paciente poseía al menos 2 sitios 

periodontales inflamados con una PS mayor o igual a 4 mm y un NIC mayor o igual 

a 3 mm (Armitage, 1999). Como criterios de inclusión, los individuos no deben 

haber recibido tratamiento periodontal durante los 6 meses previos a la selección 

para el estudio, no deben estar afectados de una enfermedad distinta a la 

periodontitis, tal como diabetes, artritis reumatoide, colitis ulcerosa, enfermedad de 

Crohn, SIDA, psoriasis cáncer o enfermedades cardiovasculares, no haber 

recibido tratamiento sobre la base de anti-inflamatorios o antibióticos durante los 3 

meses previos a la selección y, en caso de ser mujer, no estar embarazada. 

 El protocolo de investigación se explicó a todos los participantes del estudio, 

quienes, luego de aceptar su participación, firmaron un consentimiento informado 

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

Universidad de Chile y de CONICYT (Anexo). 
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5.2 Obtención de las muestras biológicas 

 Según los requerimientos terapéuticos, se tomaron biopsias de tejido gingival 

de 1 mm3 y se sumergieron inmediatamente en RNA Safer® (Omega Biotek Inc., 

GA, USA) para almacenarlas a -80ºC hasta la extracción de RNA (en detalle más 

adelante). Bajo el mismo protocolo, como controles se utilizaron biopsias de encía 

de individuos sanos sometidos a extracción de terceros molares o a procedimientos 

de alargamiento coronario. El procedimiento se desarrolló bajo anestesia local. 

5.3 Extracción del RNA citoplasmático total 

 Para la extracción del RNA citoplasmático total, las muestras biológicas se 

descongelaron y centrifugaron durante 10 segundos a 10.000 xg para la 

eliminación del exceso de RNA Safer y luego se homogenizaron mecánicamente 

en 1 mL de TRIzol® (Gibco Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) hasta la disgregación 

total e incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente. Luego de incorporar 

200 µL de cloroformo (Fluka Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) y agitar durante 

15 segundos, se incubó nuevamente durante 5 minutos a temperatura ambiente. 

Posterior a la centrifugación a 12.000 xg durante 15 minutos a 4ºC, el 

sobrenadante se traspasó a un nuevo tubo Eppendorf libre de RNAsas y se 

adicionaron 100 µL de isopropanol (Fluka Sigma-Aldrich), se incubó durante 10 

minutos a temperatura ambiente. Luego de centrifugar a 12.000 xg durante 10 

minutos a 4ºC, se eliminó el sobrenadante y el pellet se resuspendió en 1 mL de 

etanol al 75%. Luego se centrifugó a 7.500 xg durante 5 minutos a 4ºC, se aspiró 

el etanol y se resuspendió el pellet en 30 µL de agua milliQ 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. 
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5.4 Síntesis de la primera cadena de cDNA 

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

primera cadena de cDNA mediante transcripción reversa, utilizando el kit 

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

del fabricante (Invitrogen, Grand Island, NY, USA). El cDNA obtenido se almacenó 

a -80ºC a una concentración de 50 ng/µL. 

5.5 Expresión de CCLs mediante RT-PCR convencional y en tiempo real 

 Para analizar la expresión de los mRNAs de CCL19 y CCL21, 50 ng de 

cDNA se analizaron mediante RT-PCR convencional y en tiempo real. La 

amplificación por RT-PCR convencional se realizó 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 minuto y 74°C durante 30 segundos, y una incubación final para la 

activación enzimática a 74°C durante 5 minutos. El producto final de amplificación 

se evaluó mediante electroforesis en gel agarosa 2% revelado con GelRed™ 

(Biotium, Hayward, CA, USA) y fotografiado usando un fotodocumentador Gel 

Logia 2200 Pro (Carestream Gel Logia, Rochester, NY, USA). La amplificación 

mediante RT-PCR en tiempo real se realizó utilizando partidores específicos y un 

reactivo específico (KAPA SYBR Fast qPCR Master Mix Universal, KAPA 

Biosystems, Boston, MA, USA) y la amplificación se realizó en un termociclador en 

tiempo real StepOne Plus (Applied Biosystem, CA, USA) utilizando el siguiente 

protocolo de amplificación: 95°C durante 3 minutos y 40 ciclos de 95°C durante 3 

segundos y 60°C durante 30 segundos. Como control, se cuantificaron los niveles 

de expresión de la subunidad RNA ribosomal 18S. 
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Tabla 1: Partidores utilizados para la detección de las quimioquinas mediante RT-PCR en tiempo. 

La expresión de la subunidad RNA ribosomal 18S se utilizó como control. 

5.6 Análisis de los datos 

 Los niveles de expresión de CCL19 y CCL21 se determinaron usando el 

programa StepOne v2.2.2 (Applied Biosystems), normalizando la expresión de los 

mRNA de CCL19 y CCL21 a los niveles de expresión de 18S rRNA usando el 

método 2-∆∆Ct, y se expresaron como promedio ± desviación estándar de la 

expresión relativa. 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 y las 

comparaciones se analizaron con la prueba t de Student o de Wilcoxon. Las 

diferencias se consideraron estadísticamente significativas cuando p-value≤0,05. 

 Partidor ���� 3’ Partidor ���� 5’ 

CCL19 gcctgctggttctctggac ggatgggtttctgggtcac 

CCL21 caccctctaccacagacatgg gggccagaaccaggataagg 

18S ctcaacacgggaaacctcac cgctccaccaactaagaacg 
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6. RESULTADOS 

6.1 Niveles de expresión de CCL19 y CCL21 

 Los niveles de expresión de los CCL19 y CCL21 en biopsias de pacientes 

con periodontitis y sujetos sanos se cuantificaron mediante RT-PCR en tiempo 

real. Mayores niveles de expresión en CCL19 y CCL21 se detectaron en pacientes 

con periodontitis en comparación a los sujetos sanos (CCL19 p<0,001 y CCL21 

p<0,001) (Figura 1a y 1b). Las muestras amplificadas fueron sometidas a 

electroforesis, identificándose la presencia de CCL19, CCL21 y el control biológico 

positivo 18S tanto en sujetos sanos como en pacientes con periodontitis (Figura 

2). 

            

 

 

 

 

 

Figura 1a: Niveles de expresión relativos 

de CCL19 en pacientes con periodontitis y 

sujetos sanos. 

Figura 1b: Niveles de expresión relativos 

de CCL21 en pacientes con periodontitis y 

sujetos sanos. 

Figura 2: Identificación de la expresión de CCL19, CCL21 y 18S en pacientes con 

periodontitis y sujetos sanos. 

CCL19 

CCL21 

18S rRNA 

SANOS PERIODONTITIS 



17 

 

 

6.2 Ciclo umbral (Ct) de CCL19 y CCL21 y ∆Ct entre CCL19, CCL21 y 18S. 

Al analizar el ciclo umbral (Ct) y ∆Ct de CCL19 y CCL21 se detectó que los 

valores fueron menores significativamente en los pacientes con periodontitis en 

comparación con los sujetos sanos y la cuantificación relativa (RQ) fue 

significativamente más alta (Tabla 1 y 2). En la RQ de CCL19 y CCL21 se produjo 

un aumento en la expresión de 8,6 ± 4,03 veces (Tabla 1) y 16,1 ± 6,93 veces 

(Tabla 2), respectivamente, de biopsias obtenidas de pacientes con periodontitis y 

sujetos sanos. 

 

CCL19 Sanos Periodontitis pLevene pValue 

Ct 31,7 ± 0.06 28,6 ± 0,62 p = 0,057 p = 0,01 

∆Ct 10,6 ± 0,03 7,63 ± 0,67 p = 0,053 p < 0,01 

RQ 1 8,6 ± 4,03   

Tabla 1: Ct de CCL19 y ∆Ct entre CCL19 y 18S de pacientes con periodontitis y sujetos sanos. 

 

 

 

CCL21 Sanos Periodontitis pLevene pValue 

Ct 30,07 ± 0,03 26,7 ± 0,71 p = 0,022 p = 0,01 

∆Ct 9,6 ± 0,07 5,7 ± 0,67 p = 0,037 p < 0,01 

RQ 1 16,1 ± 6,93   

Tabla 2: Ct de CCL21 y ∆Ct entre CCL21 y 18S de pacientes con periodontitis y sujetos sanos. 
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7. DISCUSIÓN 

 Entre los distintos eventos de señalización celular durante el proceso 

inflamatorio, las CCLs cumplen un rol fundamental en la regulación de la 

quimiotaxis en células dendríticas y linfocitos TCD4+ (Charo y Taubman, 2004). La 

quimiotaxis es un fenómeno inmunológico que permite la adhesión y migración 

celular y se ha asociado a un incremento en la severidad de las periodontitis 

(Garlet y cols., 2003). La migración de las células dendríticas es determinante en 

el inicio y progresión de las enfermedades periodontales y es controlada por la 

expresión de CCLs y su interacción con los CCRs. En efecto, tanto alteraciones en 

la expresión de los receptores de CCRs, como un comportamiento quimiotáctico 

alterado de las células dendríticas, se asocian al inicio de las periodontitis 

(Sigusch y cols., 2001) y a las formas severas de la enfermedad (Fabbro y cols., 

2000). En este contexto, un incremento en la expresión de CCL2 y CCL3 además 

de sus receptores específicos CCR4 y CCR5, se ha detectado en pacientes con 

periodontitis (Hosokawa y cols., 2009) y estos mayores niveles se han asociado 

con la activación y diferenciación de linfocitos Th1 (pro-inflamatorio) y Th17 (osteo-

destructivo) (Cutler y Jotwani, 2004). 

Los linfocitos Th17 expresan principalmente CCR6 y CCR7 (Silva y cols., 

2007; Wang y cols., 2009). La presencia de CCR6, ha sido descrita en lesiones 

periodontales activas y se asocia con la migración de linfocitos TCD4+ (Silva y 

cols., 2007) y es importante para inducir la expresión y secreción de IL-23 y su 

expresión está determinada por la presencia de TGF-β1, mientras que CCR7 

regula la maduración de células dendríticas y la migración de linfocitos TCD4+ de 

memoria. Ambos receptores determinan la activación, diferenciación y migración 

de los linfocitos Th17 hacia los tejidos inflamados (Gerard y Rollins, 2001; Wang y 

cols., 2009). 

El receptor de quimioquinas CCR7 y sus respectivos ligandos CCL19 y 

CCL21 son quimioquinas homeostáticas que son esenciales para la quimiotaxis, 

adhesión y proliferación de las células del sistema inmune (Comerford y cols., 

2013). CCL19 y CCL21 son secretadas por células de los órganos linfáticos 
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primarios y secundarios y por células dendríticas activadas, para controlar la 

quimiotaxis, adhesión, migración y proliferación en condiciones de inflamatorias 

(Comerford y cols., 2013; Forster y cols., 2008).  

 Estudios previos determinaron que CCL19 y CCL21 están presentes en 

enfermedades autoinmunes, como por ejemplo en esclerosis múltiple, 

ateroesclerosis, artritis reumatoide, encefalomielitis y fibrosis pulmonar idiopática 

(Kuwabara y cols., 2009; Pickens y cols., 2011; Pierce y cols., 2007). En ratones 

knock out para CCR7 se les indujo artritis reumatoide, demostrando una alteración 

en el desarrollo y organización del tejido linfoide, estos resultados indican la 

importancia de CCR7 y sus ligandos para la neogénesis linfoide (Pickens y cols., 

2011). Recientemente, se menciona que ratones knock out para CCL19/CCL21 y 

su receptor CCR7 fueron resistentes a encefalomielitis autoinmune experimental, 

debido a la disminución de células Th1 y Th17 (Kuwabara y cols., 2009).  

 En periodontitis, estudios evidencian que en biopsias de tejido gingival con 

periodontitis crónica hay un incremento en la producción de CCL2, debido al 

aumento en la proporción de células inmune en el sitio de la inflamación (Gemmell 

y cols., 2001). Además, el incremento en la secreción de CCL5 y la expresión de 

CCR5 induce el reclutamiento de linfocitos y células dendríticas inmaduras hacia 

el sitio afectados con enfermedad (Lim y cols., 2008; Silva y cols., 2007). En 

efecto, CCL19 induce un incremento en la quimiotaxis en células dendríticas y 

linfocitos T y estimula la proliferación celular en el sitio inflamado (Bardi y cols., 

2001; Pierce y cols., 2007), mientras que CCL21 inhibe el proceso de apoptosis 

celular, sugiriendo que el aumento de CCL19 y CCL21 podría inducir la respuesta 

inmune en tejidos periodontales, llevando a la progresión y mayor severidad de la 

enfermedad. 

En este trabajo de investigación, se evaluó los niveles de expresión de 

CCL19 y CCL21 en biopsias de tejidos con periodontitis crónica y se puede 

proyectar su potencial rol en el inicio, progresión y severidad de la periodontitis 

crónica. Así, sobre la base de los datos presentados se puede especular que el 

incremento de los niveles de secreción de CCL19 y CCL21 induciría un aumento 

en el reclutamiento de linfocitos T y células dendríticas, quimiotaxis de células 
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inmunes hacia el sitio de inflamación y mayores de niveles de proliferación celular, 

promoviendo una respuesta inmune aumentada. 
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8. CONCLUSIONES 

1. Elevados niveles de expresión de CCL19 y CCL21 se detectaron en pacientes 

con periodontitis en comparación a sujetos sanos. 

 

2. Los niveles de expresión de CCL19 fue de 8,6 ± 4,03 veces más elevados en 

pacientes con periodontitis en comparación a los sujetos sanos. 

 

3. Los niveles de expresión de CCL21 fue de 16,1 ± 6,93 veces más elevados en 

pacientes con periodontitis en comparación a los sujetos sanos. 
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