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RESUMEN 

La periodontitis es un conjunto de enfermedades de carácter inflamatorio y etiología 

infecciosa que afectan a los tejidos de soporte de los dientes. Entre las bacterias 

asociadas a su etiología, Aggregatibacter actinomycetemcomitans y 

Porphyromonas gingivalis han sido identificadas como claves en la activación de la 

respuesta inmune del hospedero que conduce a la destrucción tisular. 

Los procesos de destrucción tisular desencadenados durante las 

periodontitis pueden inducir el fraccionamiento de las macromoléculas que 

componen la matriz extracelular (MEC) de los tejidos periodontales, tal como el 

ácido hialurónico o hialuronano (HA). Se ha descrito que los fragmentos de 

hialuronano de bajo peso molecular (LMW-HA), liberados por el fraccionamiento de 

la MEC, inducen la activación de la respuesta inmune en el hospedero al ser 

reconocidos como patrones moleculares asociados a daño (DAMPs) por células 

presentadoras de antígeno (APCs), las cuales a su vez pueden activar la respuesta 

inmune adaptativa mediada por linfocitos T. En el contexto de la periodontitis, aún 

no se ha establecido el potencial efecto del LMW-HA en la polarización funcional de 

los linfocitos T hacia los fenotipos T colaboradores (Th) tipo Th1, Th17 y Th22, 

asociados a inflamación periodontal y la resorción del hueso alveolar mediada 

principalmente por RANKL, ni la relevancia de la unión del LMW-HA a CD44 como 

principal receptor de unión al HA, durante la respuesta inmune desencadenada por 

A. actinomycetemcomitans o P. gingivalis. 

Con el propósito de dilucidar el efecto que tiene el LMW-HA en la activación 

y/o polarización de linfocitos T colaboradores durante la periodontitis, en el presente 

trabajo se estableció un modelo in vitro de activación de linfocitos T con células 

dendríticas autólogas expuestas a A. actinomycetemcomitans o P. gingivalis y 

estimuladas con LMW-HA, para determinar las variaciones en los niveles de 

expresión de citoquinas y factores de transcripción representativos de las 

respuestas Th1, Th17 y Th22 como también cuantificar la variación en la expresión 

de CD44 y RANKL. 
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INTRODUCCIÓN 

Las periodontitis son un conjunto de patologías de naturaleza inflamatoria y etiología 

infecciosa, cuya causa principal son las bacterias periodonto-patógenas que 

colonizan el surco gingivodentario (Offenbacher, 1996, Darveau, 2010, Page and 

Kornman, 1997). El inicio de la enfermedad se asocia a un desequilibrio ecológico 

dentro de la comunidad de microorganismos que componen el microbioma 

subgingival, fenómeno conocido como disbiosis (Hajishengallis & Lamont, 2012). 

Esta disbiosis se traduce en el incremento de ciertos componentes bacterianos 

individuales que promueven fenómenos de destrucción de los tejidos de soporte de 

los dientes al interactuar con los mecanismos de respuesta del hospedero 

(Hajishengallis & Lamont, 2012). 

Entre las bacterias asociadas con mayor frecuencia a la inducción de 

fenómenos de destrucción tisular están A. actinomycetemcomitans y P. gingivalis. 

En efecto, la destrucción tisular durante la periodontitis se asocia principalmente a 

una hiper-activación de la respuesta inmune del hospedero inducida por el 

incremento local de ciertos componentes estructurales inmunógenos de estos 

patógenos periodontales (Armitage, 1999, Kinane and Lappin, 2001). 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans y Porphyromonas gingivalis 

A. actinomycetemcomitans es un cocobacilo Gram-negativo, capnofílico, no móvil, 

perteneciente a la familia Pasteurellaceae (Suzuki et al., 2001), el cual se asocia 

particularmente a la periodontitis agresiva localizada (Fine et al., 2007). Entre sus 

diversos factores de virulencia, el lipopolisacárido (LPS) se caracteriza por ser el 

factor de virulencia inmuno-dominante de A. actinomycetemcomitans (Perry et al., 

1996b, Perry et al., 1996a, Kaplan et al., 2001, Díaz Zúñiga et al., 2012). Sobre la 

base de la antigenicidad de la fracción de O-polisacáridos componentes de su LPS, 

se describen siete serotipos de A. actinomycetemcomitans, denominados a, b, c, d, 

e, f y g (King and Tatum, 1962, Zambon et al., 1983, Page et al., 1991, Gmür et al., 

1993, Perry et al., 1996a, Perry et al., 1996b, Kaplan et al., 2001). Entre ellos, el 
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serotipo b presenta un potencial inmunogénico mayor al de los demás y se asocia 

a formas más severas de periodontitis (Diaz-Zuñiga et al., 2015). 

P. gingivalis es un cocobacilo Gram-negativo, no móvil, anaerobio estricto, 

asacarolítico, perteneciente a la familia Bacteroidetes (Olsen et al., 2017). Se asocia 

principalmente al inicio y progresión de la periodontitis, siendo considerado un 

periodonto-patógeno de alta prevalencia en las lesiones periodontales severas 

(Hajishengallis and Lamont, 2012). Sobre la base de la antigenicidad de la cápsula 

extracelular, se han identificado 6 serotipos diferentes de P. gingivalis, denominados 

K1, K2, K3, K4, K5 y K6 (Kikkert et al., 2007, Laine et al., 1996), entre los cuales el 

serotipo K1 es descrito como el más inmunogénico (Vernal et al., 2008). 

 Si bien la destrucción tisular característica de las periodontitis puede ser 

producida en parte por los mecanismos de virulencia de los patógenos 

periodontales, el determinante principal de la destrucción tisular es la respuesta 

inmune del hospedero que se despliega ante estos microorganismos, la cual puede 

modular diversos procesos que afectan la integridad de los tejidos periodontales 

(Hajishengallis and Lamont, 2012). 

Destrucción tisular y fragmentación del hialuronano 

Un fenómeno central en el inicio y progresión de la periodontitis es la 

desorganización y destrucción de la matriz extracelular (MEC), tanto por enzimas 

bacterianas como por las enzimas y compuestos presentes en los tejidos 

periodontales (Embery and Waddington, 1994). La inflamación periodontal, 

producto de la acción persistente del microbioma periodontal disbiótico, conduce a 

la activación de diversas enzimas que en estado de salud se encuentran inactivas 

y que en estado de activación producen la fragmentación de los componentes de la 

MEC en los tejidos periodontales (Silva et al., 2015). 

Entre los principales componentes de la MEC se encuentra el ácido 

hialurónico (HA) o hialuronano, el cual es un glicosaminoglicano de alto peso 

molecular (>106 kDa) que se distribuye ampliamente en diversos tejidos del 
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organismo, tal como los tejidos periodontales (Laurent and Fraser, 1992, Laurent et 

al., 1995). En los tejidos inflamados, su forma natural de alto peso molecular (HMW-

HA) puede degradarse a fragmentos de bajo peso molecular (LMW-HA) de tamaño 

menor a 500 kDa, por acción de especies reactivas de oxígeno (ROS y NRS) y 

degradación enzimática por hialuronidasas (HYAL), β-glucuronidasas o 

hexosaminidasas (Sampson et al., 1992). 

 La molécula de superficie CD44 es el principal receptor de HA y su 

señalización intracelular contribuye a activar los fenómenos de proliferación, 

diferenciación y migración celular; presentación de citoquinas, quimioquinas y 

factores de crecimiento a los receptores correspondientes; acoplamiento de 

proteasas en la membrana celular; y también como señalización para la 

supervivencia celular (Naor et al., 2002). Aunque estas propiedades son esenciales 

para las actividades fisiológicas normales de los tejidos, también se asocian a 

fenómenos patológicos, tal como en el desarrollo de cáncer (Chen et al., 2018). En 

este contexto, el HA puede presentarse en formas de alto y bajo peso molecular, 

donde el HMW-HA participa en el desarrollo de algunos tipos de cáncer, mediante 

la inducción de respuestas antiinflamatorias, antiangiogénicas e induciendo 

tumorigénesis (Louderbough and Schroeder, 2011, Senbanjo and Chellaiah, 2017). 

Por su parte, el LMW-HA puede señalizar además a través de los receptores tipo 

toll (TLR)2 y/o TLR4 (Liang et al., 2016, Lee-Sayer et al., 2015). En fibroblastos y 

queratinocitos, el LMW-HA promueve la secreción de especies reactivas de 

oxígeno, citoquinas, quimioquinas y enzimas destructivas (Termeer et al., 2000, 

Powell and Horton, 2005, Scheibner et al., 2006). Por otro lado, macrófagos 

expuestos a LMW-HA incrementan la producción de quimioquinas, tales como 

CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CXCL1 y CXCL10, citoquinas, tales como interleuquina 

(IL)-1β, IL-12 y factor de necrosis tumoral (TNF)-α, y metaloproteinasas de matriz 

(MMPs), tales como MMP-8, MMP-9 y MMP-12 (Hodge-Dufour et al., 1997, Horton 

et al., 2002, Horton et al., 1998, Horton et al., 2000, Horton et al., 1999, Noble et al., 

1993). 
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Células dendríticas  

Las células dendríticas (CDs) son células presentadoras de antígeno profesionales 

pertenecientes a la respuesta inmune innata, que cumplen un rol central en el inicio 

y regulación de la respuesta inmune adquirida mediada por los linfocitos T (Bousso, 

2008). Las CDs pueden reconocer antígenos de origen microbiano, tales como los 

patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs), mediante receptores de 

reconocimiento de patrones moleculares (PRRs). Los TLRs son los principales 

PRRs que reconocen antígenos bacterianos y, entre ellos, TLR2 y TLR4 están 

involucrados en el reconocimiento de antígenos de A. actinomycetemcomitans y P. 

gingivalis, tal como el LPS y la cápsula extracelular (Kikkert et al., 2007). Además, las 

CDs pueden reconocer fragmentos tisulares del hospedero liberados en 

condiciones de destrucción tisular, denominados patrones moleculares asociados a 

daño (DAMPs), los cuales pueden desencadenar una respuesta inmune en 

consecuencia a daño tisular (Land, 2015).  

Respuesta inmune tipo Th1, Th17 y Th22 durante la periodontitis 

Durante la presentación antigénica, las CDs maduras determinan la activación, 

proliferación y diferenciación selectiva de los linfocitos T CD4+ (T colaboradores) 

naïve. La activación del receptor del linfocito T (TCR) induce la expresión de factores 

de transcripción que determinan su activación y proliferación y, en conjunto con las 

moléculas co-estimuladoras y las citoquinas secretadas por las células dendríticas, 

inducen la diferenciación selectiva a los distintos fenotipos linfocitarios T 

colaboradores (Th): Th1, Th2, Th17 y Th22 (Zhu and Paul, 2008, Banchereau et al., 

2000). Cada fenotipo efector se caracteriza por la activación de un factor de 

transcripción específico que determina su diferenciación fenotípica y función, 

definida por la producción de citoquinas características, detalladas en la Tabla 1 

(Veldhoen et al., 2008, Takami et al., 2012, Baba et al., 2012, Goswami and Kaplan, 

2012, Azuma, 2006, Banchereau et al., 2000, Bluestone et al., 2009, Galy et al., 

1995, Steinman et al., 2003, Zhu and Paul, 2008). 
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 Durante las periodontitis, la inflamación y destrucción de los tejidos 

periodontales es mediada principalmente por respuestas tipo Th1, Th17 y/o Th22 

(Díaz‐Zúñiga et al., 2017). Los linfocitos Th1 participan en la activación de la 

fagocitosis, la secreción de citoquinas pro-inflamatorias y se han asociado a la 

inflamación local (Appay et al., 2008, Garlet, 2010). IFN-γ, la citoquina característica 

producida por linfocitos Th1, induce mayores niveles de expresión de TNF-α, IL-1β 

y se asocia predominantemente a inflamación y destrucción tisular (Repeke et al., 

2010). Por otro lado, los linfocitos Th17 se asocian con enfermedades osteo-

destructivas de carácter crónico, tal como la periodontitis y la artritis reumatoide 

(Vernal et al., 2006a, Vernal and Garcia-Sanz, 2008, Vernal et al., 2006b). En 

particular, las citoquinas IL-17, IL-23 y el factor pro-resorción ósea denominado 

ligando del receptor activador del factor nuclear kappa-B (RANKL) secretados por 

los linfocitos Th17 se relacionan con los procesos osteo-destructivos durante la 

periodontitis (Ohyama et al., 2009). En efecto, los linfocitos Th17 inducen la 

osteoclastogénesis y la resorción ósea alveolar mediante la secreción de IL-17 y 

RANKL (Taubman and Kawai, 2001, Vernal et al., 2005, Vernal et al., 2006a, Kramer 

and Gaffen, 2007). Por otro lado, recientemente se describió el rol de los linfocitos 

Th22 durante las periodontitis al detectar niveles incrementados de IL-22 y AhR en 

el fluido gingival crevicular de pacientes con periodontitis en comparación a 

pacientes con gingivitis o sanos, y describir una correlación positiva entre los niveles 

de resorción ósea alveolar e IL-22 (Díaz‐Zúñiga et al., 2017). 
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Tabla 1. Factores de transcripción, citoquinas y función principal periodontal de los 

distintos fenotipos efectores de linfocitos T CD4+. 

 

  

Fenotipo 
efector 

Factor de 
transcripción 

Citoquinas (en negrita la 
citoquina representativa) 

Función en 
periodontitis 

Th1 T-bet IFN-γ, TNF-α, TNF-β Pro-inflamatoria 

Th2 GATA3 IL-4, IL-5, IL-13 Inmunomoduladora 

Th17 
RORC2 

(RORγt en 
ratones)  

IL-6, IL-17, IL-21, IL-23, 
RANKL 

Pro-inflamatoria y 
osteodestructiva 

Th22 AhR IL-22 Pro-inflamatoria 
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Planteamiento del problema científico 

El LMW-HA es un DAMP asociado a diversas patologías, tales como artritis 

reumatoide, enfisema pulmonar y enfermedades autoinmunes (Powell and Horton, 

2005 , Land, 2015). Durante la periodontitis, se han detectado elevados niveles 

tisulares de LMW-HA (Yamalik et al., 1998) como resultado de la acción de las 

enzimas bacterianas, hialuronidasas endógenas tisulares y especies reactivas de 

oxígeno (Casale et al., 2016). En efecto, existe una relación directa entre la 

severidad de la periodontitis, la actividad de hialuronidasas endógenas y la 

detección de LMW-HA en el fluido crevicular gingival (Aisenberg and Aisenberg, 

1951, Last and Embery, 1987, Ohno et al., 2002). Adicionalmente, las CDs mediante 

sus TLRs pueden activar vías de señalización intracelulares sinérgicas entre PAMPs 

y DAMPs, lo cual confiere un rol relevante a las señales derivadas de la destrucción 

tisular durante la activación de la respuesta inmune adaptativa inducida por 

procesos infecciosos (Powell and Horton, 2005). Si bien el HA es la principal 

molécula de unión a CD44, recientemente, se ha reportado que puede reconocer a 

LMW-HA a través de un complejo entre TLR4 y CD44, por lo tanto el LMW-HA a 

través de CD44 podría inducir una respuesta inmune o tener una función como 

molécula adyuvante mediado por células del sistema inmune (Lee-Sayer et al., 

2015). 

Sobre la base de estos antecedentes, es posible especular que el LMW-HA 

puede desempeñar un rol en la en la activación y/o polarización de linfocitos T 

colaboradores durante la respuesta inmune desencadenada por A. 

actinomycetemcomitans o P. gingivalis.   
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HIPÓTESIS 

El LMW-HA induce un incremento en los niveles de expresión de citoquinas y 

factores de transcripción asociados a los fenotipos linfocitarios Th1, Th17 y Th22, 

como también CD44 y RANKL en linfocitos T CD4+ naïve activados con células 

dendríticas autólogas estimuladas con A. actinomycetemcomitans o P. gingivalis. 

OBJETIVO GENERAL 

Determinar los niveles de expresión de citoquinas y factores de transcripción 

asociados a los fenotipos linfocitarios Th1, Th17 y Th22, y el nivel de expresión de 

CD44 y RANKL en linfocitos T CD4+ activados por células dendríticas expuestas o 

no a LMW-HA y estimuladas con A. actinomycetemcomitans o P. gingivalis. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Cuantificar y comparar los niveles de expresión de IFN-γ (Th1), IL-17 (Th17) e IL-

22 (Th22) en linfocitos T CD4+ naïve activados con células dendríticas autólogas 

expuestas o no a LMW-HA y estimuladas con A. actinomycetemcomitans o P. 

gingivalis. 

 

2. Cuantificar y comparar los niveles de expresión de los factores de transcripción T-

bet (Th1), RORC2 (Th17) y AhR (Th22) en linfocitos T CD4+ naïve activados con 

células dendríticas autólogas expuestas o no a LMW-HA y estimuladas con A. 

actinomycetemcomitans o P. gingivalis. 

 

3. Cuantificar y comparar los niveles de expresión de RANKL y CD44 en linfocitos T 

CD4+ naïve activados con células dendríticas autólogas expuestas o no a LMW-

HA y estimuladas con A. actinomycetemcomitans o P. gingivalis.  
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Bacterias periodontales 

La cepa P. gingivalis W50, perteneciente al serotipo K1, se sembró en medio agar 

sangre hemina-menadiona (5% de sangre desfibrinada de caballo y 0,5 mg/L de 

hemina y menadiona) en condiciones de anaerobiosis (80% N2, 10% CO2, 10% H2) 

a 37°C usando generadores AnaeroGenTM (Oxoid LTD, Hampshire, Inglaterra). La 

cepa A. actinomycetemcomitans ATCC®43718™, perteneciente al serotipo b, se 

sembró en medio agar infusión cerebro-corazón (BHI; Oxoid LTD, Hampshire, 

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

generadores CampyGenTM (Oxoid Ltd).  

Obtención de sangre periférica  

Se purificaron las células sanguíneas a partir de donaciones de sangre total 

obtenidas por el método de capa leucoplaquetar (“buffy-coat”) de individuos sanos 

asistentes al banco de sangre del Hospital Clínico Dr. José Joaquín Aguirre, 

Universidad de Chile. Los criterios de exclusión fueron la prueba positiva del virus 

VIH y/o de hepatitis B o C, la presencia de infecciones manifiestas durante el último 

mes, fiebre, alergias sintomáticas, recuentos anormales de células sanguíneas, 

aumento de enzimas hepáticas o consumo de medicamentos de cualquier tipo, 

excepto vitaminas y anticonceptivos orales. Los individuos participantes fueron 

voluntarios que firmaron un consentimiento informado que fue aprobado por el 

Comité Ético-Científico de la Facultad de Odontología de la Universidad de Chile. 
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Obtención de células dendríticas 

De cada muestra, se aislaron las células sanguíneas mononucleares usando una 

gradiente de concentración, (Ficoll-Paque Plus®, Amersham Pharmacia Biotech, 

Upsala, Suecia) y a partir de ellas se purificaron los monocitos mediante separación 

inmuno-magnética, utilizando un anticuerpo monoclonal anti-CD14 conjugado con 

partículas inmuno-magnéticas (MACS; Miltenyi Biotec, Bergich Gladbach, 

Alemania). Luego, los monocitos purificados se sometieron inmediatamente a un 

protocolo estandarizado de diferenciación a CDs. Los monocitos CD14+ se 

cultivaron durante 6 días a una concentración de 1x106 células/mL en 2 mL de medio 

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

Invitrogen Corp) y 20 ng/mL del factor estimulante de colonias de granulocitos-

macrófagos (GM-CSF) e IL-4 (R&D, Minneapolis, MN, EEUU). 

Obtención de linfocitos T CD4+ naïve 

Posteriormente, los linfocitos T CD4+ naïve se purificaron utilizando un kit de 

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

Miltenyi Biotec, Bergich Gladbach, Alemania). Para esto, una fracción de las células 

sanguíneas mononucleares se incubaron con un mix de anticuerpos monoclonales 

anti-CD8, CD14, CD15, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123, TCR γ/δ y CD235a 

conjugados con biotina y posteriormente con un anticuerpo anti-biotina conjugado 

con partículas inmuno-magnéticas. Luego, los linfocitos T CD4+ naïve se purificaron 

usando columnas de depleción LD montadas en un campo magnético. 
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Estimulación con LMW-HA y estimulación con periodonto-patógenos 

Las CDs se pulsaron con LMW-HA 20 kDa (R&D systems, Minneapolis, MN Estados 

Unidos) a 100 µg/mL, los días 3 y 5 de diferenciación celular. CDs sin pulsar se 

utilizaron como control. Luego, las CDs se estimularon con A. 

actinomycetemcomitans o P. gingivalis a una multiplicidad infectante (MOI) de 102 

(razón bacterias/CDs) durante 48 horas. CDs no estimuladas se utilizaron como 

control. Finalmente, los linfocitos T CD4+ naïve autólogos se activaron en presencia 

de las CDs en una relación de 1:10 (razón CDs/linfocitos T) durante 5 días mediante 

un co-cultivo. Además, se incluyeron 6 condiciones con estimulación con 100 µg/mL 

de LMW-HA durante el protocolo de co-cultivo con linfocitos T. 

Grupos experimentales 

Con el objetivo de evaluar los efectos del LMW-HA, tanto durante la estimulación 

con periodonto-patógenos como durante la presentación antigénica a Linfocitos T, 

hubo 12 condiciones de estudio: El primer grupo fue estimulado con LMW-HA a 100 

µg/mL en la etapa de estimulación de células dendríticas, pero no durante el co-

cultivo como ha sido descrito, mientras el segundo grupo incluyó estimulación con 

LMW-HA a 100 µg/mL tanto en la estimulación como durante el co-cultivo con 

Linfocitos T.  

Grupo 1: Co-cultivos de Linfocitos T sin LMW-HA adicionado a su medio (efecto 

durante el reconocimiento antigénico): 

1. CDs estimuladas con A. actinomycetemcomitans y no expuestas LMW-HA. 

2. CDs estimuladas con A. actinomycetemcomitans y expuestas a LMW-HA. 

3. CDs estimuladas con P. gingivalis y no expuestas a LMW-HA. 

4. CDs estimuladas con P. gingivalis y expuestas a LMW-HA. 

5. CDs sin estimulación de patógenos y no expuestas a LMW-HA. 

6. CDs sin estimulación de patógenos y expuestas a LMW-HA. 
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Grupo 2: Co-cultivos de Linfocitos T con LMW-HA adicionado a su medio (efecto 

durante la presentación antigénica): 

1. CDs estimuladas con A. actinomycetemcomitans y no expuestas a LMW-HA 

2. CDs estimuladas con A. actinomycetemcomitans y expuestas a LMW-HA. 

3. CDs estimuladas con P. gingivalis y no expuestas a LMW-HA 

4. CDs estimuladas con P. gingivalis y expuestas a LMW-HA. 

5. CDs sin estimulación de patógenos y no expuestas a LMW-HA. 

6. CDs sin estimulación de patógenos y expuestas a LMW-HA. 

Purificación de RNA citoplasmático total 

Se extrajo el RNA citoplasmático total de los linfocitos T CD4+ utilizando 400 µL de 

buffer de lisis celular Igepal® CA-630 0,5% (SigmaAldrich, Saint Louis, MO, EEUU), 

Tris-HCl pH8 50 mM, NaCl 100 mM, MgCl2 5 mM y VRC-40 10 mM (Gibco 

Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU). Para ello, los linfocitos T se centrifugaron a 2.000 

xg durante 5 minutos a 20ºC y luego se lavaron con 1 mL de PBS. Luego de eliminar 

el sobrenadante, las células se lisaron realizando movimientos vigorosos con la 

micropipeta. El lisado celular se centrifugó a 8.000 xg durante 10 segundos y el 

sobrenadante libre de fragmentos celulares se depositó en tubos nuevos, para ser 

incubado con SDS 20%, EDTA 0,5 M y proteinasa K 10 mg/mL durante 2 horas a 

37°C. Luego de agregar 400 uL de un mix de fenol:alcohol isoamílico: cloroformo, 

se recuperó el RNA total mediante centrifugación a 8.000 xg durante 10 minutos. El 

RNA total se precipitó en presencia de acetato de sodio 3 M, glicógeno y alcohol 

etílico a -80ºC durante 24 horas y se cuantificó usando un espectrofotómetro 

(Synergy HT; Bio-Tek Instrument Inc., Winooski, VT, EEUU). 

Síntesis de la primera cadena de cDNA y cuantificación mediante RT-qPCR 

Las primeras cadenas de cDNA se sintetizaron a partir 5 µg del RNA total usando 

un kit de transcripción reversa siguiendo las instrucciones del fabricante 

(SuperScrip™; Invitrogen, Grand Island, NY, EEUU). Posteriormente, a partir de 50 

ng de cDNA, se cuantificaron los niveles de expresión de los mRNA de las citoquinas 
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IFN-γ, IL-17 e IL-22, los factores de transcripción T-bet, RORC2 y Ahr y además 

RANKL y CD44, usando partidores específicos (Tabla 2) y el reactivo de qPCR 

KAPA™ SYBR® (KAPA Biosystems, Woburn, MA, EEUU). Para ello se utilizó en un 

equipo de qPCR StepOnePlus® (Applied Biosystems, Singapore) siguiendo el 

siguiente protocolo de amplificación: 95°C durante 3 minutos, seguido por 40 ciclos 

a 95°C durante 3 segundos y 60°C durante 30 segundos. Finalmente se realizó una 

curva de degradación de los productos de amplificación de 95°C durante 15 

segundos, 60°C durante 1 minuto y 95°C durante 15 segundos, para detectar la 

formación de productos no específicos y amplificación de falsos positivos. Los 

niveles de rRNA 18S fueron cuantificados y se utilizaron como referencia para la 

cuantificación relativa.  

Análisis de los datos 

Los niveles relativos de expresión de los mRNA de las citoquinas, factores de 

transcripción, RANKL y CD44, se determinaron usando el programa StepOne v2.2.2 

(Applied Biosystems), normalizando la expresión de los mRNA de IFN-γ, IL-17, IL-

22, T-bet, RORC2, AhR, RANKL y CD44 a los niveles de expresión de 18S rRNA 

usando el método 2-ΔΔCt. Utilizando un software estadístico SPSS v.22.0 (IBM Corp., 

Armonk, NY, EEUU) se determinó la normalidad de la distribución de datos 

mediante la prueba Kolmogorov-Smirnov. Las diferencias entre los grupos se 

analizaron mediante los test ANOVA y post-hoc Tukey o Kruskal Wallis y post-hoc 

de Dunn. Se asumió significancia estadística para el valor p <0.05. 
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Tabla 2. Partidores utilizados para la amplificación de receptor,  citoquinas y 
factores de transcripción. 

Nombre Partidor forward Partidor reverse  

AhR caacatcacctacgccagtc ctatgccgcttggaaggat 

CD44 caagcaggaagaaggatgga tccaaatcttccaccaaacc 

IFN-γ ggcattttgaagaattggaaag tttggatgctctggtcatctt 

IL-17 ttcagggtcgagaagatgct aaacgtgggggtttcttagg 

IL-22 acctttccttgaccaaactca agcttcttctcgctcagacg 

RANKL  tgattcatgtaggagaattaaacagg gatgtgctgtgatccaacga 

RORC2 agaaggacagggagccaag caagggatcacttcaatttgtg 

T-bet tccaagtttaatcagcaccaga tgacaggaatgggaacatcc 

18s  ctcaacacgggaaacctcac cgctccaccaactaagaacg 

AhR, Factor de transcripción receptor de Aril hidrocarburos; CD44, Clúster de diferenciación 44; IFN-
γ, Interferon gamma; IL, interleuquina; RANKL, ligando del receptor activador para el factor nuclear 
κB; RORC2, Factor de transcripción receptor huérfano tipo C2 del ácido retinoico; T-bet, Factor de 
transcripción T-box expresado en células T. 
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RESULTADOS 

Niveles de expresión relativa de las citoquinas IFN-γ, IL-17 e IL-22 

Los niveles de expresión de los mRNA de IFN-γ, IL-17 e IL-22 se cuantificaron 

mediante RT-qPCR en co-cultivos de CDs estimuladas con A. 

actinomycetemcomitans o P. gingivalis y linfocitos T naïve autólogos. Las células 

fueron expuestas a LMW-HA en distintos momentos de la interacción celular, 

considerando el contexto de reconocimiento y/o presentación antigénica: LMW-HA 

durante reconocimiento antigénico (HA1); LMW-HA durante presentación antigénica 

(HA2); LMW-HA durante reconocimiento y presentación antigénica (HA3) (Figura 

1). 

En los experimentos realizados con A. actinomycetemcomitans, se observó 

un incremento en los niveles de expresión relativa de IFN-γ en HA1 (p= 0,039), en 

HA2 (p< 0,001) y en HA3 (p< 0,001) (Figura 2A). En los experimentos realizados 

con P. gingivalis, se observó un incremento en los niveles de expresión de IFN-γ en 

HA2 (p< 0,001) y en HA3 (p< 0,001) (Figura 2A). En aquellos experimentos 

realizados con células dendríticas sin estimulación bacteriana, se observó 

únicamente un incremento en los niveles de expresión de IFN-γ en HA3 (p< 0,001), 

respecto de aquellas células sin estimulación con LMW-HA (Figura 2A). 

  

 

Figura 1. Esquema representativo de las etapas de estimulación con ácido hialurónico de bajo 

peso molecular (LMW-HA). HA1: Estímulo con LMW-HA sobre las células dendríticas, durante el 

reconocimiento antigénico de A. actinomycetemcomitans o P. gingivalis. HA2: Estímulo con LMW-

HA durante la presentación antigénica de células dendríticas a linfocitos T autólogos. HA3: Estímulo 

con LMW-HA durante el reconocimiento antigénico y presentación antigénica. 
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En los resultados obtenidos para IL-17, se observó que en los experimentos 

realizados con A. actinomycetemcomitans existe un incremento en los niveles de 

expresión relativa en HA2 (p< 0,001) y en HA3 (p< 0,001) (Figura 2B). Por otro lado, 

en los experimentos realizados con P. gingivalis se observó un incremento en los 

niveles de expresión relativa en HA2 (p< 0,001) y en HA3 (p< 0,001) (Figura 2B). 

No se observaron variaciones estadísticamente significativas en los niveles de 

expresión relativa de IL-17 en linfocitos T para ninguna de las condiciones sin 

estimulación bacteriana (Figura 2B).  

Respecto de los niveles de expresión relativa de IL-22, en los experimentos 

realizados con A. actinomycetemcomitans se observó un incremento en HA2 (p< 

0,001) y en HA3 (p< 0,001), mientras que en los grupos estimulados con P. 

gingivalis se observó un incremento en los niveles de expresión relativa en HA2 (p< 

0,001) y en HA3 (p< 0,001) (Figura 2C). En los experimentos sin estimulación 

bacteriana no se observaron variaciones estadísticamente significativas en los 

niveles de expresión relativa de IL-22 en linfocitos T para ninguna de las condiciones 

(Figura 2C). 
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Figura 2. Niveles de expresión relativa de citoquinas en linfocitos T CD4+ estimulados in vitro 

con LMW-HA en HA1, HA2 o HA3. Niveles de expresión relativa de IFN-γ (A), IL-17 (B) e IL-22 (C) 

en linfocitos T CD4+ expuestos ante células dendríticas estimuladas con A. actinomycetemcomitans 

o P. gingivalis. Como control, se cuantificaron los niveles de citoquinas en células sin estimulación 

bacteriana. Resultados a partir de 5 experimentos independientes. Los niveles de expresión 

obtenidos en células no expuestas a LMW-HA (Grupo 0) fueron considerados como valor 1 para la 

cuantificación relativa. *p< 0,05. 
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Niveles de expresión relativa de los factores de transcripción T-bet, RORC2 y 

AhR 

Con el objetivo de cuantificar los niveles de expresión de los factores de 

transcripción T-bet, RORC2 y AhR en linfocitos T CD4+ naïve activados con células 

dendríticas autólogas expuestas a LMW-HA en HA1, HA2 o HA3 y estimuladas con 

A. actinomycetemcomitans o P. gingivalis, se cuantificaron los niveles de expresión 

relativa de mRNA mediante RT-qPCR.  

En los resultados obtenidos de los experimentos realizados con A. 

actinomycetemcomitans para los niveles de expresión relativa de T-bet, el factor de 

transcripción de linfocitos Th1, se observó un incremento en los niveles de expresión 

relativa en HA1 (p= 0,038), en HA2 (p< 0,001) y en HA3 (p< 0,001) (Figura 3A). 

Resultados similares se observaron en experimentos realizados con P. gingivalis en 

HA2 (p< 0,001) y HA3 (p< 0,001) (Figura 3A). En los grupos sin estimulación 

bacteriana, no se observaron diferencias estadísticamente significativas (Figura 

3A). 

Al comparar los niveles expresión relativa de RORC2, el factor de 

transcripción característico de linfocitos Th17, se observó que en los grupos 

estimulados con A. actinomycetemcomitans existe un incremento en HA2 (p< 0,002) 

y en HA3 (p< 0,001) (Figura 3B). Siguiendo la misma tendencia, los resultados 

obtenidos de los experimentos con P. gingivalis arrojaron un incremento en los 

niveles de expresión de RORC2 en HA2 (p< 0,004) y en HA3 (p< 0,001) (Figura 

3B). En grupos sin estimulación bacteriana no se observaron diferencias 

estadísticamente significativas (Figura 3B). 

Respecto de los niveles de expresión relativa de AhR, factor de transcripción 

característico de linfocitos Th22, se observó un incremento en HA2 (p< 0,001) y en 

HA3 (p< 0,001) en experimentos realizados con A. actinomycetemcomitans, 

mientras que en aquellos realizados con P. gingivalis se observó un incremento de 

en HA2 (p< 0,001) y en HA3 (p< 0,001) (Figura 3C). No se observaron diferencias 

estadísticamente significativas en los grupos sin estimulación bacteriana (Figura 

3C). 
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Figura 3. Niveles de expresión relativa de factores de transcripción en linfocitos T CD4+ 

estimulados in vitro con LMW-HA en HA1, HA2 o HA3. Niveles de expresión relativa de T-bet (A), 

RORC2 (B) y AhR (C) en linfocitos T CD4+ expuestos ante células dendríticas estimuladas con A. 

actinomycetemcomitans o P. gingivalis. Como control, se cuantificaron los niveles de factores de 

transcripción en células sin estimulación bacteriana. Resultados a partir de 5 experimentos 

independientes. Los niveles de expresión obtenidos en células no expuestas a LMW-HA (Grupo 0) 

fueron considerados como valor 1 para la cuantificación relativa. *p< 0,05.  
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Niveles de expresión de RANKL y CD44 

Se cuantificaron los niveles de expresión génica del factor pro-resorción ósea 

RANKL y el receptor de HA CD44, en linfocitos T mediante RT-qPCR, y se 

compararon entre los distintos grupos de estimulación con LMW-HA, HA1, HA2 o 

HA3 tanto en experimentos realizados con A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, 

o sin estimulación bacteriana. 

Lo resultados obtenidos a partir de los experimentos realizados con A. 

actinomycetemcomitans arrojaron un incremento en los niveles de expresión 

relativa de RANKL en HA2 (p< 0,001) y en HA3 (p< 0,001) (Figura 4). Por otro lado, 

en los grupos estimulados con P. gingivalis se observó un incremento en los niveles 

de expresión relativa en HA2 (p< 0,001) y en HA3 (p< 0,001), mientras que en los 

grupos sin estimulación bacteriana no se observaron diferencias estadísticamente 

significativas (Figura 4). 

 

Figura 4. Niveles de expresión relativa del factor pro-resorción ósea RANKL en linfocitos T 

estimulados in vitro con LMW-HA en HA1, HA2 o HA3. Niveles de expresión relativa de mRNA 

de RANKL en linfocitos T CD4+ expuestos ante células dendríticas estimuladas con A. 

actinomycetemcomitans o P. gingivalis. Como control, se cuantificaron los niveles de RANKL en 

células sin estimulación bacteriana. Resultados a partir de 5 experimentos independientes. Los 

niveles de expresión obtenidos en células no expuestas a LMW-HA (Grupo 0) fueron considerados 

como valor 1 para la cuantificación relativa. *p< 0,05. 
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Los niveles de expresión relativa de mRNA del receptor específico de HA, CD44, 

arrojaron un incremento en HA2 (p< 0,001) y en HA3 (p< 0,001), en los 

experimentos realizados con A. actinomycetemcomitans, mientras que en los 

grupos estimulados con P. gingivalis se observó un incremento en HA2 (p< 0,001) 

y en HA3 (p< 0,001) (Figura 5). Interesantemente, en los experimentos que no 

tuvieron presencia de bacterias periodontales, se observó un incremento (p< 

0,001) cuando el LMW-HA estuvo presente al momento de la presentación 

antigénica (HA2) y cuando el LMW-HA (p< 0,001) estuvo presente al momento del 

reconocimiento y presentación antigénica (HA3) (Figura 5). 

 

Figura 5. Niveles de expresión relativa del receptor de HA CD44 en linfocitos T estimulados in 

vitro con LMW-HA en HA1, HA2 o HA3. Niveles de expresión relativa de mRNA de CD44 en 

linfocitos T CD4+ expuestos ante células dendríticas estimuladas con A. actinomycetemcomitans o 

P. gingivalis. Como control, se cuantificaron los niveles de CD44 en células sin estimulación 

bacteriana. Resultados a partir de 5 experimentos independientes. Los niveles de expresión 

obtenidos en células no expuestas a LMW-HA (Grupo 0) fueron considerados como valor 1 para la 

cuantificación relativa. *p< 0,05. 
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DISCUSIÓN  

Los resultados del presente trabajo demuestran que los fragmentos de LMW-HA 

poseen actividad inmuno-estimuladora al favorecer la activación y función de los 

linfocitos T CD4+ estimulados con A. actinomycetemcomitans y P. gingivalis. Para 

ello, se utilizó un modelo in vitro de estimulación de linfocitos T CD4+ humanos ante 

CDs autólogas previamente expuestas a A. actinomycetemcomitans o P. gingivalis, 

en presencia o no de LMW-HA, con el objeto de analizar el rol de LMW-HA durante 

el reconocimiento antigénico y la presentación antigénica. La mayor actividad 

inmunogénica se observó cuando LMW-HA estimuló el co-cultivo de CDs y linfocitos 

T CD4+ (condiciones HA2 y HA3), lo que permite sugerir que la actividad inmuno-

estimuladora de LMW-HA en la producción de factores de transcripción y citoquinas 

asociadas a los fenotipos linfocitarios Th1, Th17 y Th22, así como la producción de 

RANKL, ocurre principalmente durante la presentación antigénica. El efecto directo 

de LMW-HA en los linfocitos T CD4+ se ratificó al analizar los niveles de expresión 

de CD44, receptor específico de HA. En este caso, CD44 se sobre-expresó en los 

co-cultivos celulares (condición HA2 y HA3) y no en cultivos individuales de CDs 

(condición HA1).  

Las CDs desempeñan un rol central en la activación de la respuesta inmune 

adaptativa mediada por los linfocitos T CD4+ (Collin and Bigley, 2018). Diversos 

estudios han demostrado el efecto inmunogénico del LMW-HA sobre las CDs y 

macrófagos, particularmente incrementando los niveles de citoquinas pro-

inflamatorias, quimioquinas y metaloproteinasas de matriz (MMPs) (Tamaki et al., 

1996, Termeer et al., 2000, Termeer et al., 2002, Monasterio et al., 2018, McKee et 

al., 1996). A su vez, se ha demostrado que los fragmentos de HA promueven la 

migración de CDs hacia los linfonodos y potencian la presentación antigénica, 

estimulando la expresión de moléculas co-estimuladoras y moléculas del MHC-II 

(Mummert et al., 2003, Rizzo et al., 2014). Recientemente, se reportó que en CDs 

expuestas a A. actinomycetemcomitans o P. gingivalis, LMW-HA incrementa los 

niveles de expresión de citoquinas y factores de transcripción asociados a 

respuestas tipo Th1 y Th17 (Monasterio et al., 2018). En el presente trabajo se 

estableció que únicamente las CDs expuestas a LMW-HA y A. 
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actinomycetemcomitans promueven la polarización linfocitaria hacia un perfil Th1, 

incrementando los niveles de expresión de IFN-γ y T-bet, lo que no sucede en 

presencia de P. gingivalis. Estos resultados pueden deberse a la menor 

inmunogenicidad de P. gingivalis respecto en comparación a A. 

actinomycetemcomitans (Vernal et al., 2008), o bien al efecto sinérgico que tienen 

A. actinomycetemcomitans y LMW-HA en la maduración de subtipos de CDs tipo 1 

y 2, las cuales poseen la capacidad de activar predominantemente respuestas tipo 

Th1 (Monasterio et al., 2018). 

El HA puede cumplir un rol como sustrato de adhesión para la migración 

celular o como molécula de señalización, con efectos en el reconocimiento y la 

presentación antigénica (Mummert, 2005). En el contexto de la presentación 

antigénica, HA actúa como una molécula co-estimuladora de las vías de 

señalización activadas por ligandos del complejo TCR/CD3, promoviendo la 

proliferación de linfocitos T CD4+ y la producción de IL-2 (Galandrini et al., 1994). 

La actividad co-estimuladora, sin embargo, requiere la estimulación previa de CD3, 

lo que incrementa la capacidad de interacción de los linfocitos T CD4 con el HA a 

través de la activación de su receptor específico CD44 (Galandrini et al., 1994). 

Además, durante la presentación antigénica las CDs pueden expresar HA como 

molécula co-estimuladora, lo que incrementa la producción de IL-2 e IFN-γ por parte 

de los linfocitos T CD4+, y favorece la adhesión inter-celular durante la sinapsis 

inmunológica (Mummert et al., 2002). En el presente estudio, cuando LMW-HA fue 

utilizado para estimular a los linfocitos T CD4+, se demostró un efecto inmuno-

estimulador en los niveles expresados de citoquinas y factores de transcripción 

característicos de las respuestas tipo Th1, Th17 y Th22. Este efecto fue aún mayor 

cuando los linfocitos T CD4+ fueron expuestos ante CDs infectadas en presencia 

de LMW-HA, ratificando el efecto inmuno-estimulador de LMW-HA tanto en el 

reconocimiento como en la presentación antigénica. Sin embargo, se observó que 

el LMW-HA no posee efectos significativos sobre los linfocitos T CD4+ que fueron 

activados con CDs sin estimulación bacteriana, lo cual puede explicarse, al menos 

en parte, por la necesidad de activación previa del complejo TCR/CD3 en los 

linfocitos T para lograr la sensibilización ante HA (Galandrini et al., 1994). Sin 

embargo, si se observó un incremento de 57 veces en los niveles de expresión de 
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IFN-γ en linfocitos T expuestos a LMW-HA y activados con CDs sin estimulación 

bacteriana pero expuestos a LMW-HA, lo cual permite especular que LMW-HA 

poseen un efecto directo en la expresión de esta citoquina y, por lo tanto, favorecería 

la polarización parcial tipo Th1 en ausencia de presentación antigénica. 

Los efectos del HA en el metabolismo óseo son también dependientes de su 

tamaño molecular (Bastow et al., 2008). Mientras las cadenas largas de HA tienen 

un efecto inhibitorio sobre la osteoclastogénesis mediada por RANKL, el LMW-HA 

promueve la osteoclastogénesis mediante el incremento tanto de los niveles de 

RANKL secretados por los osteoblastos como la expresión de RANK en los 

precursores de osteoclastos (Watanabe et al., 2016, Ariyoshi et al., 2005). 

Concomitantemente, el efecto de LMW-HA se traduce también en mayor actividad 

de los osteoclastos, con mayor resorción ósea in vitro (Ariyoshi et al., 2005). En el 

presente trabajo se describe por primera vez un incremento en la expresión de 

RANKL en linfocitos T CD4+ activados en presencia de CDs estimuladas con 

bacterias periodontales y LMW-HA. El efecto de LMW-HA sobre la expresión de 

RANKL se observó únicamente en el contexto de la presentación antigénica 

(condición HA2 y HA3) y no así en ausencia de bacterias, lo que puede deberse al 

efecto mediado por CD44, el cual incrementa su afinidad por HA en los linfocitos T 

activados con antígenos presentados en el contexto de MHC-II (DeGrendele et al., 

1997a, DeGrendele et al., 1997b). 

En efecto, LMW-HA induce un incremento en los niveles de expresión de 

RANKL en células estromales de médula ósea, mediante su interacción con CD44 

(Cao et al., 2005). Dado que los linfocitos Th17 son el subtipo linfocitario productor 

de RANKL, es posible especular que el incremento en los niveles de expresión de 

RANKL frente al estímulo de LMW-HA puede deberse a una mayor polarización 

Th17, lo que es coherente con los resultados obtenidos para RORC2 e IL-17, cuyos 

niveles de expresión incrementaron de manera similar a los de RANKL.  

Entre las proteínas de unión a HA, CD44 es el receptor que posee mayor 

afinidad por los sitios de unión de HA y se expresa principalmente en líneas 

celulares de origen linfoide (Jackson, 2009). Sin embargo, en linfocitos T circulantes 

en estado quiescente, el receptor CD44 se encuentra inactivo y por tanto no posee 
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la capacidad de interactuar con HA (Siegelman et al., 1999). La activación de CD44 

en linfocitos T requiere de la presencia de citoquinas pro-inflamatorias, tales como 

TNF-α e IFN-γ, la unión de antígenos al TCR, la presencia de complejos proteína-

HA derivados de sitios de inflamación o la formación de clusters de CD44 (Levesque 

and Haynes, 1997, Lesley et al., 1994, Lesley and Hyman, 1992, Lesley et al., 1992, 

DeGrendele et al., 1997b). De manera similar, el LPS bacteriano posee un efecto 

activador de CD44 en monocitos mediante la secreción autocrina de TNF-α y 

posterior sialilación del sitio de unión a HA (Gee et al., 2003). Los resultados 

obtenidos en el presente trabajo demostraron el efecto inductor de LMW-HA sobre 

los niveles de expresión de CD44, incluso en ausencia de estímulo bacteriano. Este 

incremento puede explicarse por la activación del receptor CD44 en presencia de 

TNF-α, citoquina que se ha reportado que incrementa en las CDs expuestas a LMW-

HA y bacterias periodontales (Monasterio et al., 2018), y que por ende induce la 

sobrexpresión de CD44 incluso en ausencia de señalización TCR. Sin embargo, los 

resultados obtenidos en los niveles de expresión de citoquinas, factores de 

transcripción y RANKL en ausencia de antígenos bacterianos no se asocian al 

mismo patrón de variación que CD44. Tomando en consideración estos 

antecedentes, es posible especular que, si bien la presencia de citoquinas pro-

inflamatorias secretadas por las CDs expuestas únicamente a LMW-HA pueden 

inducir la sobrexpresión de CD44, la sobrexpresión de CD44 no representa un 

estímulo suficiente para promover la polarización y activación de linfocitos T, para 

la cual es requisito fundamental la activación antigénica del complejo TCR/CD3. Así, 

el efecto inmunogénico del LMW-HA podría presentar similitudes con el LPS, en el 

sentido que presenta funciones estimulatorias como una molécula coadyuvante de 

la activación de la respuesta inmune adaptativa (Figura 6) (McAleer and Vella, 

2008).  



30 
 

 

Figura 6. Rol del LMW-HA en el contexto de la presentación antigénica. (A) En presencia de 

LMW-HA la célula dendrítica puede secretar citoquinas pro-inflamatorias que promoverán la 

activación parcial del Linfocito Th y activarán el receptor CD44 superficial, lo que puede incrementar 

los niveles de expresión de IFN-γ, pero no inducirá la polarización linfocitaria. (B) En presencia de 

bacterias periodontales y LMW-HA, la célula dendrítica secretará altos niveles de citoquinas pro-

inflamatorias, presentará antígenos bacterianos en el contexto de MHC-II y promoverá la activación 

y polarización de los linfocitos Th. A su vez, incrementará la afinidad de CD44 por HA y aumentará 

su expresión en los linfocitos, lo que permitirá que en presencia de LMW-HA durante la presentación 

antigénica, incrementen los niveles de expresión de citoquinas y factores de transcripción asociados 

a linfocitos Th1, Th17 y Th22.  

El HA es una molécula fundamental que forma parte de los tejidos blandos y 

duros del periodonto (Dahiya and Kamal, 2013). Durante la periodontitis, el estado 

inflamatorio crónico, el incremento de especies reactivas de oxígeno (ROS) y la 

actividad enzimática bacteriana inducen la degradación del HA, lo cual incrementa 

la acumulación local de LMW-HA (Bartold and Page, 1986, Waddington et al., 2000, 

Yamalik et al., 1998). Resultados no publicados de nuestro grupo de investigación 

ratifican el incremento de LMW-HA durante la periodontitis, y que altos niveles de 

LMW-HA detectados en fluido gingival crevicular de pacientes con periodontitis se 

mantienen incluso 6 meses después de finalizada la terapia convencional no 

quirúrgica exitosa (datos no publicados). Esto podría sugerir que la disrupción 

mecánica profesional de la placa bacteriana subgingival no provee mejoras 

significativas en los niveles de fragmentación de la MEC gingival, convirtiéndola en 

una fuente activa de señales de daño. Más aún, la terapia convencional, así como 

otros procedimientos quirúrgicos intra-orales, pueden favorecer la fragmentación del 

HA debido a la injuria tisular, tal como se observa en otros procedimientos 

quirúrgicos que involucran daño tisular (Huber-Lang et al., 2018, Jiang et al., 2005). 
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Por otro lado, recientemente se ha demostrado que la diferenciación de los linfocitos 

Th17 en la barrera gingival, a diferencia de otras barreras epiteliales, no depende 

de la microbiota comensal, sino de la presentación antigénica asociada a la IL-6 

secretada durante el daño tisular inducido por las fuerzas masticatorias (Dutzan et 

al., 2017). A su vez, este daño tisular sostenido en el tiempo actúa como una señal 

amplificadora de la respuesta inmuno-inflamatoria mediada por los linfocitos Th17 y 

contribuye a la resorción ósea patológica característica de la periodontitis (Dutzan 

et al., 2017). Al respecto, nuestros resultados contribuyen a explicar en parte dichos 

hallazgos, particularmente por el incremento en los niveles de expresión de IL-6 que 

induce LMW-HA en las CDs (Monasterio et al., 2018) y su efecto posterior en la 

activación y polarización de linfocitos Th17 demostrada en el presente estudio.  

El pulido y alisado radicular es considerado el tratamiento “estándar de oro” 

entre los métodos convencionales de control de la placa bacteriana subgingival; sin 

embargo, su efectividad disminuye a mayor profundidad de los sacos periodontales 

(Cobb, 2002). En este sentido, se han propuesto diversos tratamientos 

coadyuvantes como complemento al pulido y alisado radicular, entre los cuales se 

incluye el uso de antibióticos locales o sistémicos, bifosfonatos, láser y terapia 

fotodinámica, entre otros (Zandbergen et al., 2013, Akram et al., 2017, Vohra et al., 

2016, Abduljabbar et al., 2017). Así, la implicancia clínica del presente estudio radica 

en la importancia de la integridad tisular antes, durante y después de un tratamiento 

periodontal, por lo cual se deberían utilizar estrategias que permitan mitigar los 

efectos inmunogénicos de la fragmentación tisular, que si bien este estudio se 

centra únicamente en LMW-HA, sus resultados pueden ser extrapolables a otras 

moléculas consideradas como DAMPs. Para ello, se podrían seguir al menos tres 

estrategias distintas: (1) Reducir la generación de fragmentos de HA, (2) bloquear 

selectivamente la señalización del LMW-HA en los tejidos periodontales, y/o (3) 

utilizar moléculas que antagonicen el efecto del LMW-HA. Así, podría considerarse 

el uso de anti-hialuronidasas, las cuales bloquearían la acción de las enzimas 

específicas que degradan al HA, tal como se ha probado en el tratamiento de la 

hepatitis crónica o en infecciones del tracto respiratorio superior, donde han 

demostrado tener propiedades anti-inflamatorias (Erickson and Stern, 2012, Mio 

and Stern, 2002, Harunari et al., 2014, Yanagawa et al., 2004). Por otro lado, se 
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podría considerar el uso terapéutico de HMW-HA, debido a su capacidad de inhibir 

la señalización vía TLR2 en células presentadoras de antígeno (Scheibner et al., 

2006) ya que es un inhibidor competitivo de CD44, con mayor afinidad que LMW-

HA (Liang et al., 2016). HMW-HA posee un efecto antagónico a LMW-HA, 

particularmente en sus propiedades anti- o pro-inflamatorias y angiogénicas (Altman 

et al., 2016, Stern et al., 2006, Zhao et al., 2015). Así, el uso de un gel de HMW-HA 

al 0,2% como coadyuvante al pulido y alisado radicular en el tratamiento de la 

periodontitis promueve mejoras en los parámetros clínicos de la enfermedad (Rajan 

et al., 2014). Además, el uso de HMW-HA asociado al tratamiento de la periodontitis 

reduce la proliferación de fibroblastos y linfocitos T en las lesiones periodontales y 

promueve la resolución de la inflamación (Mesa et al., 2002). Por lo tanto, los 

resultados del presente estudio contribuyen a explicar, al menos en parte, la 

cronicidad de la periodontitis en función del daño tisular generado durante la 

progresión de la enfermedad y la refractariedad al tratamiento convencional. Lo 

anterior, debiera estimular a los clínicos tratantes a otorgarle un espacio relevante 

en la planificación del tratamiento a la integridad de la MEC en los tejidos 

periodontales, la cual más allá de ser una matriz de soporte, debe ser considerada 

como una fuente activa y dinámica de señales que pueden determinar la progresión 

de la enfermedad y, eventualmente, un tratamiento poco exitoso. 

Entre las limitaciones de este estudio se encuentra el uso exclusivo de la 

técnica qPCR para analizar las citoquinas y factores de transcripción, aunque este 

es un método sensible que permite determinar variaciones en los niveles de mRNAs 

que muestran bajos niveles de expresión (Giulietti et al., 2001). Este estudio, se 

puede complementar a futuro con el análisis de los niveles de proteína, mediante el 

uso de ensayos ELISA y citometría de flujo, que contribuyan a determinar los niveles 

de secreción efectivos de las citoquinas estudiadas y la expresión real de los 

factores de transcripción. Por otro lado, los resultados aquí presentados fueron 

obtenidos únicamente utilizando LMW-HA, dejando abierta la pregunta del posible 

efecto que podrían tener otras formas de HA existentes, con tamaños moleculares 

intermedios o altos. Por otra parte, sería interesante determinar el efecto del LMW-

HA en otras subpoblaciones linfocitarias, asociadas al control o regulación de la 

inflamación y la osteo-destrucción, tales como los linfocitos Th2 y T reguladores. 
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CONCLUSIÓN 

El LMW-HA tiene un efecto inmuno-estimulador de la expresión de citoquinas y 

factores de transcripción característicos de los linfocitos Th1, Th17 y Th22, así como 

RANKL y el receptor CD44, en el contexto de la presentación antigénica a los 

linfocitos T CD4+ mediada por CDs estimuladas con A. actinomycetemcomitans o 

P. gingivalis.  
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Anexo 
CONSENTIMIENTO INFORMADO 

 

Título del proyecto 

“Niveles de expresión de citoquinas y factores de transcripción tipo Th1, Th17 y Th22 
en linfocitos T CD4+ activados por células dendríticas expuestas ante hialuronano de 
bajo peso molecular y estimuladas con Aggregatibacter actinomycetemcomitans o 
Porphyromonas gingivalis¨. 

Objetivo de la investigación 

El propósito del presente estudio es entender la respuesta defensiva que se 
desarrolla en las personas durante la infección de la encía y los dientes (gingivitis y 
periodontitis). En particular, analizar ciertas moléculas llamadas citoquinas y 
factores de transcripción que se producen en las células defensivas cuando se 
estimulan con 2 bacterias que causan la enfermedad: Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans y Porphyromonas gingivalis. 

 

Personas estudiadas: 

Se seleccionarán 15 pacientes sanos invitados a participar voluntariamente del 
estudio. Los criterios de exclusión serán la prueba positiva del virus VIH y/o de 
hepatitis B ó C, la presencia de infecciones manifiestas durante el último mes, fiebre, 
alergias sintomáticas, recuentos anormales de células sanguíneas, aumento de 
enzimas hepáticas y consumo de medicamentos de cualquier tipo, excepto 
vitaminas y anticonceptivos orales. 

La persona invitada a participar del estudio tiene derecho a rechazar la 
incorporación, retirar sus datos o abandonar el estudio en cualquier momento. 

Las personas que participan en el estudio NO recibirán retribución 
económica o material. 

 

Toma de muestra 

A las personas que participen del estudio se les tomará una muestra de sangre 
venosa, que se obtendrá mediante punción en una vena del antebrazo utilizando 
los procedimientos estándar (aguja y jeringa) 

 

Procedimiento de laboratorio y destino de las muestras de sangre: 

Las muestras de sangre se utilizarán para aislar células, las que en los 
experimentos se estimularán con las bacterias en estudio para analizar las 
citoquinas y factores de transcripción que producen. Cualquier resto sobrante de 
sangre será destruido. 
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 En las muestras de sangre NO se realizarán estudios genéticos. 
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Complicaciones que pueden suceder para la toma de las muestras de sangre: 

El procedimiento de toma de muestra de sangre es inocuo y estándar. An así, en 
algunos casos puede ocurrir una leve molestia durante la punción con la aguja, 
desvanecimiento o la aparición de un hematoma o moretón en la zona de punción 
pasado algunos minutos. Todas estas complicaciones no implicarán riesgo, daño 
ni detrimento alguno en la salud o en la integridad física y/o síquica de las 
personas participantes. 

 

Duración de la participación de las personas en el estudio: 

Una vez tomada la muestra de sangre, el paciente terminará su participación en el 
estudio. 

 

Beneficios de participar en el estudio: 

Los pacientes NO recibirán beneficios directos por participar en el estudio. 

 El estudio contribuirá a ampliar el conocimiento sobre las defensas de las 
personas cuando existen infecciones en las encías y los dientes (gingivitis y 
periodontitis). Esto implica beneficios para el investigador y eventualmente para la 
odontología clínica. 

 Los pacientes pueden solicitar, si lo desean, información de los resultados 
del análisis individual y de todo el estudio. 

 

Confidencialidad de los datos: 

Todos los datos del paciente serán reservados y sólo se registrarán en la ficha 
clínica del paciente, manteniendo la confidencialidad tal como lo establece la 
normativa vigente. 

 

Responsable del proyecto de investigación: 

El responsable del proyecto de investigación es el profesor Dr. Rolando Vernal 
Astudillo quien trabaja en el departamento de Odontología Conservadora., 
Facultad de Odontología, Universidad de Chile y que para tal efecto se domicilia 
en la calle Sergio Livingstone 943, Independencia, Santiago. 

 Los pacientes pueden contactar al investigador cuando lo deseen para 
plantear cualquier duda que deseen aclarar. 
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Institución patrocinante: 

La institución patrocinante del responsable del proyecto de investigación es la 
Faculta de Odontología de la Universidad de Chile. 

 

Comité Ético Científico: 

Este proyecto ha sido aprobado por el comité ético científico de la facultad de 
Odontología de la Universidad de Chile. Este comité es presidido por el Prof. Dr. 
Eduardo Fernández Godoy, quien se domicilia en la calle Sergio Livingstone 943, 
Independencia, Santiago. 

 El paciente que acepte participar en el presente estudio puede solicitar una 
copia del certificado de aprobación del proyecto emitido por el comité. 
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FORMULARIO 

CONSENTIMIENTO INFORMADO 

 

Declaración del paciente: 

 

He comprendido las explicaciones que se me han dado, en un lenguaje claro y 
sencillo, y el investigador me ha permitido realizar todas las observaciones y 
preguntas necesarias, resolviéndome todas las dudas que le he planteado. 

 

He comprendido que en cualquier momento y sin necesidad de dar 
explicación alguna puedo revocar el consentimiento que presto ahora y abandonar 
la investigación. 

 

Acepto voluntariamente tomar parte del estudio. 

 

  

 

 

 

Identificación del paciente   Identificación del investigador responsable 

Nombre:     Nombre: Rolando Vernal Astudillo 

RUT:      RUT:11.635.874-3 

Fono:      Fono: +56-3-9781815 

 

 

 

 ----------------------------    -------------------------- 

Firma      Firma 

 

Fecha de la firma del paciente: 

  


