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1. RESUMEN.

Introduccién: Las células T asesinas naturales (NKT) corresponden a una
subpoblacion linfocitaria. Difieren de las células TaB convencionales, ya que
presentan una cadena TCR invariante Va24JaQ (murinos: Va14Ja281). A su vez,
estas células comparten caracteristicas de las células Natural Killer (NK), debido a
que expresan el marcador CD161 (murinos: NK1.1). Ademas, se caracterizan por
presentar funciones efectoras que intervienen en la respuesta inmune, viéndose
involucradas en diversas enfermedades autoinmunes como higado graso no
alcoholico, encefalomielitis autoinmune, alopecia areata, artritis reumatoidea,
osteoporosis, entre otras, sin embargo, la evidencia en periodontitis es escasa. En
esta revision se analizaran los estudios disponibles que permitan establecer la

presencia e instaurar el rol de las células NKT en la etiopatogenia de la periodontitis.

Metodologia: La investigacion se realizé siguiendo el protocolo PRISMA-P y su
extension para scoping reviews. Se seleccionaron estudios observacionales y
experimentales in vivo e in vitro que presentaban como objetivo establecer la
proporcion y/o rol de las células NKT en tejido periodontal. Se incluyeron articulos
de los ultimos 25 afios, en idioma inglés o castellano. La busqueda se realiz6 en las
bases de datos Medline via PubMed, Embase, Web of Science y Scopus. Los
estudios fueron analizados por dos revisores independientes y un tercer revisor
tomo la decision final en situaciones de duda. Finalmente, por medio de las
herramientas Newcaste-Ottawa y Syrcle se evaluod el riesgo de sesgo.

Resultados: Se encontraron 130 articulos de los que se seleccionaron 5 para su
analisis, presentando un riesgo de sesgo moderado. Se establecio la presencia de
células NKT en tejidos periodontales en salud y un incremento en su nimero en
periodontitis. La activacion de estas células in vitro e in vivo evidencié un incremento

en los niveles de interleuquinas, marcadores inflamatorios y resorcion alveolar.

Conclusiones: En el tejido periodontal las células NKT estan presentes en salud y
aumentadas en periodontitis. El incremento de estas células durante la periodontitis
podria establecer una relacion con el desarrollo, progresiéon y/o regulacion de la
periodontitis, sin embargo, se requiere mayor cantidad de estudios para establecer

el rol de estas células.



2. MARCO TEORICO.

Las células T asesinas naturales (NKT) se han establecido como un nuevo linaje de
células T (Wingender y cols, 2015). Estas células se han identificado tanto en
murinos como en humanos, pudiendo tener un rol fundamental en la regulacion de
los linfocitos T (Wingender y cols, 2015). Las células NKT difieren de las células Taf
convencionales debido a que cuentan con un receptor antigénico de células T (TCR)
restringido que utiliza segmentos génicos para murinos (Va14Ja28/VB8, V7, VB2)
y humanos (Va24JaQ/VB11) (Porcelli y cols, 1993; Lantz y Bendelac, 1994,
Benlagha y cols, 2000; Godfrey y cols, 2000; Bendelac y cols, 2007). Tanto las
células NKT humanas, como murinas, interactian de manera especifica con las
células que presentan glicolipidos asociados al receptor CD1d, molécula
monomorfica de la clase Ib (Benlagha y cols, 2000), que tiene un rol inmuno-
regulador importante al permitir la produccion de interleuquina (IL)-4 e interferén
(IFN)-y pudiendo influir en la respuesta inmune (Benlagha y cols, 2000; Bendelac y
cols, 2007). Ademas, las células NKT murinas expresan NK1.1 y las humanas su
homélogo CD161, marcadores especificos de células Natural Killer (NK) (Godfrey y
cols, 2000; Bendelac y cols, 2007). Aungue la funcién de las células NKT y su
posible rol en la patogénesis de las enfermedades aun no se define por completo,
varios modelos experimentales asocian la respuesta de las células NKT contra
microrganismos o células tumorales. La alteracion del rol inmuno-regulador de las
células NKT, dependiendo niamero o funcién, se ha visto involucrado en diversas
enfermedades autoinmunes (Godfrey y cols, 2000). Asi, en esta revision sistematica

cualitativa se analizara la presencia y el rol de las células NKT en la periodontitis.
2.1 Caracteristicas fenotipicas de las células NKT

En el afio 1987, diversos grupos de investigacion publicaron la existencia de una
subpoblacion particular de linfocitos Ta3 en murinos que expresaban una cadena
VB8 del TCR con una mayor frecuencia que en los linfocitos T convencionales
(Fowlkes y cols, 1987), carecian de la expresiéon de CD4 y CD8 (Bendelac y cols,
1995; Benlagha y cols, 2000) y compartian caracteristicas con las células asesinas
naturales (NK), especificamente la expresion del marcador NK1.1 (Wingender y

cols, 2015; Bennstein, 2017). El interés de estas células aumentdé cuando se



8

describié que producen citoquinas inmuno-reguladoras, tales como IL-4, IFN-y y

factor de necrosis tumoral (TNF)-a (Bendelac y cols, 1995; Benlagha y cols, 2000).

En particular, las células NKT poseen una cadena invariante del TCR (Dellabona y
cols, 1994; Bendelac y cols, 1995; Bendelac y cols, 2007) que en humanos se
expresa como: una cadena Va24/Ja18 (murinos: Va14/Ja18) junto con una cadena
VB11 (murinos: VB2, VB8, VB7). Ademas, presenta un marcador de fenotipo de
células T de memoria efectora, CD45RO (Bendelac y cols, 2007; Montoya Yy cols,
2007), marcador que tiene una gran capacidad para producir citoquinas pro-
inflamatorias y anti-inflamatorias, ademas de moléculas co-estimuladoras que
promueven la activacion celular (Bendelac y cols, 2007; Montoya y cols, 2007). Los
linfocitos NKT son independientes de la expresion del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC), carecen de la expresion de CD4 y CD8 (Ohteki y
MacDonald, 1994) y poseen un ligando especifico que regula su funcion: la molécula
CD1d (Bendelac, 1995; Exley y cols, 1997; Kawano y cols, 1997; Roark y cols, 1998;
Wingender y cols, 2015; Carrefio y cols, 2016). En efecto, la molécula CD1d es una
molécula homodloga al MHC expresada principalmente por células del linaje
hematopoyético (monocitos, células dendriticas, linfocitos T y B), por células no
hematopoyéticas (Brigl y Brenner, 2004) y tiene 3 dominios extracelulares (a1, a2y
a3) que forman un heterodimero con la B2-microglobulina y presenta antigenos
lipidicos hidrofébicos a las células T (Bendelac y cols, 1995; Carreno y cols, 2016).
Asi, la evidencia sugiere que este linaje de linfocitos T reconocen antigenos
glicolipidicos como el a-galactosilceramida (a-GalCer) presentados por la molécula
CD1d, asociado al TCR invariante y en conjunto con moléculas co-estimuladoras

promueven la activacion de estas células (Wang y cols, 2018) (Figura 1).
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Figura 1. Presentacion antigénica y activacion de las células NKT. El receptor CD1d de la célula presentadora de
antigeno presenta el antigeno glicolipidico al receptor TCR de la célula NKT y que junto con moléculas co-estimuladoras
promueve la funcién de proliferacion, supervivencia celular y eliminacién de tumores, ademas de promover en la célula
presentadora de antigenos la activacion y proliferacion en las células T CD4" y CD8* (Tomado del paper “Natural Killer T
(NKT) Cells and Periodontitis: Potential Regulatory Role of NKT10 Cells. Mediators of Inflammation. Melgar-Rodriguez y
cols, 2021").

El recientemente mencionado a-GalCer es un glicolipido sintético derivado de una
esponja marina llamada Agelas mauritanius, este contiene enlaces glicosidicos
anomericos con residuos de galactosa unidos a una base de esfingosina (Biburger
y Tiegs, 2005; Carreiio y cols, 2016), siendo este el ligando caracteristico
presentado por las moléculas tipo CD1d para la activacion de las células NKT en
humanos y murinos, permitiendo la produccion de altos niveles de citoquinas, en
particular 1L-4 e IFN-y (Kawano y cols, 1997). Para fines experimentales se
desarroll6é un analogo sintético que emula su funcion, llamado KRN7000 (Carrefio y
cols, 2016). Recientemente, estudios in vitro han demostrado que en células
precursoras de NKT, la estimulacion con a-GalCer induce la activacion y secrecion
de estas moléculas, lo que sugiere que tiene una potente actividad inmuno-
estimuladora (Biburger y Tiegs, 2005; Wu y cols, 2009). No obstante, a-GalCer no
es un componente normal en las células humanas se desconocen los glicolipidos
fisioldégicos que se asocian con CD1d in vivo y por ello se ha sugerido que a-GalCer

imita al ligando o natural debido a la integracion de alta afinidad con CD1d (Gumperz
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y cols, 2000). Adicionalmente, las células NKT tienen la capacidad de responder a
extractos lipidicos de tumores cancerigenos, lo que sugiere un reconocimiento
especifico a un ligando natural que podria alterar la estructura y funcion de los
tumores (Figura 2) (Gumperz y cols, 2000; Zhou, 2007).

aGalCer C26:0 (KRN7000)

OH Amide
OH 0 bond N-acyl
HO OH /\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\

HO

Carbohydrate ?D\/\‘/\\/\/\/\/\/\/\/
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Figura 2. Antigeno glicolipidico artificial a-GalCer (KRN7000). a-GalCer est4d compuesto por un carbohidrato, una
esfingosina y una cadena de N-acil unidos a un compuesto glisosidico y una amida (Tomado del paper “Natural Killer T
(NKT) Cells and Periodontitis: Potential Regulatory Role of NKT10 Cells. Mediators of Inflammation. Melgar-Rodriguez y
cols, 2021”).

2.2 Clasificacion y desarrollo de las células NKT

Las células NKT se clasifican en 2 tipos, denominadas células NKT tipo | y tipo Il
(Liao y cols, 2012; Carrefio y cols, 2016). Las células NKT tipo | expresan una
cadena TCRa invariante junto a una cadena de TCRp, por ello también son
denominadas células NKT invariantes (iINKT) (Carrefio y cols, 2016). Estas células
reconocen a lipidos y antigenos glicolipidicos unidos a CD1d y su activacion tiene
tanto efectos pro-inflamatorios como anti-inflamatorios (Wu y Van Kaer, 2009;
Brennan y cols, 2013). Las células NKT tipo Il expresan un repertorio diverso de
TCR, similar a las células T convencionales, por ello se denominan células NKT
diversas (dNKT) (Behar y cols, 1999; Wu y Van Kaer, 2009; Carrefio y cols, 2016)
al igual que las iNKT, reconocen a lipidos y antigenos glicolipidicos presentados por
CD1dy se ha demostrado que tienen una funcién inmuno-moduladora (Behar y cols,
1999; Liao y cols, 2012).
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Estudios previos proponen que el desarrollo funcional de las células NKT se produce
en 3 subgrupos diferenciados basado en el patron de expresién de citoquinas y
factores de transcripcidon caracteristicos, denominado modelo de diferenciacién
lineal (Hogquist y Georgiev 2020; Kwon y Lee 2017). En este modelo, después de
la presentacion del antigeno glicolipidico, las células NKT surgen de un progenitor
comun, clasificado como célula NKTO (egr2hehCD24*CD44'NK1.1), luego al
activarse el factor de transcripcion plzf, NKTO se diferencia a una célula NKT
precursora (NKTp) (CD4* e IL17RB", donde el factor ILL7RB" es el receptor de IL-
25 que define la capacidad de produccion de IL-4 en las células NKT), para
finalmente diferenciarse a tres subgrupos denominadas NKT1, NKT2 y NKT17
(Bendelac y cols, 2007; Hogquist y Georgiev 2020; Kwony Lee 2017).

Las células NKT1 (plzf°o“tbet*CD122*I1L17RB") posterior a su estimulacion producen
IFN-y y bajos niveles de IL-4 y es el Unico subgrupo que expresa proteinas
caracteristicas de las células NK como NK1.1, NKG2D y Nkp46 (Lee y cols, 2016).
Las células NKT2 (plzfi9hgata3*CD4*CD27*IL17RB*) expresan elevados niveles de
plzf e il-4 (Hogquist y Georgiev, 2020). Finalmente, las células NKT17
(plzf™edroryT*CD4 Cd27°1L17RB*") producen elevados niveles de IL-17 (Hogquist y
Georgiev, 2020; Lee y cols, 2016). Interesantemente, se ha demostrado que las
células NKT2 producen activamente IL-4 en condiciones de estado estacionario, un
proceso esencial para la generacion de células T CD8* en el timo y en la periferia
(Hogquist y Georgiev 2020; Lee y cols, 2011). Finalmente, las células NKT1, NKT2
y las células NKT17 se consideran células diferenciadas terminales que
generalmente no se diferencian a otros subgrupos (Lee y cols, 2011; Lee y cols,
2016).

Recientemente, se ha descrito un nuevo subgrupo de células NKT con una funcién
reguladora dependiente de la produccion de IL-10, denominadas NKT10 (Sag y cols,
2014; Wingender y cols, 2015). Las células NKT10 expresan varios marcadores
comunes asociados a las células T reguladoras, incluidos CD152 (CTLA4), CD279
(PD1) y CD304 (Neuropilina-1) (Sag y cols, 2014; Wingender y cols, 2015). Con
respecto a su desarrollo, posterior a la estimulacion antigénica glicolipidica, las
células NKT10 presentan produccion de citoquinas pro-inflamatorias, sin embargo

esta produccidn es reducida en comparacion con otros subgrupos de NKT (Lynchy
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cols, 2015; Wingender y cols, 2015). De igual forma, las células NKT10 al ser
productoras de IL-10 podrian provocar una respuesta anti-tumoral, fomentar la
expansion clonal de células T reguladoras y macrofagos M2 anti-inflamatorios
(Lynch y cols, 2015). Ademas, se ha observado la promocién de una respuesta
supresora por parte de NKT10 en modelos in vivo de encefalomielitis autoinmune
experimental (Sag y cols, 2014; Lynch y cols, 2015). En modelos murinos, las
células NKT10 se encontraron en el timo, bazo y principalmente en tejido adiposo,
donde el 13,5% de las células NKT totales producen IL-10 después de la activaciéon
antigénica glicolipidica (Sag y cols, 2014; Wingender y cols, 2015) y en sangre
periférica humana presentan una frecuencia del 0,5% (Sag y cols, 2014; Wingender
y cols, 2015; Nair y Dhodapkar, 2017). Estos datos nos permiten especular que las
células NKT10 son importantes para mantener un ambiente anti-inflamatorio
mediante la produccion de IL-10, principalmente en el tejido adiposo (Sag y cols,
2014). Asi, la proliferacion de las células NKT10 concedida a través de la activacion
mediante el antigeno glicolipidico a-GalCer promueve una respuesta anti-
inflamatoria que ayudaria a comprender la actividad funcional de los antigenos
glicolipidicos en una terapia inmuno-reguladora (Sag y cols, 2014; Wingender y cols,
2015).

2.3 Funciones efectoras de las células NKT

Tanto las células NKT murinas, como las humanas, han demostrado una elevada
actividad citotoxica, ademas de una rapida secrecion de citoquinas efectoras, como
IL-4 e IFN-y (Godfrey y Kronenberg, 2004; Carrefio y cols, 2016). Esta rapida
secrecion de citoquinas después de la activacién de las células NKT induce la
posterior activaciéon de multiples tipos celulares como células dendriticas, células
NK, células B, células T CD4* y CD8*, ademas del incremento en la produccion de
sus moléculas, proceso denominado transactivacion (Figura 3) (Godfrey y

Kronenberg, 2004; Carrefio y cols, 2016).
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Figura 3. Transactivacién de las células NKT. Las células NKT se activan mediante la unién de su TCR con antigenos
glicolipidicos presentados por una molécula CD1d expresado por las células presentadoras de antigenos, por ejemplo,
células dendriticas (células dendriticas CD8a* en ratones). Luego de la activacion del TCR, las células NKT secretan
rapidamente mdltiples citoguinas tipo Thl y Th2 como IFN-y e IL-4 que influyen en la actividad de otras células inmunes,
por ejemplo, células NK, células dendriticas, células B, células T convencionales (Tomado del paper “Natural Killer T (NKT)
Cells and Periodontitis: Potential Regulatory Role of NKT10 Cells. Mediators of Inflammation. Melgar-Rodriguez y cols,
20217).

La activacion de las células NKT mediada por la solubilidad de los glicolipidos
permite la polarizacion hacia un fenotipo linfocitario T helper Thl o Th2 (Godfrey y
Kronenberg, 2004; Carrefio y cols, 2016). En general, los cambios estructurales
aumentan la hidrofobicidad de los glicolipidos, lo que conlleva a una respuesta pro-
inflamatoria tipo Th1, mientras que al mejorar su solubilidad en ambientes acuosos
permiten una respuesta anti-inflamatoria tipo Th2 (Carrefio y cols, 2016). Por lo
tanto, los analogos de a-GalCer que inducen una respuesta tipo Thl requieren que
las células dendriticas internalicen al antigeno para la presentacion antigénica, su
asociaciéon con CD1d dependiente de un pH &cido en los compartimentos
endosomales y de la transferencia de lipidos intracelulares (Kang y Cresswell, 2004;
Carrefio y cols, 2016). Como resultado, estos ligandos experimentan una
presentacion antigénica dependiente del endosoma que en conjunto con CD1d
forman complejos que se encuentran en microdominios de membrana,

denominados lipid rafts (Carrefio y cols, 2016). Por el contrario, debido a la menor
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hidrofobicidad, los glicolipidos hidrofilicos promueven una respuesta anti-
inflamatoria tipo Th2 directamente asociado a CD1d evitando la presentacion
endosomica y la formacién de complejos asociados a lipid rafts (Carrefio y cols,
2016). Asi, la solubilidad de los glicolipidos estéa relacionada con la activacion celular
y las vias de sefalizacion intracelular mediadas por CD1d (Kronenberg y Gapin,
2002; Carrefio y cols, 2016).

Los distintos subgrupos de células NKT pueden producir diversos perfiles de
citoquinas luego de la activacion, por ello se especula que la elevada produccion de
IL-4 de las células NKT podria promover la diferenciacién de una respuesta tipo Th2
(Godfrey y cols, 2000), ademas, de poseer una elevada actividad litica que favorece
la interaccion de Fas-L/Fas y la eliminacion de células tumorales mediada por
perforina (Kronenberg y Gapin, 2002). Por lo tanto, el rol de las células NKT en la
regulacion de la respuesta inmune asociado a diferentes patologias podria ser
debido a la produccién de un perfil de citoquinas tipo Th1/Th2, la citotoxicidad celular

o la secrecion de citoquinas reguladoras (Kronenberg y Gapin, 2002).

2.4 Rol de las células NKT en las patologias inflamatorias y osteoliticas

En diversas enfermedades el rol de las células NKT en la patogénesis se ha
establecido claramente (Drennan y cols, 2010; Rizzo y cols, 2019). En la patogenia
de la enfermedad del higado graso no alcohdlico, se ha demostrado que las células
NKT hepaticas tienen un rol dual, durante la fase mas temprana de la enfermedad
cumplen una funcion protectora y en etapas posteriores promueven la fibrogénesis
(Tajiri y Shimizu, 2012). La transferencia adoptiva de células NKT a murinos
deficientes en leptina produce una reduccion del higado graso y la glucemia (Elinav
y cols, 2006).

Durante la encefalomielitis autoinmune, las células NKT1 que producen IFN-y
favorecen la respuesta patogénica de los linfocitos colaboradores (Th) tipo Thl y
Th17 en el sistema nervioso central (Ohy Chung, 2011). Por el contrario, las células
NKT2 productoras de IL-4 inhiben la respuesta Thl, pero no la respuesta Thl7
(Singh y cols, 2001). En un modelo murino de alopecia areata inducida por
xenoinjerto de cuero cabelludo e inoculacion de células mononucleares de sangre

periférica (PBMC) estimuladas in vitro con IL-2 se observé un incremento en el
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namero de células NKT1 (Gilhar y cols, 2016). A su vez, este aumento en el nimero
de células NKT1 produjo una expansion clonal de linfocitos Th y citotoxicos y el
incremento en la producciéon de IFN-y lo que promueve la distrofia del foliculo piloso

y pérdida focal de cabello (Gilhar y cols, 2016).

Durante la artritis reumatoide, las células NKT desempefian un rol patolégico al
promover la destruccién progresiva del hueso articular (Chiba y cols, 2004; Rizzo y
cols, 2019). En pacientes afectados por artritis reumatoide, se ha observado un
aumento en la infiltracion de células NKT1 en las articulaciones afectadas
(Gutowska-Owsiak y cols, 2014). En un modelo animal de artritis reumatoide
inducida por colageno, la administracién a largo plazo de o-GalCer indujo la
activacion de las células NKT, que a su vez promovio la diferenciacién de los
linfocitos Th con actividades pro-inflamatorias (Rizzo y cols, 2019). Por el contrario,
en pacientes afectados por osteoporosis, el deterioro 6seo se asocioé con la actividad
de las células NKT1y NKT17 (Tilkeridis y cols, 2019). Asi, las células NKT favorecen
la sobreexpresion del ligando o del receptor activador del factor nuclear kB
(RANKL), factor clave responsable de la osteoclastogénesis y la resorcion Osea
mediada por osteoclastos, un fendmeno que aumenta con la severidad de la

enfermedad y es dependiente de la pérdida de estrogenos (Tilkeridis y cols, 2019).

De esta forma, las células NKT se encuentran implicadas en diversas patologias
inflamatorias y osteoliticas, sin embargo, en el contexto de la enfermedad
periodontal los estudios existentes son escasos. Por lo tanto, en esta revision
sistematica exploratoria se analizaran los estudios disponibles acerca de la
presencia y el rol de las células NKT en el proceso pro-inflamatorio y osteo-

destructivo asociado a la periodontitis.
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3. PREGUNTAS DE INVESTIGACION.

¢ Existira la presencia de las células NKT y cual es el rol de estas células en la

etiopatogenia de la periodontitis?

4. OBJETIVO GENERAL.

Identificar y describir la evidencia disponible relacionada con la presencia y el rol de
las células NKT en la etiopatogenia de la periodontitis, mediante el analisis de
estudios observacionales y experimentales in vivo e in vitro en tejidos periodontales
de pacientes afectados por periodontitis, animales con periodontitis experimental o

modelos in vitro de infeccion periodontal.
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5. METODOLOGIA.

La siguiente revision sistematica exploratoria (Scoping systematic review) se realizo
siguiendo las indicaciones del protocolo PRISMA-P y su extension para scoping
reviews (Arksey y O’Malley 2005; Tricco y cols, 2018; Urrutia y Bonfill, 2010).

El estudio se baso en la pregunta acorde al acronimo PICR: P = Poblacion (Tejidos
periodontales humanos afectados de periodontitis, tejido periodontal de animales
con periodontitis experimental o cultivos celulares tratados mediante modelos de
infeccidn periodontal), | = Intervencion (Analisis de muestras de: Tejido periodontal
de pacientes afectados por periodontitis, tejido periodontal de animales con
periodontitis experimental, cultivos celulares inoculados mediante modelos de
infeccién periodontal) C = Comparacion (Muestras de tejido periodontal de
pacientes sanos o afectados de gingivitis, animales sanos, cultivos celulares no

infectados) y R = Resultados (Presencia y rol de las células NKT).

5.1 Criterios de elegibilidad: Inclusion y exclusion

Los trabajos seleccionados fueron estudios observacionales y experimentales in
vitro o in vivo que describen la presencia y/o el rol entre las células NKT vy la
etiopatogenia de la periodontitis. Se eligieron articulos publicados en los ultimos 25
afos debido a que el descubrimiento y estudio de las células NKT es reciente y
existe escasa evidencia al respecto. Se seleccionaron aquellos estudios en idioma

castellano por ser lengua nativa e inglés por ser el idioma universal de la ciencia.

Los criterios de inclusion y exclusién aplicados en el andlisis de texto completo

fueron:

- Se incluyeron articulos que describian la presencia y/o el rol de las células
NKT en tejido periodontal de pacientes con periodontitis, animales afectados por
periodontitis experimental o cultivos celulares derivados de tejido periodontal animal
previamente infectado con patégenos periodontales.

- Se incluyeron estudios que describian la asociacion entre las células NKT y
patogenia periodontal.

- Se excluyeron estudios que estén en un idioma distinto al castellano o inglés.



5.2 Estrategia de busqueda

Se realiz6 una busqueda electrénica en las bases de datos de Medline via PubMed,
Embase, Web of Science y Scopus, hasta el dia 12 de marzo de 2022. La estrategia
de busqueda fue realizada utilizando términos MeSH en la base de datos Medline y

en las demas bases de datos se adapto dicha estrategia de busqueda. La estrategia

utilizando términos MeSH fue la siguiente:

© © N o g s~ w D PE

N NN R B R R R R R R R R
N B O © 0o N o 0o M WN R O

“‘invariant natural killer t cells” [MeSH terms]
“Natural Killer T-Cells” [MeSH terms]
“‘Natural killer t-cell” [MeSH terms]

“Natural killer t-cells”

“Inkt cells”

“Inkt cel”

“Natural killer T lymphocyte”

“Natural killer t lymphocytes”

“natural killer t-lymphocyte”

. “natural killer t-lymphocytes”

. #1 OR #2 OR #3 OR #4 OR #5 OR #6 OR #7 OR #8 OR #9 OR #10
. “Chronic periodontitis” [MeSH terms]

. “Periodontitis” [MeSH terms]

. “Aggressive periodontitis” [MeSH terms]

. “Apical periodontitis” [MeSH terms]

. “Adult periodontitis” [MeSH terms]

. “Periodontal disease” [MeSH terms]

. “periodontitis”

. “periodontal disease”

. “periodont”

. #12 OR #13 OR #14 OR #15 OR #16 OR #17 OR #18 OR #19 OR #20
. #11 AND #21
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5.3 Extraccién de los datos y seleccion de los estudios

La extraccion de datos fue realizada por dos revisores de manera independiente y
en duplicado, siendo un tercer revisor quien verifico y confirmo la precision de la
informacion. La extraccion de datos siguié un enfoque estructurado y se cred una
plantilla para extraer caracteristicas claves de cada documento incluido. Luego, los
diversos articulos seleccionados fueron sujetos a eliminacién por superposicion. La
lista de elementos de datos que se incluyeron en la plantilla fueron el nombre del
primer autor, el afio de publicacion, el disefio del estudio, poblacién estudiada,
intervencidn o exposicién, comparacion y resultados sobre la presencia y/o rol de
células NKT en pacientes con enfermedad periodontal, en animales con

periodontitis experimental o modelos in vitro de infeccién periodontal.

El total de los estudios obtenidos fue sometido a un primer filtro para eliminar los
registros no relacionados con los temas de la revision, dicho filtro incluyo el analisis
del titulo y resumen de cada estudio obtenido. Este proceso fue realizado por ambos
revisores independientes, en duplicado, siendo el tercer revisor quien tomo la
decision final frente a la inclusién de algun registro sobre el que los revisores
independientes estuvieron en desacuerdo. En un segundo filtro, se descargo6 cada
articulo seleccionado y se realizé la lectura de texto completo por cada revisor
independiente, siendo el tercer revisor quien actué como tomador de decisiones en
situaciones de duda de inclusion de algun estudio. Para la evaluacion de
concordancia entre los dos revisores independientes se aplic6 el coeficiente Kappa
de Cohen (acuerdo K) basandose en las férmulas del Manual Cochrane para
revisiones sistematicas (Higgins y Green, 2011).

5.4 Anélisis de los datos

Los articulos seleccionados fueron evaluados cualitativamente para investigar la
presencia y rol de las células NKT en la enfermedad periodontal. Para calificar el
riesgo de sesgo de los experimentos en animales se utilizé la herramienta SYRCLE
(Systematic review center for laboratory animal experimentation). SYRCLE
(Hoojimans y cols, 2014) se deriva de la herramienta de riesgo de sesgo de
Cochrane para estudios clinicos (Higgins y cols, 2011) y se adapt6 para su

aplicacién en estudios con animales. La herramienta resultante consta de 10
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preguntas o dominios principales relacionadas con el sesgo de seleccion, sesgo de
realizacion, sesgo de deteccién, sesgo de desercion, sesgo de notificacion y otros
sesgos. Se utilizaron preguntas de sefializacion para apoyar las preguntas
principales con el fin de determinar el riesgo de sesgo. Las respuestas a las
preguntas de la herramienta se respondieron como Si (Pregunta adecuadamente
respondida), No (Pregunta no respondida) o Poco claro (No hay suficiente
informacion para responder si 0 no). Segun las respuestas a las preguntas de
sefalizacion, los dominios de riesgo de sesgo se clasificaron como bajo, alto o poco
claro. No se evalud el riesgo de sesgo general debido a la dificultad de asignar
valoracion para los distintos dominios. Para evaluar el riesgo de sesgo de estudios
no aleatorizados como los observacionales se utilizé la herramienta Newcastle-
Ottawa. Con esta herramienta, cada estudio se evalué en base a nueve items,
categorizados en tres grupos: La seleccion de los grupos de estudio, la
comparabilidad de los grupos y la determinacion de la exposicion o el resultado de
interés. Las estrellas otorgadas por cada articulo de calidad sirven como una
evaluacion visual rapida, segun el niumero de estrellas se clasifican en calidad alta,
moderada o baja. “Alta” corresponde a una puntuacion superior a 7 estrellas;
“Moderada” corresponde a una puntuacién de 5 a 7 estrellas; y “baja” corresponde

a una puntuacion inferior a 5 estrellas.



6.

Se identificaron un total de 130 registros en las bases de datos Medline via Pubmed,
Embase, Web of Science y Scopus. Tras la eliminacion de duplicados, se obtuvieron
un total de 90 resimenes potencialmente elegibles. Luego del analisis de titulos y
resumenes, se seleccionaron 7 articulos. Posterior a esto, se realizé la lectura
completa de cada articulo junto a la aplicacion de los criterios de inclusion y
exclusiéon, obteniéndose finalmente 5 articulos para el andlisis cualitativo. Los

procedimientos de seleccion de los estudios se describen en el diagrama de flujo

RESULTADOS.

PRISMA (Figura 4).

Screening Identificacion

Elegibility

Included

Total de publicaciones identificadas en

otras fuentes (N=63)
Embase=16

Web of sciense=46

Scopus=1

Total de publicaciones incluidas
para lectura de abstract después

de eliminar duplicados.
N=90

Total de publicaciones incluidas para
evaluacion detallada y lectura completa

del documento.
N=7

Publicaciones seleccionadas segun criterios
de inclusion y exclusion a la revision
sistematica para valoracion cualitativa.

N=5

Total de publicaciones identificadas en

Pubmed.
N=67

Abstract excluidos segun analisis
de titulo y resumen.

N=83

Documentos excluidos mediante
lectura de texto completo (2):

- Idioma distinto al inglés o
castellano.

- Articulos que no describan la
presencia y/o el rol de las células
NKT en tejidos periodontales de
pacientes, animales afectados por
periodontitis 0 modelos in vitro de
infeccion periodontal (1).

- Estudios que no describan la
asociacion entre las células NKT y
patogenia periodontal (1).

Figura 4. Diagrama de flujo PRISMA. Proceso de seleccion de estudios para su andlisis cualitativo.
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6.1 Presenciay rol de las células NKT en la enfermedad periodontal

Los 5 estudios seleccionados para la revision corresponden a 2 estudios
experimentales in vivo e in vitro (Nowak y cols, 2013; Aoki-Nonaka y cols, 2014) y 3
estudios observacionales en pacientes con enfermedad periodontal (Yamazaki y
cols, 2001; Amanuma y cols, 2006, Muthukuru, 2012). El estudio de Nowak y cols.
Se determiné como experimental y observacional, debido a que contempla un
modelo de infeccion periodontal in vitro junto con un estudio observacional en

pacientes con periodontitis.

Los datos de los estudios incluidos correspondientes al nombre del primer autor, el
afo de publicacion, el disefio del estudio, poblacion estudiada, intervencién o
exposicidn, comparaciéon y resultados sobre la presencia y el rol de las células NKT
en modelos de animales infectados con periodontitis y pacientes con periodontitis

se presentan en la tabla N°1.

Tabla N°1 Tabla de extraccion P.I.C.R. de los estudios experimentales in vivo,
in vitro y observacionales. A partir del analisis de la literatura seleccionada en esta
seccidn se resumen los principales hallazgos que se relacionan con la pregunta de

investigacion.



Autor, Ao

Yamazaki vy
cols, 2001

Amanuma y
cols, 2006

Mutukhuru,
2012

Objetivo

Establecer
cambios en la
proporcion de
células NKT en
periodontitis
cronica.

Establecer
cambios en la
proporcion de
CD1d* y células
NKT en
periodontitis
cronica.

Establecer
cambios en la
proporcion de

células Th
(Helper) y Natural
Killer en
periodontitis

cronica.

Disefio
Estudio

observacional.

Estudio

observacional.

Estudio

observacional.

Poblaciéon

Muestras de
tejido gingival y
muestras de
sangre
periférica  de
pacientes
afectados de
periodontitis
cronica.

Muestras  de
tejido  gingival
de pacientes
afectados de
periodontitis
cronica.

Muestras  de
tejido  gingival
de pacientes
afectados de
periodontitis
cronica.

Intervencién

Analisis por RT-PCR-SSCP
de RNA de tejido gingival y
muestras de células
mononucleares de sangre
periférica mediante. Andlisis
inmunohistoquimico usando
anticuerpos monoclonales
para Va24*, CD1d, CDs3.
Andlisis microscopico del
ndmero total de Va24+y CD3*.

Analisis inmunohistoquimico
usando anticuerpos para
CDla, CD1b, CD1lc, CD1d,
CD4, CD19y CD83.

Analisis microscépico del
nimero total de células NKT
invariantes, CD1l1a*, CD1b",
CD1ct, CD1d*y CD83*.

Analisis inmunohistoquimico
para detectar fibroblastos y
células CD45".

Analisis de citometria de flujo
para analizar linfocitos con
marcadores de superficie
CD3, CD4y CD8.

Comparacion
Biopsias de tejido

gingival y
muestras de
sangre periférica
de sujetos con
gingivitis.

Biopsias de tejido
gingival de sujetos
sanos.

Biopsias de tejido
gingival de sujetos
sanos.
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Resultados

La expresion génica relativa de Va24JaQ
fue  significativamente  mayor en
muestras de tejido con periodontitis que
con gingivitis. No se observaron
diferencias  significativas para la
expresion relativa de Va24JaQ en
sangre periférica entre pacientes y
controles o entre tejido gingival (afectado
de periodontitis o gingivits) y sangre
periférica.

Los subconjuntos analizados de la
molécula CD1 se expresaron en los
tejidos con periodontitis, siendo la
molécula CD1d, la que se expresé en
mayor  proporcion. Ademas, la
proporcion de la molécula CD1d fue
mayor en comparacion con muestras de
tejido afectadas de gingivitis.

La proporcion de células NKT aumentd
en los tejidos gingivales de pacientes
afectados de periodontitis en
comparacion a los tejidos gingivales de
sujetos sanos.



Nowak
cols, 2013

Aoki-
Nonaka
cols, 2014

y

y

Establecer
proporcion y
mecanismo  de
activacion de
células NKT en
periodontitis
cronica y
agresiva.

Determinar el rol
de las células
NKT en la

resorcibn  Osea
alveolar y en la
respuesta
inflamatoria

sistémica ante la
infeccion oral con
P. gingivalis en
periodontitis
experimental.

Estudio
experimental
en animales/
Estudio
experimental
in vitro/
Estudio
observacional.

Estudio
experimental
en animales/
Estudio
experimental
in vitro.

Muestras  de
tejido  gingival
de pacientes
afectados de
periodontitis
crénica y
agresiva
células
dendriticas
(DCs)
derivadas de
ratones
C57BL/6J (wild-

type)

Ratones
C57BL/6 (WT)
infectados con
P. gingivalis.
Ratones
C57BL/6 (WT)
infectados con
P. gingivalis y
estimulados
con a-GalCer.

Analisis mediante qPCR de
infiltrado celular de NKT en
muestras de tejido gingival
afectado de periodontitis y
sano.

Cultivo de DCs generadas a
partir de ratones (wild-type
(WT) que posteriormente
fueron inoculadas con A.
actinomycetemcomitans o P.
gingivalis. Finalmente se
afadio al cultivo células NKT
extraidas del higado de
ratones WT para realizar el
andlisis de la expresion de
citoquinas mediante  RT-
gPCR

Inoculacion con oral gavage
de P. gingivalis strain W83.
Inyeccién intraperitoneal de a-
GalCer.

Cuantificacion de pérdida
6sea  alveolar utilizando
imagenes de

estereomicroscopio junto a un
softvare de medicién de
imagen.

Andlisis de niveles séricos de
amiloide sérico a (SAA),
RANKL y anti P. gingivalis
W83 mediante ELISA.
Analisis de expresion génica
de IFN-y, IL-4 y RANKL
mediante RT-PCR.

Andlisis de niveles séricos de
IFN-y, IL-4 e IL-10 producidos
por esplenocitos mediante
ELISA.

Biopsias de tejido
gingival de sujetos
sanos.

Ratones WT
Ratones MyD88*"
Ratones MyD88-".

Ratones WT con
infeccion placebo.
Ratones WT con
infeccion placebo
y con estimulacién

placebo.
Ratones CD1d"
infectados con P.
gingivalis.
Ratones CD1d"
con infeccién
placebo.
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Aumento en el infiltrado celular de NKT
en tejido de pacientes afectados de
periodontitis cronica o agresiva. Los
mayores niveles de infiltrado de células
NKT se encontraron en los tejidos de
pacientes con periodontitis agresiva en
comparacion a periodontitis cronica.
DCs infectadas con A.
actinomycetemcomitas  estimula el
incremento en la produccion de IFN-y e
IL-4 por parte de células cocultivadas.
DCs infectadas con A.
actinomycetemcomitans requieren de
sefializacién TLR para la activacion de
NKT.

P. gingivalis produce una disminucién en
la activacion de las células NKT, lo que
produce una disminucién en la activacion
de las células NKT, lo que promueve una
menor produccién de citoquinas.

Aumento de los niveles de resorcién
Osea alveolar en ratones infectados con
P. gingivalis.

Incremento en los niveles séricos de
SAA, RANKL e 1IgG en ratones
infectados con P. gingivalis. Resultando
el mayor incremento en los niveles
séricos de SAA, RANKL e IgG en ratones
infectados con P. gingivalis vy
estimulados con a-GalCer.

Aumento en los niveles de expresion
génica de IFN-y y RANKL en ratones
infectados con P. gingivalis. Estos
niveles aumentan alin mas en ratones
estimulados con a-GalCer.

La infeccion oral con P. gingivalis
estimula la expresion de IL-4 en los
ratones estimulados con a-GalCer.



25

6.2 Presencia de células NKT en tejido periodontal de pacientes con

periodontitis

La evidencia disponible sobre la presencia de las células NKT en tejido gingival de
pacientes con periodontitis es escasa. Efectivamente, existen pocos estudios que
permitan explorar este ambito, incluyendo los posibles cambios en la proporcion del
namero celular en condiciones de enfermedad. Asi, 4 estudios, incluidos en esta
revision, extrajeron muestras de tejido gingival de pacientes con diagndéstico de
periodontitis cronica o agresiva sin asociacion con alguna enfermedad sistémica,
junto con biopsias de tejido gingival de pacientes con gingivitis o sin destruccién
periodontal evidenciable bajo examen clinico (Yamazaki y cols, 2001; Amanuma y
cols, 2006; Mutukhuru, 2012; Nowak y cols, 2013).

Dentro de los estudios mencionados, Yamazaki y cols. compararon la proporcién de
las células T de muestras de sangre periférica y de biopsias de tejido gingival de
pacientes afectados de periodontitis y sujetos sanos. Mediante RT-PCR-SSCP se
comparo la expresion de la cadena Va24JaQ invariante del TCR, la que es una
cadena exclusiva para las células iINKT. De esta forma, se detectd que expresion
relativa de la cadena Va24JoQ invariante del TCR esta significativamente
aumentada en las muestras de tejido gingival con periodontitis en comparaciéon a
las biopsias con gingivitis (Figura 5). Ademas, la expresion relativa de la cadena
Va24JaQ invariante del TCR en tejido periodontal en comparacion con las muestras
de sangre periférica no presentdé diferencias significativas, tanto en pacientes como
en controles. Asi, existié6 una proporcion aumentada de células NKT Va24JaQ en
muestras de lesiones de tejidos con periodontitis en comparacion a biopsias de
lesiones con gingivitis y muestras de sangre periférica de los mismos pacientes con
periodontitis en comparacion a sangre periférica de los mismos pacientes controles

(Yamazaki y cols, 2001).
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Figura 5. Proporcién relativa de la

50 ) cadena Va24JaQ invariante del TCR
del total de la poblacion Va24.
La proporcion relativa de la cadena
Va24JaQ del TCR en la poblacion total
de las células Va24 fue
. significativamente mayor en las biopsias
~_ de los tejidos afectados de periodontitis

T~ en comparacion a los controles y fue
~0 significativamente mayor en sangre
periférica de pacientes con periodontitis
Y - en comparacion a las muestras de

~— ez .
8 sangre periférica de los pacientes
LE:—;L‘:@ controles (Tomado del paper “Elevated
/%,O proportion of Natural Killer T Cells in

- N Periodontitis Lesions”, Yamazaki y cols,
2001).

® Gingival tissue

40 + o Peripheral blood

30

Relative proportion of the invariant Va24JaQ TCR

Periodontilis patients Control subjects

Por otro lado, en el estudio de Amanuma y cols. se realizaron técnicas de
inmunohistoquimica para la deteccién de los marcadores Va24JaQ, CD1a, CD1b,
CDl1lc, CD1d y CD83 en muestras de tejido periodontal de pacientes con
periodontitis y de pacientes con gingivitis. El analisis estableci6 una mayor
proporcion de células positivas para la isoforma CD1d en relacion con el total de
células mononucleares en las muestras de lesiones de periodontitis, siendo
significativamente mayor su expresion en comparacion a las muestras de tejido
afectado por gingivitis. Ademas, existié una proporcion significativamente mayor de
células NKT, células positivas para el marcador de Va24JaQ, en lesiones de
periodontitis que muestras de tejido afectado por gingivitis (Figura 6) (Amanuma y
cols, 2006).

Ademaés, la proporcion de células CD1d se correlacion6 de manera positiva con
respecto a la proporcion del infiltrado de células iNKT (Figura 7) (Amanuma y cols,
2006), demostrando que al incrementar el porcentaje de células positivas para
CD1d, incrementa el porcentaje de células NKT con respecto del total de células

mononucleares.
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Figura 6

Figura 6. Presencia isoformas de
G: gingivitis P: periodontitis CD,l' cD83 vy célu_las INKT en
8 1 3 lesiones de periodontitis y
gingivitis.

Se observa en el grafico el porcentaje
de las células analizadas. La
expresion de CD1d e INKT fue
5 I significativamente mayor en
periodontitis comparado con

gingivitis.  Se muestra que la
2 L expresion de cbid fue
significativamente mayor que CD1a,
l b, c y 83 en periodontitis. (Tomado del
G P G P

% of positive cells / mononuclear cells

R paper “Increased infitration of CD1d*
e B w- 8™ 6 B G P and natural killer T cells in periodontal

CD1a CD1b CD1c *CD1d CcD83 *invariant NKT disease tissues”, Amanuma y cols
. 2001).
Figura 7
cpid’ Figura 7. Correlacién entre células

CD1d* con las células iNKT. Se
muestra una correlacion positiva entre
células CD1d* y iNKT (Tomado del
paper “Increased infitration of CD1d*
and natural killer T cells in periodontal
disease tissues”, Amanuma y cols,
2001).

mononuclear cells
N

% of invariant NKT /
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% of CD1d* / mononuclear cells

Muthukuru analizé la presencia de células mononucleares gingivales mediante
citometria de flujo, en el que realizaron un esquema general (Figura 8) que describe
que todas las células CD56* son NKT o NK, lo que diferencia a estas células es la
presencia del marcador CD3 que esta ausente en las células NK. Por lo tanto,
aquellas células CD56*CD3* corresponden a células NKT. De esta misma forma,
detectaron que la distribucion de células NKT presentan similitudes entre las
muestras de tejido gingival de pacientes con periodontitis y los sujetos con salud
periodontal (Figura 8). Ademas, se detectd un incremento significativo en la
proporcion de las subpoblaciones de células NKT de pacientes afectados de
periodontitis en comparacion con los pacientes sanos (Figura 8) (Mutukhuru, 2012).
A pesar de que el numero de células NKT dentro del total de células evaluadas es
menor, esto no indica una menor funcion por parte de NKT, debido a que son células
que no solo se caracterizan por presentar gran potencia citotoxica, sino que también
por presentar alta actividad reguladora mediante la produccion de citoquinas
(Mutukhuru, 2012).
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isolating resident lymphocytes”, Muthukuru, 2012)

Nowak y cols. a través del analisis mediante qPCR de muestras de tejido gingival
de pacientes con periodontitis cronica y agresiva, realizaron la deteccion de la
expresion relativa de la cadena Va24JaQ, exclusiva de iNKT. Se determin6 que en
pacientes afectados de periodontitis agresiva existié un incremento en los niveles
de expresioén relativa de las células iINKT, ya que en 8 de los 10 pacientes biopsiados
el infiltrado celular de INKT se vio aumentado, en comparaciéon a las muestras de
tejido sano de los mismos pacientes (Figura 9A). Por otra parte, se evidencia que
en el grupo de pacientes con periodontitis crénica los niveles de expresion
aumentados de la cadena Va24JaQ no fueron significativos en comparacion a
niveles de expresion en biopsias de tejido sano, ya que sélo existié un incremento
en el infiltrado celular de INKT en 5 de los 15 pacientes que presentaban

periodontitis crénica (Figura 9B) (Nowak y cols, 2013).
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Por lo tanto, existe evidencia de la presencia de las células NKT en tejidos
periodontales y ademas de un incremento en la proporcion de estas células en
condiciones de periodontitis, sobretodo en la condicion agresiva de la enfermedad
(Yamazaki y cols, 2001; Amanuma y cols, 2006; Nowak y cols, 2013; Mutukhuru,
2012). Por otro lado, este aumento se correlaciona de forma positiva con el aumento
de CD1d y células NK (Amanuma y cols, 2006, Mutukhuru, 2012).
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6.3 Rol de las células NKT en tejidos periodontales de pacientes con

periodontitis

El rol de las células NKT en tejidos periodontales de pacientes con periodontitis no
ha sido esclarecido, sin embargo ha sido posible establecer ciertas relaciones entre
las células NKT y células inmunitarias presentes en el tejido periodontal. Amanuma
y cols. Mediante el estudio de los isotipos del marcador CD1 evidenciaron una
correlacion positiva entre el incremento de células CD1d* y NKT (Amanuma y cols,
2006). Ademas, en dicho estudio se demostro la presencia y co-expresion de CD1d
y CD19 en tejido gingival, lo que nos indica la presencia del marcador CD1d y CD19
en conjunto, posiblemente en linfocitos B, ya que el marcador CD19 se asocia a
estas células (Figura 10A). A su vez, se demostro la presencia de células CD1* y
NKT en tejidos afectados de periodontitis en las que se puede observar una
interaccién célula a célula (Figura 10B) (Amanuma y cols, 2006). El marcador CD1d
se expresa principalmente en células presentadoras de antigenoy linfocitos B. Las
primeras estan implicadas en la respuesta celular a través de la activacion de
macrofagos y linfocitos T efectores, mientras que los linfocitos B son células
leucocitarias implicadas en la respuesta humoral mediante la generacién de
anticuerpos que participan en la presentacion antigénica y regulacion de la
respuesta inflamatoria/autoinmune. Esta interaccion célula a célula entre células
que expresan el marcador CD1d* y NKT podria estar relacionado a las funciones
efectoras de las células NKT en el contexto periodontal.

25um

Figura 10. Doble inmunohistoquimica de CD1d/CD19 y NKT/CD1d. 10A. Células CD19 y CD1d estan indicadas con
flechas vacias y rellenas respectivamente. Existe formacion de paquetes de algunas células CD19 expresando CD1d.
10B. Se observa una relacion de interaccion entre células NKT (indicada con flechas vacias) y células CD1d*. (Tomado
del paper “Increased infitration of CD1d+ and natural killer T cells in periodontal disease tissues”, Amanumay cols, 2001).
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6.4 Rol de células NKT en periodontitis experimental

Para analizar el rol de las células NKT en la periodontitis se realizaron diversos
estudios. Entre ellos Aoki-Nonaka y cols. Utilizaron ratones C57BL/6 (wild-type) que
fueron infectados directamente con patdégenos periodontales, tales como A.
actinomycetemcomitans y/o P. gingivalis para analizar el rol de las células NKT en
periodontitis experimental. Por otro lado, también se disefiaron modelos in vitro de
infeccion periodontal en los que utilizaron células derivadas de ratones (Aoki-
Nonakay cols, 2014, Nowak y cols, 2013). A través de la induccion de la enfermedad
se analiz6 la activacion de las células NKT y el grado de activacion que alcanzaban
segun la utilizacion de periodontopatdégenos y/o a-GalCer. Ademas de su accion
efectora mediante la expresiéon de diferentes citoquinas, nivel de destruccion 6sea

periodontal y la relacion con otras células en el tejido periodontal.

Aoki-Nonaka y cols. analizaron la induccion de la resorcion 0sea alveolar mediante
oral gavage con P. gingivalis en ratones. El nivel de resorcién Osea alveolar se
evalué mediante la medicion de la superficie radicular expuesta. De esta forma se
pudo determinar que existe un incremento significativo en la induccion de la
resorcion 0sea alveolar en ratones wild-type (WT) inoculados con oral gavage con
P. gingivalis en comparacion con los grupos control (Figura 11). A su vez, los niveles
de resorcion alveolar alcanzan los mayores valores en ratones WT que ademas se
encontraban estimulados con a-GalCer, en comparacion a todos los demas grupos
(Figura 11) (Aoki — Nonaka y cols, 2014).
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Figura 11. Infeccién oral con P. gingivalis induce resorcidn 6sea alveolar en ratones. A: se muestran
imagenes obtenidas mediante estereomicroscopio. Se observa el area de superficie radicular expuesta
graficada a través de lineas amarillas que establecen los limites dentro de los diferentes grupos de estudio.
B: Se muestra un grafico que indica el area de superficie radicular expuesta en milimetros cuadrados en
los diferentes grupos. Se observa que existi6 mayor resorcion 6sea alveolar en ratones WT con infeccion
oral de P. gingivalis en comparacién a ratones WT con infeccion placebo. Ademas, se observa que los
ratones CD1d"no presentaron diferencias de resorcién 6sea alveolar entre ambos grupos, infectados con
P. gingivalis y ratones con infeccion placebo, sin embargo, la resorcion fue mayor en el grupo de infeccion
placebo. Ratones estimulados con a-GalCer presentaron niveles mayores de resorcion 6sea alveolar que
ratones con estimulacion placebo. (Tomado del paper “Natural killer T cells mediate alveolar bone resorption
and a systemic inflammatory response in response to oral infection of mice with P. gingivalis” Aoki-Nonaka
y cols, 2014).

Ademas, se establecieron los efectos de la infeccién con P. gingivalis en ratones.
Asi se obtuvo que la infeccibn mediante oral gavage en ratones WT induce un
aumento de los niveles de amiloide A sérico (SAA) (Figura 12), marcador importante
en condiciones inflamatorias sistémicas. Este aumento se acrecienta en ratones que
ademas fueron estimulados con a-GalCer (Figura 12). Por otro lado, la infeccidén con
P. gingivalis produce un aumento en los niveles séricos de RANKL soluble de
ratones WT, observando los niveles més elevados de RANKL soluble en ratones

que fueron estimulados con a-GalCer (Figura 12) (Aoki-Nonaka y cols, 2014).
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Figura 12. Efectos de la infeccién con P. gingivalis en los niveles séricos de SAA y RANKL. Se
observan mayores niveles de SAA en los ratones WT infectados con P. gingivalis en comparacion a los
ratones WT con infeccién placebo. Ademas, se observa que el mayor aumento en los niveles de SAA se
produce en ratones WT inoculados con P. gingivalis y estimulados con a-GalCer. Por otra parte, los ratones
CD1d"no presentaron un incremento en los niveles séricos de SAA. En relacién con los niveles de RANKL,
estos se observan con un leve aumento en ratones WT CD1d" con estimulacién placebo, ya sea infectados
con P. gingivalis o con infeccion placebo. No obstante, los niveles de RANKL en ratones WT inoculados con
P. gingivalis y estimulados con a-GalCer se muestran con un incremento significativo. (Tomado del paper
“Natural killer T cells mediate alveolar bone resorption and a systemic inflammatory response in response
to oral infection of mice with P. gingivalis” Aoki-Nonaka y cols, 2014).

Los niveles séricos de IgG, anticuerpo cuya concentracibn aumenta en conjunto a
la inflamacion periodontal, aumentaron significativamente en respuesta a la
infeccion con P. gingivalis de ratones WT, en comparacion a los ratones WT con
infeccion placebo (Figura 13). Los niveles séricos de IgG fueron mayores en ratones
WT estimulados por a-GalCer que habian sido inoculados con P. gingivalis. (Aoki-
Nonakay cols, 2014).
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Ademas, Aoki-Nonaka y cols. analizaron in vitro la produccion de citoquinas por
parte de los esplenocitos de los ratones WT de cada grupo en presencia de
antigenos de P. gingivalis. De esta forma, los esplenocitos co-cultivados con P.
gingivalis derivados de ratones infectados con oral gavage con P. gingivalis
produjeron elevados niveles de IFN-y en comparacion a los esplenocitos
cocultivados con P. gingivalis derivados de ratones control. Sin embargo, no existié
aumento en la produccion de IFN-y en esplenocitos reinfectados con P. gingivalis y
a su vez estimulados con a-GalCer (Figura 14). En relacion con la produccion in
vitro de IL-4 es importante destacar que aquellos esplenocitos derivados de ratones
que fueron estimulados por a-GalCer presentaron un aumento significativo en los
niveles de IL-4 (Aoki-Nonaka y cols, 2014). Por otra parte, la infecciébn con P.
gingivalis produjé un incremento en la produccién de IL-10 por parte de los ratones
WT, estos niveles aumentaron de manera significativa en esplenocitos reinfectados
con P. gingivalis que ademas derivan de ratones WT que fueron estimulados con a-
GalCer, en efecto, la estimulacion previa con a-GalCer incrementd los niveles de IL-
10 incluso en esplenocitos derivados de ratones WT con infeccién placebo (Figura
14) (Aoki-Nonaka y cols, 2014).
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Figura 14. Produccion de citoquinas por parte de esplenocitos estimulados con el antigeno de
P.gingivalis in vitro. Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de
esplenocitos cocultivados con P. gingivalis derivados de ratones infectados con P. gingivalis y esplenocitos
cocultivados con P.gingivalis derivados de ratones WT con infeccién placebo. (Tomado del paper “Natural
killer T cells mediate alveolar bone resorption and a systemic inflammatory response in response to oral
infection of mice with P. gingivalis” Aoki-Nonaka y cols, 2014).
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Por otro lado, Nowak y cols. mediante su modelo experimental in vitro a través del
que obtuvieron células dendriticas (DCs) derivadas de la médula 6sea de ratones
WT en presencia de factor estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos
(GM-CSF). Las DCs fueron estimuladas con a-GalCer o estimulacion placebo y
posteriormente se cultivaron en conjunto con A. actinomycetemcomitans o P.
gingivalis. Finalmente, luego de realizar el lavado de las DCs, estas fueron afiadidas
al cultivo las células iINKT provenientes del higado de los mismos ratones (Nowak y
cols, 2013). De esta manera, demostraron que las DCs cultivadas con la bacteria A.
actinomycetemcomitans promueven la secrecion de IFN-y por parte de las células
iINKT, pero esta activacion de las células iINKT va a depender de la concentracion
de la bacteria en el cultivo (Nowak y cols, 2013). Ademas, la infecciéon de DCs con
A. actinomycetemcomitans, estimula significativamente la elevacion de los niveles
basales de IL-17A en las células iNKT. En el caso de IL-4 no incrementaron los
niveles basales con la presencia de A. actinomycetemcomitans. Por otra parte,
aquellas DCs cultivadas con P. gingivalis no produjeron una activacion suficiente en
las células iINKT para producir un cambio en los niveles de IFN-y, ni IL-4 (Figura 15)
(Nowak y cols, 2013). Ademas, se realiz6 la incubacién de DCs junto a anticuerpos
blogueantes de CD1d para evaluar si la activacion de las células INKT por parte de
las DCs requiere de CD1d. Estas DCs con el bloqueo de la molécula CD1d mediante
anticuerpo produjeron una reduccion significativa de la produccion de IFN-y por
parte de las células iINKT. Esto indica que la activacion de las células iNKT por parte
de DCs infectadas requiere la expresion de moléculas CD1d (Figura 15) (Nowak y
cols, 2013).
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Figura 15. Efectos sobre IFN-y e IL-4 de DCs posterior a la inoculacion con A.
actinomycetemcomitans y P. gingivalis cultivadas en presenciade anticuerpos bloqueantes de CD1d
(Barras sombreadas), con o sin a-GalCer y en diferente concentracion de bacterias por 24 horas. Se
muestra un aumento de los niveles de IFN-y concentracién-dependiente por parte de las iINKT en cultivos
de DCs inoculadas con A. actinomycetemcomitans. Por otro lado, no existieron diferencias en la produccion
de IL-4 en los mismos cultivos de DCs. En el caso de los cultivos de DCs inoculadas con P. gingivalis no
hubo diferencias en la produccion de IFN-y ni IL-4 (Tomado del paper “Activation of invariant Natural Killer
T cells in periodontitis lesions”, Nowak y cols, 2013).

Nowak y cols. analizaron el tipo de activacion de las células iNKT frente a los
patdégenos periodontales, de esta forma evaluaron si la activacion de las células
INKT requeria la sefalizacion TLR. De manera que utilizaron DCs derivadas de
ratones WT y ratones MyD88*-y MyD88", siendo MyD88 una molécula que esta
involucrada en la via de sefalizacion de TLR. DCs derivadas de ratones WT e
inoculadas con A. actinomycetemcomitans produjeron un incremento de IFN-y por
parte de las células iNKT. En contraste, DCs derivadas de ratones MyD88*- e
infectadas con A. actinomycetemcomitans presentaron una produccion reducida de
IFN-y en comparacion con los ratones WT. Asi es como se hacen necesarios ambos
alelos de Myd88 para la activacion de las células INKT en respuesta a la infeccién
con A. actinomycetemcomitans (Figura 16) (Nowak y cols, 2013). Ademas, se
realizd el andlisis de la expresion de la proteina CD25, proteina que presenta una
regulacion positiva (aumento en la expresion relativa) tras la activacion de las

células iINKT. De modo que aquellas iINKT cultivadas con DCs derivadas de ratones
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WT estimuladas con A. actinomycetemcomitans presentaron una regulacion
positiva de la proteina CD25 dependiente de la concentracion bacteriana. Por otra
parte, no existié regulacion positiva de CD25 en iNKT cultivadas con DCs derivadas
de ratones MyD88* - y MyD88" (Figura 16). Esto indica que es necesaria la
sefalizacion mediante TLR por parte de las DCs infectadas por A.

actinomycetemcomitans para la activacion de las células iINKT (Nowak y cols, 2013).

16A o Figura 16. Activacion de las células iNKT por parte
— de DCs infectadas con A.actinomycetemcomitans
T l depende de la sefalizacion TLR. 16A. se muestra
: la produccion IFN-y por parte de las células iINKT
(activaciéon de iNKT) cultivadas con DCs infectadas
con A.actinomycetemcomitans derivadas de ratones
WT MyD88*-y MyD88". Se muestra un aumento en
o la produccién de IFN-y en ratones WT, que disminuye
MyD88 He A o e - o) en ratones MyD88*- y disminuye alin mas en ratones
MyD88"-. Esto sucede en presencia o ausencia de IL-
12. 16B. Se presenta la expresion relativa de la
proteina CD25 en células iNKT estimuladas por DCs
provenientes de ratones wild type, MyD88*- y MyD88
-, A partir de ello se observa en la gréfica que existio
un aumento en la expresion relativa de CD25
dependiente de la concentracién bacteriana en
i I i I ratones WT MyD88 *-, en el caso de los ratones
msem SR MyD88-- no existi6 regulacién positiva de la proteina
CD25. (Tomado del paper “Activation of invariant
Natural Killer T cells in periodontitis lesions”, Nowak y

o ,{;; ﬁq' \@' cols, 2013).
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De acuerdo con lo antes mencionado, la activacion de las células iINKT por medio
de DCs infectadas con A. actinomycetemcomitans in vitro, estd mediada por la
molécula CD1d y necesita de sefializacion mediante TLR (Nowak y cols, 2013).
Ademas, posterior a la estimulacion de las células NKT mediante la adicién de a-
GalCer en conjunto a la induccion de periodontitis experimental con P. gingivalis
existi6 un aumento en la resorcion 0sea alveolar, reflejado en la superficie radicular
expuesta de los ratones analizados (Aoki-Nonaka y cols, 2014). Ademas, la
estimulacion de las células NKT en conjunto a la induccion de periodontitis
experimental ocasiona una respuesta sistémica que fue evidenciada mediante el
aumento de RANKL, SAA e IgG (Aoki-Nonaka y cols, 2014). Asi, se establecio el
aumento de citoquinas como IFN-y, IL-4, IL-10 e IL-17A debido a la activacion de
células NKT (Aoki-Nonaka y cols, 2014).
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6.4 Concordancia entre revisores

Para definir que, si existié concordancia en el proceso de seleccion de los articulos,

se calculd el coeficiente Kappa de Cohen, el cual fue de k = 0,6 (Tabla N°2).

Revisor 2 Tabla N°2. Calculo de k de Cohen.

Proporcién de acuerdo (Pra) = 0,86
Acuerdo esperado (Pe) = 0,65

SI NO Total Acuerdo K = 0,6
. El acuerdo K se calculé a partir de los 7
Revisor 1 | SI S) 1 6 articulos analizados a texto completo, para
incluir 5 articulos con la aplicacién de los
NO 0 1 1 criterios de inclusion y exclusién. Se obtuvo
un coeficiente Kappa de cohen de 0,6 que
e 2 establece un acuerdo equitativo.

6.5 Andlisis del riesgo de sesgo de los estudios

En la evaluacién del riesgo de sesgo que se realizd a través de la herramienta
SYRCLE (Tabla N°3). Con respecto al dominio 1, este se calific6 como “Poco claro”,
debido a que no se informé método de asignacion al azar durante la secuencia de
asignacion. En el dominio 2, este fue calificado en su totalidad como “Si”, lo que se
debe a que los grupos compartian caracteristicas similares al inicio del estudio. El
dominio 3 se calific6 como “Poco claro” producto de que no existié informacion
acerca de aleatorizacion durante la asignacién de los grupos. El dominio 4 se calificé
como “Si”, lo que se debe a que es poco probable que los resultados se vean
influenciados por no albergar los animales al azar. Los dominios 5, 6 y 7 estaban
referidos al uso de ciego durante la intervencién o al evaluar los resultados del
estudio, sin embargo, en las investigaciones incluidas no se indica de forma clara
que los investigadores estaban bajo ciego sobre las intervenciones, tampoco la
eleccion aleatorizada de los animales, ni el ciego de los investigadores sobre los
resultados, por estas razones el dominio fue calificado como “Poco claro”. En cuanto
al dominio 8, es poco probable que los datos resultados faltantes posean influencia
en los resultados finales, asi todos se marcaron como “Poco claro”. Por ultimo, los
dominios 9 y 10 se marcaron como “Si”. En general los estudios fueron marcados

como “Poco claro”.
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Tabla N23. Herramienta SYRCLE para evaluacion de riesgo de sesgo de estudios experimentales en animales.

Estudios
SYRCLE'’s Tool Nowak, 2013 Aoki-Nonaka, 2014
1 ¢Se generd y aplic6 adecuadamente la secuencia de asignacion? Poco claro Poco claro
- Los investigadores describieron un componente aleatorio en el proceso de generacion de secuencias como:
’ ) Poco claro Poco claro
e Una tabla de nimeros aleatorios;
e Un generador de nimeros aleatorios por computadora Poco claro Poco claro
2 ¢Fueron los grupos similares al inicio del estudio o se ajustaron por factores de confusion en el analisis? si Si
- ¢Fue la distribucion de las caracteristicas basales relevantes equilibrado para los grupos de intervencion y control? & o
- De ser relevante, ¢Los investigadores se ajustaron adecuadamente a la distribucion desigual de algunas
caracteristicas de referencia relevantes en el analisis? ; ;
- ¢ Fue adecuado el momento de la induccién de la enfermedad? si si
3 ¢Se oculté adecuadamente la asignacion a los diferentes grupos durante? Poco claro Poco claro
- ¢El investigador que asigna los animales al grupo de intervencion o control no puede prever la asignacién debido a
. - . Poco claro Poco claro
uno de los métodos siguientes o equivalente?
e Codificacion de terceros de la asignacion al azar central de la asignacion de grupos experimentales y de
Poco claro Poco claro
control por un tercero
. Sobres cerrados, opacos y numerados secuencialmente Poco claro Poco claro
. . . . -
4 ¢Fueron los animales alojados al azar durante el experimento? Poco claro Eeee e
- ¢Los autores colocaron al azar las jaulas o los animales dentro de la sala / instalacion de animales?
. Los animales se seleccionaron al azar durante la evaluacién de resultados Poco claro Poco claro
- ¢Es poco probable que los resultados o la medicién del resultado se vieran influidos por no alojar a los animales al
azar? si si
5 ¢Los cuidadores y/o investigadores estaban cegados al conocimiento de qué intervencion recibié cada animal Poco claro Poco claro

durante el experimento?

- ¢Se aseguro el cegamiento de los cuidadores e investigadores, y era poco probable que se hubiera roto? Poco claro Poco claro
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¢Se seleccionaron los animales al azar para el resultado?

¢ Los investigadores eligieron un animal al azar durante evaluacion de resultados, o utilizaron un componente
aleatorio en la generacion de la secuencia para la evaluacion de resultados?

¢Estaba cegado el evaluador de resultados?

¢, Se aseguro el cegamiento del evaluador de resultados y era poco probable que se hubiera roto?

¢ El evaluador de resultados no estaba cegado, pero los revisores juzgan que es probable que la falta de cegamiento
no influya en el resultado?

¢Se abordaron adecuadamente los datos de resultado incompletos?

¢Es poco probable que las razones de la falta de datos de resultado estan relacionadas con el resultado real?
(por ejemplo, falla técnica)

¢ Faltan datos de resultados equilibrados en nimeros en grupos de intervencién, con razones similares para
faltar?
. ¢ Se imputan los datos de resultado faltantes utilizando métodos?

¢;Los informes del estudio estan libres de informes de resultados selectivos?

¢ El protocolo del estudio estaba disponible y todos los resultados primarios y secundarios preespecificados del
estudio se informaron en el manuscrito actual?

¢No estaba disponible el protocolo de estudio, pero estaba claro que el informe publicado incluia todos los
resultados esperados (es decir, la seccién de comparacién de métodos y resultados)?

¢El estudio aparentemente no tuvo otros problemas que pudieran resultar en un riesgo de sesgo alto?

¢El estudio estuvo libre de contaminacién (combinacién de medicamentos)?
¢El estudio estuvo libre de influencias inapropiadas de los patrocinadores?
¢El estudio estuvo libre de errores de unidad de analisis?

¢ Estuvieron ausentes los riesgos de sesgo especificos del disefio?

¢ Se agregaron nuevos animales a los grupos de control y experimentales para reemplazar a los que abandonaron
la poblacion original?

Poco claro

Poco claro

Poco claro

Poco claro

Poco claro

Poco claro

Poco claro

Poco claro

Poco claro

si

si

si

si

si

si

Si

Poco claro

Poco claro

Poco claro

Poco claro

Poco claro

Poco claro

Poco claro

Poco claro

Poco claro

Poco claro

Si

Si

Si

si

Si

Si

Si

Poco claro

40
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Luego, para el andlisis de los estudios observacionales se utilizé la herramienta de
Newcastle-Ottawa, que evalla 9 parametros definiendo cada estudio con un alta,
moderada o baja calidad con relacion al cumplimiento de cada seccion (Tabla N°4).
En la seccion de seleccion todos los estudios obtuvieron la puntuaciéon maxima. En
la seccion comparabilidad, un Unico estudio obtuvo la puntuacion maxima (Nowak y
cols, 2013), mientras que los demas estudios no consideraron factores de riesgo
adicionales (Yamazaki y cols, 2001; Amanuma y cols, 2006; Mutukhuru, 2012). En
la seccién exposicion, ningun estudio obtuvo el puntaje maximo, debido a que
ningun estudio informé la calidad de ciego del investigador que registré los
resultados de la investigacion (Yamazaki y cols, 2001; Amanuma y cols, 2006;
Mutukhuru, 2012; Nowak y cols, 2013). Al sumar la puntuacion de cada estudio, la
mayoria posee calidad moderada (Yamazaki y cols, 2001; Amanuma y cols, 2006;
Mutukhuru, 2012), a excepcion de un Unico estudio que presenté calidad alta
(Nowak y cols, 2013).



Tabla N°4. Herramienta Newcastle-Ottawa para evaluacion de riesgo de sesgo de estudios

Criterios de evaluacion de la calidad

¢ Es adecuada la definicién de caso o
exposicion?

¢ Representatividad de los casos?

¢ Seleccién de controles?

¢ Definicion de controles?

Controles del estudio por diagnéstico
periodontal

¢ Se estudian controles para al menos 3
factores de riesgo adicionales?

¢ Evaluacion de la exposicion?

Mismo método de verificacién para
casos y controles

Tasa de no respuesta

Alta: >7; Moderada: 5 — 7; Baja <5

Nota: Cada estrella significa que el
criterio se cumple, la ausencia de
estrella significa ausencia de
cumplimiento.

Aceptable

Seleccién
Si, con validacién independiente

Series de casos consecutivos u obviamente
representativos

Controles comunitarios

Sin historia de enfermedad. Seccidn de tejido gingival
clinicamente sano (Sin presencia de PS < 4 mm, sin
pérdida de soporte o sangrado al sondaje)

Comparabilidad
Si

Género/ Edad/ Condiciones sistémicas/ Embarazo/
Tabaquismo

Exposicion
Examen clinico realizado por un profesional de la

salud, ciego al estado de caso/control

Si

Misma tasa para ambos grupos

Nivel de calidad general (Maximo = 9)

Categoria de calidad

observacionales.

Yamazaki y cols,
2001

b D D D

*

Moderada

Amanumay cols, Muthukuru, 2012
2006

* % % %
L . D S o

*
*

Moderada Moderada

Nowak y cols,

2013

L D D I o

* %

Alta

42
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7. DISCUSION.

Mediante la presente revision sisteméatica exploratoria se han mostrado resultados
que intentan evidenciar mediante estudios observacionales en humanos la
presencia de células NKT en tejido periodontal, ademas de los cambios en la
proporcion de estas células bajo el contexto de pacientes afectados por periodontitis
(Yamazaki y cols, 2001; Amanuma y cols, 2006; Nowak y cols, 2013; Mutukhuru,
2012). Por otro lado, los resultados obtenidos han intentado esclarecer como actian
las células NKT bajo el contexto de la periodontitis, ya que como fue mencionado,
existen multiples lineas de evidencia que apuntan al rol patogénico de las células
NKT en diversas enfermedades inflamatorias y osteoliticas (Drennan y cols, 2010;
Oh y Chung, 2011; Gilhar y cols, 2016; Rizzo y cols, 2019; Chiba y cols, 2004;
Tilkeridis y cols, 2019). Por lo tanto, mediante los resultados obtenidos a partir de
estudios in vitro e in vivo se intent6 esclarecer la activacion y accion de las células
NKT en la periodontitis (Nowak y cols, 2013; Aoki-Nonaka y cols, 2014).

7.1 Presencia de las células NKT en tejido oral de pacientes con

periodontitis.

Mediante de la recopilacion de diferentes estudios observacionales ha sido posible
establecer que existe un aumento significativo en la proporcion relativa de las
células NKT en muestras de tejido extraido de pacientes afectados de periodontitis
en comparacion a gingivitis y/o tejido sano (Yamazaki y cols, 2001; Nowak y cols,
2013). A su vez, se logré evidenciar un aumento significativo en el nimero de
células positivas para el marcador de Va24JaQ en lesiones periodontales extraidas
de pacientes afectados de periodontitis en comparacibn a muestras de tejido
afectadas por gingivitis y/o tejido sano (Amanuma y cols, 2006; Muthukuru y cols,
2012). De manera que, se demostré un aumento significativo en la proporcién de
estas células en tejidos humanos bajo condiciones de periodontitis. Es importante
recordar que, como se mencion6 anteriormente, las células NKT presentan
diferentes funciones efectoras, tales como elevada actividad citotoxicallitica, rapida
secrecion de citoquinas reguladoras, Th1l/Th2 y activacion de mudultiples tipos
celulares inmunes (Godfrey y cols, 2000; Kronenberg y Gapin, 2002; Godfrey y
Kronenberg, 2004; Carrefio y cols, 2016). Todas estas funciones podrian ser parte

del rol de las células NKT en el contexto periodontal, sin embargo, es importante
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entender la periodontitis y su etiopatogenia asociado a los mecanismos de

activacion y el posible rol de las células NKT.
7.2 Etiopatogenia de la periodontitis y activacion de las células NKT.

Es importante describir que la periodontitis es el resultado de la sinergia
polimicrobiana y la disbiosis de la comunidad bacteriana que coloniza el ambiente
subgingival (Hajishengallis y cols, 2012). Sin embargo, la destruccién del tejido
periodontal est4 determinada principalmente por la respuesta inmune del hospedero
en donde las subpoblaciones de linfocitos cumplen un rol clave en la resorcién del
hueso alveolar que conduce a la pérdida de dientes (Hajishengallis y Korostoff 2017;
Lamont y cols, 2018; Tilkeridis y cols, 2019). De hecho, la resorcién del hueso
alveolar implica la relacion antagonica entre la actividad de los linfocitos Th17
productores de RANKL y los linfocitos Treg productores de IL-10 (Garlet y
Giannobile, 2018; Alvarez y cols, 2019). Por lo tanto, la resorcion del hueso alveolar
es, en parte, una consecuencia del desequilibrio entre Th17 y Treg dentro de la
respuesta inmune desplegada en los tejidos afectados por la periodontitis, lo que
provoca la regulacion positiva de RANKL y otras citoquinas pro-inflamatorias que
promueven la osteoclastogénesis y la pérdida de hueso alveolar (Alvarez y cols,
2018; Cavalla y cols, 2021).

Dentro de las subpoblaciones de linfocitos se encuentran las células NKT, que bajo
su rol patogénico en la periodontitis han sido estudiadas mediante estudios animales
in vivo e in vitro (Seidel y cols, 2020). En este contexto, las bacterias Gram negativas
contienen glicoesfingolipidos en su membrana externa, de esta forma las bacterias
periodontopatégenas como P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans, Tanerella
forsythia y Treponema denticola pueden expresar glicoesfingolipidos en su
estructura los que podrian ser procesados y presentados por APCs CD1d* y
consecuentemente activar las células NKT (Kinjo y cols, 2005; Mattner y cols, 2005;
Amanuma y cols, 2006; Nowak y cols, 2013). De esta forma, la activacién de las
células NKT bajo el contexto periodontal va a ser dependiente de los
glicoesfingolipidos de membrana pertenecientes a las bacterias Gram negativas
(Mattner y cols, 2005).
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Con respecto a la forma de activacion de las células NKT, existe un consenso
general que establece que la presentacion antigénica es dependiente de la molécula
CD21d, por sobre otras isoformas de la molécula CD1 (Bendelac y cols, 2006). Bajo
esta linea y de acuerdo con la evidencia recopilada, se establece que en el contexto
de la inoculacién in vitro con antigenos periodontopatdgenos se requiere de la
expresion de la molécula CD1d, ya que en el caso de existir bloqueadores de esta
molécula dentro del cultivo se imposibilita la activacion de las células NKT (Nowak
y cols, 2013). Por otro lado, en biopsias de tejido gingival obtenidas de pacientes
con periodontitis o gingivitis se analizé la expresion del marcador Va24 y las
diferentes isoformas de CD1, observandose un predominio de las isoformas CD1d
sobre CD1a, CD1b y CD1c en pacientes con periodontitis y un mayor nimero de
células CD1d* y células NKT Va24* en pacientes con periodontitis, en comparacion
con pacientes con gingivitis (Amanuma y cols, 2006). Aunque las células dendriticas
pueden expresar CD1d, el analisis de la doble expresiéon de CD1d y CD83 revel6 un
namero significativo de células CD1d*CD83 infiltrantes en las lesiones
periodontales que no corresponden a las células dendriticas (Amanuma y cols,
2006). Esto indica que otras células presentadoras de antigenos (APCs) que
comparten la molécula CD1d podrian participar en la presentacion de antigenoy en
la activacion de las células NKT durante la periodontitis (Blumberg y cols, 1991,
Amanuma y cols, 2006). De hecho, se observo la expresion conjunta de CD1d* y
Va24* en tejidos afectados por periodontitis, lo que sugiere que los linfocitos B
CD1d* podrian activar las células NKT Va24* (Amanuma y cols, 2006). Es
importante recordar, que un gran namero de linfocitos B infiltra los tejidos gingivales
en pacientes afectados por periodontitis (Gu y Han, 2020). Ademas, las células NKT
tienen la capacidad de reconocer antigenos presentados por CD1d en los linfocitos
B y a la vez las células NKT activadas pueden inducir la proliferacién de células B y
la produccién de inmunoglobulinas (Galli y cols, 2003; Amanuma y cols, 2006). Por
lo tanto, la funcion patogénica de las células NKT durante la periodontitis podria
estar estrechamente relacionada a la actividad de los linfocitos B, tanto en su
funcién como APCs y como células efectoras productoras de anticuerpos. Por otro
lado, en relacién con la activacion de las células NKT, se establecié que las APCs

presentadoras de antigenos periodontopatégenos requerian de la sefalizacion TLR
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para promover la activacion de las células inmunes, en particular las NKT (Nowak y
cols, 2013).

Ademas, debido a la evaluacion en la capacidad de activacion de distintos
patdgenos periodontales sobre las células NKT. Estas células al ser expuestas in
vitro ante células dendriticas estimuladas con A. actinomycetemcomitans
secretaron de manera dosis dependiente un incremento en los niveles de IFN-y e
IL-17 en comparacion con las células NKT que habian sido expuestas a P. gingivalis
a través células dendriticas (Garlet, 2010; Nowak y cols, 2013). Estos resultados
detectados en células NKT confirman la mayor capacidad inmunogénica de A.
actinomycetemcomitans sobre P. gingivalis descrita previamente en otras células
inmunes (Vernal y cols, 2014; Diaz-Zufiga y cols, 2015; Melgar-Rodriguez y cols,
2016). De esta manera, la activacion de las células NKT va a responder de forma
distinta ante los distintos patégenos periodontales, a pesar de presentar antigenos
glicolipidicos similares. De la misma forma la estimulaciéon mediante a-GalCer
establece una respuesta aumentada de las células NKT en comparacién a la
respuesta ante la activacion ofrecida por NKT bajo el estimulo de los antigenos
periodontales como A. actinomycetemcomitans y P. gingivalis, que se evidencia en
el aumento de los niveles de resorcion alveolar, RANKL, SAA, IgG, IFN-y, IL-4, IL-
10 e IL-17.

7.3 Células NKT y su relaciéon con la resorciéon 6sea alveolar durante la

periodontitis

Se han realizado estudios in vivo sobre la relacion de la activacion de las células
NKT con el desarrollo y la funcién osteoclastica (Hu y cols, 2011). En ratones
seguido de la administracion intraperitoneal de a-GalCer se evidencié que las
células NKT activadas generaban una maduracién y activacion mas rapida de los
osteoclastos a nivel sistémico (Hu y cols, 2011), al realizar el mismo procedimiento
en ratones CD1d"- se obtuvo una accién osteoclastica reducida en comparacion a
los ratones WT (Hu y cols, 2011). En el caso de estudios in vivo en que se realiz6
la induccion de periodontitis experimental mediante la inoculacion con oral gavage
de P. gingivalis y la administracion intraperitoneal de a-GalCer las células NKT de

los ratones WT promovieron la inflamacién sistémica, la produccion de RANKL
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periodontal, la osteoclastogénesis y la pérdida de hueso alveolar (Aoki-Nonaka y
cols, 2014). Ademas, cuando se indujo periodontitis en ratones CD1d", la infeccion
con oral gavage de P. gingivalis desencadend una menor resorcion 6sea alveolar
en comparacion con la periodontitis inducida en ratones WT (Aoki-Nonaka y cols,
2014). Lo que nos indica que también en periodontitis experimental se requiere de
la expresion de la molécula CD1d para la presentacidon antigénica y posterior
activacion de las células NKT.

Asi, RANKL es considerado el factor osteoclastogénico mas importante, y a su vez
una molécula clave que determina la progresibn de las lesiones
periodontales/periapicales (Yuan y cols, 2011; Francisconi y cols, 2018; Alvarez y
cols, 2019). De manera que, bajo el contexto de la progresion de la periodontitis, los
niveles de RANKL van a incrementarse conforme exista aumento en el infiltrado de
las células Thly Th1l7. Este aumento de RANKL sumado al aumento de citoquinas
proinflamatorias ocasiona los efectos pro-inflamatorios y pro-osteoclastogenicos
gue al ser originados a causa de los efectos de las células Th1/Th17 resultan en la
inflamacion sin remision (Cavalla y cols, 2021). Segun los datos recopilados a traves
de la presente revision fue posible evidenciar in vivo que la infeccibn con P.
gingivalis produjo un aumento en los niveles séricos de RANKL soluble de ratones
WT, observando los niveles mas altos de RANKL soluble en ratones estimulados
con a-GalCer (Aoki-Nonaka y cols, 2014). De manera que, como fue mencionado
las células NKT al ser activadas generan la secreciéon de citoquinas del perfil Thi,
Th2 y Th17 (Tomura y cols, 1999; Kitamura y cols, 1999), al hablar de citoquinas
Thl y sobre todo Th17 nos referimos a citoquinas proinflamatorias que, como fue
mencionado, ocasionan un aumento en los niveles de RANKL provocando un
aumento de la inflamacién y accién osteoclastica que se traduce en niveles de
resorcion alveolar aumentados (Aoki-Nonaka y cols, 2014). Por lo tanto, la
activacion de las células NKT bajo el contexto periodontal ocasiona mayor severidad
de la periodontitis experimental, ya que incrementa los niveles de resorcion alveolar.
Sin embargo, esta evidencia se basa en estudios experimentales in vivo donde se
recoge informacion a partir de muestras al final de las intervenciones, por lo tanto,
no es posible evaluar cambios a través del tiempo en la produccion de citoquinas

y/o niveles de resorcion 0sea alveolar. De manera que, no es posible establecer con
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certeza si la accion de las células NKT es netamente inflamatoria y osteo-resortiva,
sino que podria ejercer incluso una accion reguladora en alguna o varias de las

etapas de la progresion de la periodontitis.
7.4  Expresion de citoquinas por parte de células NKT

En relacién con las funciones efectoras de las células NKT, se ha descrito su
capacidad de expresion de citoquinas mediante la administraciéon de ligandos
especificos in vivo. De acuerdo con estos estudios las células NKT al ser activadas
serian capaces de secretar citoquinas asociadas a los fenotipos Th1/Th2 como IL-
4, IL-12 e IFN-y (Yoshimoto, 1994; Tomura y cols, 1999; Kitamura y cols, 1999).
Dentro de la evidencia recogida a partir de estudios in vivo e in vitro pudimos
observar la expresion de citoquinas por parte de las células NKT que fueron
expuestas a DCs cultivadas con periodontopatdgenos y/o a-GalCer. De manera que
las células NKT activadas produjeron aumento en la produccion de IFN-y, IL-4 e IL-
10 en comparacion a células NKT que no fueron expuestas a periodontopatdgenos
y/o estimuladas con a-GalCer (Garlet. 2010; Aoki-Nonaka y cols, 2011; Nowak y
cols, 2013). De acuerdo con esto, la activacion de las células NKT bajo el contexto
de la periodontitis tiene como consecuencia un aumento en la secrecion de las
citoquinas ya nombradas, de esta forma debemos entender las implicancias que
presentan estds citoquinas bajo el contexto periodontal. Dentro del perfil de
citoquinas Thl se encuentra IFN-y, esta citoquina bajo el contexto periodontal se
caracteriza por llevar a un incremento de la resorcién 0sea alveolar producto de la
induccion de la expresiébn de quimioquinas y posterior atraccion de células
productoras de RANKL y precursores osteoclasticos hacia el lugar de la lesion
periodontal (Garlet y cols, 2008; Somer y cols, 2019). Por otro lado, dentro del perfil
de citoquinas Th2 encontramos IL-4 que se caracteriza por ser anti-inflamatoria y
dentro del contexto periodontal esta citoquina lleva a la polarizacion de los
macréfagos a un fenotipo M2, lo que quiere decir que estos macréfagos M2 van a
producir citoquinas inmuno-reguladoras como IL-10 y TGFB generando un medio
modulador y regulador ayudando a limitar la respuesta del hospedero y por lo tanto,
colaborando con la estabilidad de la lesion periodontal (Trombone y cols, 2010;
Araujo-Pires y cols, 2015; Francisconi y cols, 2018). El paradigma que es aceptado
actualmente establece que la patogenia de la periodontitis implica una respuesta
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inmuno-inflamatoria mediada por la actividad de los linfocitos Thl, Th2, Th17y Treg,
en la que los linfocitos Thly Th17 se han relacionado mas con el inicio y progresion
de la periodontitis, mientras que linfocitos Th2 y Treg se han relacionado méas con
la remision de la periodontitis y la reparacién periodontal (Alvarez y cols, 2018;
Cavalla y cols, 2021). Bajo esta linea, las células NKT activadas podrian estar
implicadas tanto en la respuesta pro-inflamatoria como anti-inflamatoria y a su vez
la regulacion de la respuesta inmune, como fue anteriormente mencionado estas
células se caracterizan por tener como funciones efectoras la produccién de
citoquinas del perfil Th1/Th2. De acuerdo con los antecedentes recopilados las
células NKT in vivo en periodontitis experimental e in vitro bajo la inoculacion de
antigenos periodontopatégenos, muestran que posterior a la activacion de estas
células existe efectivamente el aumento en los niveles de citoquinas del perfil Thl
como IFN-y, pero a su vez existe aumento en la produccién citoquinas del perfil Th2
como IL-4. Por lo tanto, si bien estos antecedentes podrian permitirnos establecer
una clara asociacion entre la actividad de las células NKT y los eventos
patoldgicos/reguladores que caracterizan a la periodontitis, hasta la fecha no existe
una evidencia clara que establezca una relacion funcional entre los linfocitos Thl,
Th2 0 Th17, las células B, las células NK y las células NKT asociados a los estadios
de la enfermedad. Como ya fue mencionado, la evidencia en esta materia es escasa
y heterogénea, de manera que se hace necesario incrementar la cantidad de
estudios experimentales que permitan recopilar la informacion necesaria para
esclarecer la funcion e importancia de las células NKT en la patogenia de la
periodontitis. En relacion con la produccion de citoquinas de las células NKT es
relevante establecer los niveles de produccion durante el desarrollo y progreso de
la enfermedad, ademas de clarificar cdmo la transactivacion podria instaurar
interacciones entre la actividad de las células NKT y otras diversas células inmunes

bajo el contexto periodontal.

De esta forma, esta evidenciada la existencia de las células NKT en el tejido
periodontal, células que durante la periodontitis aumentan su proporcion y ademas
se activan ocasionando liberacion de citoquinas que podrian intervenir en el
aumento de la severidad de la enfermedad periodontal. Sin embargo, en la

actualidad esclarecer de manera fehaciente el rol de las células NKT no es posible.
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Se requiere mayor cantidad de estudios experimentales tanto in vivo como in vitro
que incluyan el analisis de la variacion a través del tiempo del nivel de expresion de
citoquinas, estimulacién de otras células inmunes, respuesta efectora de aquellas
células inmunes transactivadas, niveles de produccién de citoquinas asociadas a
inflamacion y resorcion 6sea alveolar. De esta forma, podrian generarse la evidencia
necesaria que nos permita establecer la conveniencia de la extrapolacion de la
dinamica de las células NKT bajo el contexto periodontal como posibilidad

terapéutica de la periodontitis.
7.5 Heterogeneidad de los estudios

Los estudios analizados en esta revisidn sistematica de tipo exploratoria se
caracterizaron por ser en su mayoria heterogéneos, por lo tanto, no se realiz
analisis estadistico de los datos, lo que ademas se condice con la naturaleza

exploratoria de esta revision.

Solo se analiz6 un anico estudio in vivo (Aoki-Nonaka y cols, 2014) por lo tanto, se
establece la escasa evidencia bajo esta metodologia. En este estudio se realizo la
induccion de periodontitis experimental mediante oral gavage, no se informaron las
estimaciones del tamafio de los efectos de la infeccion bacteriana con medidas de
variabilidad, mientras que los valores de p-value se informaron en cada variable
evaluada. Es importante mencionar que, al no informarse estimaciones en algunos
estudios, el significado exacto de los valores p-value podria malinterpretarse

facilmente con respecto a lo que realmente significa.

Por otro lado, se evaluaron dos estudios experimentales que incluian metodologia
in vitro (Nowak y cols, 2013; Aoki-Nonaka y cols, 2014). La heterogeneidad
metodoldgica de estos estudios se relaciona con las células blanco utilizadas, la
realizacion de re-infeccion/re-estimulacion y el patdogeno periodontal utilizado. En
relacion con las células blanco utilizadas, los autores mencionaron que se utilizaron
esplenocitos derivados de ratones WT o CD1d"- (Aoki-Nonaka y cols, 2014) y DCs
derivadas de ratones WT, MyD88*- y MyD88". En cuanto a la realizacion de re-
infeccidn/re-estimulacioén, los autores sefialaron que los esplenocitos provenian de
ratones que ya habian sido infectados o estimulados con a-GalCer (Aoki-Nonaka y
cols, 2014) y DCs que provenian de ratones no intervenidos (Nowak y cols, 2013).



51

Por otro lado, los patdgenos periodontales utilizados fueron P. gingivalis (Nowak y
cols, 2013; Aoki-Nonaka y cols, 2014) y A. actinomycetemcomitans (Nowak y cols,
2013). Y el antigeno glicolipidico fue a-GalCer (Nowak y cols, 2013; Aoki-Nonaka y
cols, 2014). De estos dos estudios, ninguno informé explicitamente las estimaciones
del tamafio de los efectos de la infeccion con medidas de variabilidad como la
desviacién estandar o error tipico, sin embargo, los valores de p-value fueron

informados.

En los estudios observacionales, la heterogeneidad metodoldgica se basé en las
caracteristicas de la poblacion de la investigacion y en el diagndéstico periodontal
establecido para el estudio. El rango etario utilizado fue diferente en cada estudio,
los autores mencionaron que el rango utilizado fue desde los 25 afios en adelante
(Nowak y cols, 2013) de 26 a 55 afios (Yamazaki y cols, 2001), 24 a 64 afos
(Amanuma y cols, 2006) y otros estudios no especificaron rango etario de los
pacientes evaluados (Mutukhuru, 2012). En relacion con el estado sistémico de los
pacientes evaluados, se excluyeron pacientes con patologias sistémicas (Yamazaki
y cols, 2001, Mutukhuru, 2012, Nowak y cols, 2013), embarazadas (Mutukhuru,
2012) usuarios de tabaco o reemplazantes de nicotina (Nowak y cols, 2013) y
algunos estudios no especificaron el estado sistémico de los pacientes evaluados
(Amanuma y cols, 2001). Por otro lado, el estado periodontal evaluado y su control
fue de periodontitis cronica moderada a severa y gingivitis (Yamazaki y cols, 2001;
Amanuma y cols, 2006), periodontitis crénica y salud gingival Mutukhuru, 2012) y

periodontitis crénica con periodontitis agresiva (Nowak y cols, 2013).
7.6 Andlisis del riesgo de sesgo

La evaluacion del riesgo de sesgo de los estudios in vivo en animales se califico
generalmente como "Poco claro”, debido a la falta o ausencia de informacion. Por
ejemplo, en los dominios 1 y 3 de la herramienta SYRCLE, en ningun estudio se
menciond explicitamente algin método de asignacion al azar y no se describio a
ninguna persona a cargo de la asignacion aleatoria de animales a los grupos de
intervencién. La mayoria de las calificaciones de "Poco claro" estaban relacionadas
con los items del SYRCLE que evaluaban cegamiento, aleatorizacién antes de la

intervencion o durante la evaluacion de resultados (dominios 5, 6 y 7). Estos
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hallazgos reconocen un importante "sesgo de informacion”. Ademas, no se
consigno en ninguno de los estudios evaluados datos de resultados incompletos,
por lo que el dominio 8 también fue considerado “Poco claro”, sin embargo, es poco
probable que los datos resultados faltantes posean influencia en los resultados
finales. Cabe mencionar que varias pautas para estudios con animales, como
SYRCLE, consignan qué factores podrian influir en los resultados. Tanto el estrés
producido por la exposicion a la luz dentro de las jaulas como un aumento de la
temperatura serian capaces de generar cambios en el metabolismo o
farmacodinamia en los animales (Hooijmans y cols, 2014). Por lo tanto, se debe
prestar atencion especial a las instalaciones de alojamiento de animales, la
manipulacion del personal y los protocolos de aleatorizacion, que podrian ayudar a
evitar sesgos en los estudios. Esta informacion no estaba disponible en los estudios
analizados (Nowak y cols, 2013; Aoki-Nonaka y cols, 2014).

La evaluacion del riesgo de sesgo de los estudios observacionales en humanos, por
medio de la herramienta Newcastle-Ottawa se calificaron generalmente con calidad
moderada. En la seccion de seleccion la mayoria de los estudios cumplieron los 4
item, lo que indica que la eleccién de los grupos fue generalmente adecuada. En
relacion con la seccién de comparaciéon solo un estudio no considero la edad de los
pacientes con periodontitis (Mutukhuru, 2012), mientras que también solo 1 no
considero el estado sistémico de los pacientes evaluados (Amanuma y cols, 2001),
sin embargo, 3 de los 5 estudios no evaluaron otros factores de riesgo adicionales
como el embarazo, mientras que solo 1 estudio consideré el tabaquismo, debido a
ello podria existir “sesgo de confusién”. En cuanto a la seccion de exposicion o de
resultados, ninguno de los estudios menciond en su metodologia el cegamiento de
los profesionales a cargo del registro de los resultados lo cual significa que podrian
presentar riesgo de “sesgo de informacion”. Por otra parte, cabe mencionar que en
la mayoria de los estudios no se perdieron pacientes durante el seguimiento o los
sujetos perdidos fueron menor o igual al 20% (Mutukhuru, 2012; Amanuma y cols,
2006; Nowak y cols, 2013) por lo que es poco probable que induzca sesgo. Si bien
la calidad de los estudios tuvo una tendencia a ser moderada es importante tener
en consideracion que algunas de estas investigaciones no estan libres de presentar

algun tipo de sesgo.
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CONCLUSIONES.

Los estudios han demostrado la presencia de las células NKT en tejido gingival
de animales y humanos, bajo el contexto de periodontitis y de salud.

Existe un aumento en la expresion relativa y/o nimero de células NKT en
periodontitis en comparacion a la salud gingival.

La activacion de las células NKT bajo el contexto periodontal, ya sea con
periodontopatégenos y/o a-Galcer modula la respuesta inmune a través de
diferentes vias, por lo tanto, es importante esclarecer la relacion funcional de
las células NKT y sus subconjuntos en el desarrollo y progresién de la
periodontitis.

Para establecer de manera concreta el rol de estas células durante el
desarrollo de la periodontitis se hacen necesarios estudios in vivo e in vitro que
establezcan a través del tiempo posibles variaciones en la expresion de
citoquinas por parte de las células NKT y sus subconjuntos.

Es necesaria una mayor investigacion de las células NKT en periodontitis para
entender el rol de estas células y sus subconjuntos, de tal forma que sea
posible establecer si es conveniente realizar futuros estudios en pacientes para
considerar a estas células como posibilidad dentro de la terapéutica

periodontal.
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ANEXO 1: Tabla resumen algoritmos de busqueda en bases de datos electronicas

Base de datos

PubMed (MEDLINE)

Embase (Elsevier)

Estrategia/Algoritmo de Busqueda

(C(@invariant - natural killer t cellsjMeSH
Terms]) OR (Natural Killer T-CellsfMeSH Terms]))
OR (natural killer t-cell)) OR (natural killer t-cells))
OR (natural killer T cell)) OR (natural killer t cells))
OR (nkt cell)) OR (nkt cells)) OR (inkt cells)) OR
(inkt cell)) OR (natural killer T lymphocyte)) OR
(natural killer t lymphocytes)) OR (natural killer t-
lymphocyte)) OR (natural killer t-lymphocytes))
AND (((((((((chronic periodontitisfMeSH Terms])
OR (PeriodontitisfMeSH Terms])) OR (aggressive
periodontitisfMeSH Terms])) OR (apical
periodontitisifMeSH Terms]))) OR (adult
periodontitisfMeSH Terms])) OR (periodontal
disease[MeSH Terms])) OR (periodontitis)) OR
(periodontal disease)) OR (periodont*))

(‘natural killer t cell’/exp OR ‘natural killer t cell OR
‘natural killer t-cell’’lexp OR ‘natural killer t-cell’ OR
‘natural killer t lymphocyte’/exp OR ‘natural killer t
lymphocyte’ OR ‘natural killer t-lymphocyte’/exp
OR ‘natural killer t-lymphocyte’ OR ‘natural killer t
cells’/exp OR ‘natural killer t cells’ OR ‘natural killer
t-cells’’exp OR ‘natural killer t-cells’ OR ‘invariant
natural killer cell'/exp OR ‘invariant natural killer
cell OR ‘invariant natural Kkiller t cell/lexp OR
‘invariant natural killer t cell’ OR ‘invariant natural
killer t-cell’’lexp OR ‘invariant natural killer t-cell’ OR
‘nkt cell'’lexp OR ‘nkt cell’ OR ‘nkt lymphocyte’/exp
OR ‘nkt lymphocyte’ OR finkt cell OR ‘inkt
lymphocyte’) AND (‘periodontitis’ OR ‘chronic
periodontitis' OR ‘aggressive periodontitis’ OR

‘periodontal disease’ OR ‘apical periodontitis’)

N° de Articulos

67

16



ISI Web of science (((((((((((((((Ts=(Natural killer t cel)) OR 46

(Clarivate Analytics)

Scopus

TS=(Natural killer t-cell)) OR TS=(natural killer t
lymphocyte)) OR TS=( natural killer t-lymphocyte))
OR TS=(natural killer t cells)) OR TS=(natural killer
t-cells)) OR TS=(invariant natural killer cell)) OR
TS=(invariant natural killer cell)) OR TS=(invariant
natural Killer t cell)) OR TS=(invariant natural killer
t-cell)) OR TS=(nkt cell)) OR TS=(nkt lymphocyte))
OR TS=(inkt cell)) OR TS=(inkt lymphocyte) AND
(((((((((Ts=(chronic periodontitis)) OR
TS=(aggressive periodontitis)) OR
TS=(periodontal disease)) @ OR  TS=(adult
periodontitis)) OR TS=(periodont)) OR TS=(apical

periodontitis)

( TITLE-ABS-KEY ( "natural killer t cell” OR
"natural killer t cell' OR " natural AND killer AND
t-cell "OR" natural AND killer AND t-cell "OR"
natural AND killer AND t AND lymphocyte " OR
" natural AND killer ANDt AND lymphocyte " OR
" natural AND killer AND t-lymphocyte " OR "
natural AND killer AND t-lymphocyte " OR "
natural AND killer ANDt AND cells "OR " natural
AND killer ANDt AND cells "OR " natural AND
killer AND t-cells "OR " natural AND killer AND
t-cells " OR " invariant AND natural AND killer
AND cell "OR " invariant AND natural AND killer
AND cell "OR " invariant AND natural AND killer
AND t AND cell " OR 'invariant natural killer t cell"
OR "invariant natural killer t-cell” OR “invariant
natural killer t-cell* OR "nkt cell* OR "nkt cell" OR
"nkt lymphocyte” OR "nkt lymphocyte” OR "inkt
cell" OR "inkt lymphocyte")) AND ( TITLE-ABS-
KEY ( "periodontitis" OR "chronic periodontitis"
OR "aggressive periodontitis® OR "periodontal
disease" OR "apical periodontitis" OR

"periodont*" ) )
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Anexo 2: Tabla de articulos incluidos en la revision sisteméatica exploratoria ScR
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Anexo 3: Tabla de articulos identificados via bases de datos recuperados a texto

completo y sus motivos de exclusion:
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