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RESUMEN

La periodontitis es una enfermedad multifactorial causada principalmente por la
bacteria Porphyromonas gingivalis, que afecta la integridad de los tejidos de
soporte dentario. Durante el desarrollo de la enfermedad, linfocitos T tipo NK y
células CD1+ se encuentran en el tejido inflamado. En virtud de que las moléculas
CD1 presentan glicolipidos, el objetivo de la tesis fue demostrar el
“Reconocimiento antigénico de glicolipidos por linfocitos T CD57+ en pacientes
con periodontitis crénica”. Para este fin se determiné mediante citometria de flujo e
inmunohistoquimica, la expresion de CD57 en células de sangre venosa y de
biopsia de tejido gingival de pacientes con periodontitis créonica. También se
determiné la expresion de CDla en la biopsia gingival y en células CD3- de
paquete leucocitario, cultivadas con GM-CSF e IL-4. Por otra parte, se preparo
antigeno de P. gingivalis para su utilizacion en cocultivos de linfocitos T con
células CD1+. Los resultados preliminares mostraron que en sangre de un
paciente, el 70% de los linfocitos T CD4+ expresaron CD57 y el 15% de esta
poblacion expreso en el TCR, la cadena Va24. Similarmente, en el tejido gingival
se observaron células CD57+, sin embargo, en el analisis por superposicion de
imagenes no correspondieron con células CD3+. Otros resultados mostraron que
las células de la zona externa del epitelio gingival fueron positivas para CDla y
que en el 68% de los leucocitos CD3- se indujo con citocinas, la expresion de
CDla después de 5 dias de cultivo. En el analisis electroforético del antigeno

soluble de P. gingivalis se observaron bandas proteicas que corresponden a lo



descrito por la literatura. Estos resultados preliminares apoyan el objetivo principal
planteado ya que sugieren que las células CD57+ podrian jugar un papel

importante al encontrarse infiltradas en la periodontitis cronica.



INTRODUCCION

La enfermedad Periodontal es una patologia inflamatoria que afecta al ligamento
periodontal, encia, hueso alveolar y cemento radicular, quiénes constituyen los tejidos de
soporte dentario (1). A pesar de las diferentes medidas de prevencién y los avances en
cuanto a las alternativas de tratamiento, la enfermedad Periodontal afecta a un porcentaje
importante de la poblacion adulta, que va del 5 al 30% en paises industrializados como
Estados Unidos; siendo una de las infecciones mas comunes en los seres humanos (2).
La Periodontitis es considerada actualmente como una enfermedad autoinmune de origen
multifactorial, en la cual los microorganismos presentes en la biopelicula dental (placa
bacteriana) principalmente Porphyromona gingivalis, constituyen uno de los factores de
riesgo mas importantes para el establecimiento de la patologia (3). Otros factores que
inciden en la progresion de la enfermedad incluyen condiciones genéticas como el
polimorfismo de la interleucina 1 (IL-1), una citocina proinflamatoria que se encuentra en
altos niveles en pacientes que manifiestan la lesion (4). También, se ha propuesto que
patologias sistémicas como Diabetes Mellitus, Enfermedad Cardiovascular, Osteoporosis
y Artritis Reumatoide también pueden contribuir al desarrollo de la Periodontitis (5). De
igual forma se ha encontrado que el habito de fumar predispone a desarrollar la
enfermedad en una manera dosis dependiente que va correlacionada con la pérdida del
epitelio de unién en sus niveles de insercidén normales (6).

El desarrollo de Periodontitis va precedido de una Gingivitis, la cual genera una respuesta
inflamatoria no especifica contra las bacterias presentes en la placa bacteriana que se
encuentran a nivel supragingival (7); si la biopelicula o placa supragingival no es
eliminada por medios mecanicos como el cepillado o el hilo dental, el microambiente local
puede modificarse de una flora bacteriana Gram positiva facultativa, a una flora anaerobia

Gram negativa, lo cual permite el crecimiento de la placa bacteriana a nivel subgingival,



asi como la migracion del epitelio de unién hacia la zona apical. La pérdida de insercion
del epitelio de unién en sus niveles normales constituye uno de los parametros clinicos

para el diagnéstico de la Enfermedad Periodontal (8).

Inmunidad Innata

El sistema inmunitario innato en el periodonto contiene varios elementos celulares que
incluyen células epiteliales, dendriticas, macrofagos y neutrofilos (9), la presencia de
leucocitos polimorfonucleados es importante para el mantenimiento de la salud
periodontal. Los neutréfilos son el tipo celular mas abundante en el fluido crevicular
gingival, que se define como un exudado inflamatorio que circula dentro del surco gingival

o bolsa periodontal alrededor del diente en una encia inflamada (10).

Inmunidad adquirida

El sistema inmunitario adquirido es capaz de reconocer y reaccionar frente a un gran
namero de antigenos de distintos origenes, se caracteriza por su alta especificidad, la
cual se encuentra solamente en los linfocitos B y en los T. Los linfocitos B tienen como
receptor de antigeno el complejo BCR, el cual estd formado por un anticuerpo de
membrana en complejo con las moléculas homodiméricas CD79A y CD79B transmisoras
de sefales intracelulares (11). Los linfocitos B mediante el anticuerpo de membrana
pueden reconocer antigenos solubles en su forma nativa o desnaturalizada y aquéllos
asociados a una membrana celular. Cuando los linfocitos B reconocen el antigeno, se
activan y se diferencian en células plasmaticas productoras de anticuerpos (11). Con
respecto a los linfocitos T, estas células tienen como receptor de antigeno el complejo
TCR formado por un heterodimero que contiene el sitio de unién al antigeno y las

moléculas CD3 (gamma, delta, epsilon y dos zetas o etas) que transmiten sefiales



intracelulares. En el 95% de los linfocitos T de circulacién sanguinea, el heterodimero del
TCR es una cadena alfa y una beta (TCR alfa/beta), mientras que el 5% restante
presentan el heterodimero con cadenas gamma y delta independientemente de las
moléculas CD3 (11). Existen dos tipos de poblaciones de linfocitos T con TCR alfa/beta:
los cooperadores (CD4+) que reconocen al antigeno presentado por moléculas MHC de
clase Il y los citoliticos o citotoxicos (CD8+) que reconocen el complejo formado por el
antigeno y el MHC de clase | (11). Los linfocitos T reconocen antigenos peptidicos
presentados mediante moléculas de histocompatibilidad (MHC) en la membrana de
células presentadoras de antigeno (APC) (11). Sin embargo, hay linfocitos T con TCR
alfa/beta y TCR gamma/delta que reconocen lipidos propios y extrafios, como glicolipidos,
fosfolipidos, sulfoglicolipidos, glicoesfingolipidos, diacilglicerol, carbohidratos acilados,
policetidos, esfingolipidos, gangliosidos, sulfatidos, fosfatidilinositoles,
fosfatidiletanolaminas, fosfatidilcolinas, micolatos, pequefias moléculas no lipidicas vy
lipopéptidos presentados por moléculas CD1 (12-14), las cuales tienen una estructura
similar a las moléculas del MHC-I (15). Los linfocitos T alfa/beta reconocen lipidos
presentados por moléculas CDla, CD1b y CD1c, mientras que los linfocitos T alfa/beta
con fenotipo de células NK (denominados NKT) reconocen caracteristicamente alfa-
galactosilceramida en moléculas CD1d (15,16). Con respecto a los linfocitos T
gammal/delta son generalmente de fenotipo CD8+ y se encuentran en mayor proporcion
(~10%) en epitelios y mucosas (11) y reconocen lipidos presentados por moléculas CD1c
(15). Por otra parte, cuando se activan los linfocitos T CD4+ se diferencian en
cooperadores tipo 1 (Thl) o en tipo 2 (Th2); los linfocitos Thl caracteristicamente
producen IL-2, factor beta de necrosis tumoral (TNF-B) e interferon gamma (IFN-y),
mientras que los Th2 producen IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13 (11). Los linfocitos Thl
dirigen una respuesta inmunitaria de tipo celular porque activan macroéfagos, linfocitos T
citotoxicos y células NK e inducen la produccién de IgG, mientras que los linfocitos Th2

9



generan una respuesta inmunitaria de tipo humoral porque la mayoria de la citocinas que
producen, son factores de crecimiento y diferenciacion para linfocitos B (11).

La presencia de linfocitos T y B en la enfermedad periodontal ha sido asociada con los
conceptos de lesion estable y de lesion progresiva. La lesion estable esta favorecida por
una respuesta inmunitaria celular determinada por citocinas producidas por linfocitos Th1,
mientras que la lesidon progresiva estd dada por la respuesta inmunitaria humoral
controlada por citocinas producidas por los linfocitos Th2 (17). Esto explica el
establecimiento de una respuesta tipo Th2 con la produccién de inmunoglobulinas (Igs)
principalmente 1gG, IgA e IgM con un aumento significativo de 1gG en periodontitis de tipo
crénico (18). Por otra parte, se ha visto que los niveles de células B con inmunoglobulina
G4 (IgG4+) se encuentran aumentados con respecto a los de IgG2+ en estadios
inflamatorios avanzados indicando la influencia de IL-4 y disminucién de IFN-y en zonas
de grandes infiltrados celulares con lesion periodontal (19). La disminucion de IFN-y
también se ha observado junto con el aumento en la relacion de IL-10:1L-12 en cocultivos
de linfocitos TCD4+ con células dendriticas derivadas de monocitos (MDDCs) estimuladas

con antigeno de Porphyromonas gingivalis en pacientes con periodontitis crénica (20).

Linfocitos T autorreactivos

Recientemente, se ha demostrado que hay mimetismo molecular entre la proteina
humana de choque térmico 60 (Hsp60) y la proteina homologa de P. gingivalis (GroEl).
Este mimetismo ha sido la causa de una respuesta autoinmune por parte linfocitos T (21).
Yamazaki y colaboradores (22) evaluaron la respuesta proliferativa, el perfil de citocinas y
clonas de linfocitos T de sangre periférica en pacientes con periodontitis, los resultados
mostraron una alta proliferacién de linfocitos T frente a Hsp60 en comparacién a GroEl de

P. gingivalis. La expresion de IFN-y fue encontrada en células mononucleadas de sangre
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venosa reactivas a Hsp60 mientras que ningun tipo de citocinas fue producido en
respuesta a GroEL de P. Gingivalis. Estos datos sugieren que la presencia de bacterias
periodontopatogénicas induce la activacion de linfocitos T reactivos frente a Hsp60

endogena con produccion de citocinas tipo Thl (22).

Reabsorcion Osea y Pérdida de Tejido Conectivo

Los linfocitos T activados expresan la molécula denominada Receptor Activador del
Ligando del Factor Nuclear kappa-B (RANKL), que puede ser liberada como proteina
soluble o quedar unida a la membrana celular. RANKL también se conoce como
osteoprotegerina-L (OPGL) y actla directamente sobre las células precursoras que
expresan RANK, induciendo la formacién y activacion de osteoclastos. Por otra parte, los
linfocitos T activados producen TNF-a e IL-17 que estimulan la expresion de RANKL en
osteoblastos; esta via es regulada por la osteoprotegerina (OPG) soluble (23). En este
sentido, se han encontrado concentraciones elevadas de RANKL y disminucién de OPG
en el fluido crevicular gingival y en los sitios activos en donde existe destruccién 6sea en
comparacion con las zonas de tejido en donde la lesidon permanece inactiva (24,25). Los
resultados sugieren que el desequilibrio en las concentraciones de RANKL y OPG,
influyen en la destruccién ésea alveolar caracteristica de la enfermedad periodontal. Con
respecto a las metaloproteinasas (MMPs), enzimas encargadas de la degradacion de
tejido conectivo, se han encontrado aumentadas en la enfermedad periodontal; la
elevacion en la expresibon de MMP1, MMP2, MMP3, MMP9 es caracteristica en la
patologia (26). Estos datos se correlacionan con la pérdida total de colageno tipo | y tipo
lll que se ha observado por medio de microscopia electronica en biopsias de pacientes

con periodontitis rapidamente progresiva y periodontitis crénica (27).
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Bacterias que participan en la enfermedad Periodontal

Generalmente, los agentes causales de esta patologia son bacterias anaerobias Gram
negativas dentro de las cuales se encuentran P. gingivalis, T. forsythia, y A.
actinomycetemcomitans (28), siendo P. gingivalis la principal bacteria que expresa
factores de virulencia como fimbrias, lipopolisacaridos, proteasas y hemaglutininas (29).
Los mecanismos de evasion de la respuesta inmunitaria por parte de P. gingivalis son
multiples, por ejemplo, los lipopolisacaridos (LPS) derivados de esta bacteria pueden
estimular la produccién de prostaglandina E dos (PGE,) por parte de monocitos en tejido
gingival sin lesién periodontal (30). Repetidas estimulaciones con LPS de P. gingivalis a
células presentadoras de antigeno (APCs) en cultivo disminuyen la expresion de
moléculas coestimuladoras como CD80, CD86, CD83 (marcador de maduracion de
células dendriticas) y de las quimiocinas CCL3 y CCL5 (31). Las cisteina proteasas de P.
gingivalis pueden hidrolizar IL-12 y reducir la expresion de IFN-y por parte de los linfocitos
T CD4+ (32). En otro estudio similar, se mostré que los LPS y las cisteina proteasas de P.
gingivalis pueden aminorar la produccién de IL-12 e IFN-y en condiciones in vitro
disminuyendo asi la respuesta inmunitaria de tipo celular (33). De igual forma, en estudios
in vitro con células endoteliales humanas de corddén umbilical (HUVECS), las cisteina
proteasas de P. gingivalis pueden degradar moléculas como CD99 y en consecuencia
disminuir la expresion de moléculas de adhesion como ICAM-1, VCAM-1 y ELAM-1 en el
endotelio vascular (34). Asimismo, estas cisteina proteasas también pueden promover la
respuesta Th2, ya que inducen la activacion de linfocitos B humanos, incrementan la
expresion del IL-4R y muestran una limitada hidrélisis sobre su ligando IL-4 en presencia

de suero (35).
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ANTECEDENTES

Linfocitos T CD57+
Hace dos décadas que se describié por primera vez una subpoblacion de linfocitos T con

expresion de CD57+, un marcador de células NK (36). CD57 es un polisacarido sulfatado
conocido como HNK-1 o Leu78 (37). Se ha demostrado, que los linfocitos T CD57+ estan
presentes en sangre venosa y aumentan con la edad hasta en un 18% (38). Se ha
encontrado que este incremento se debe a una expansion oligoclonal de linfocitos T con
limitado repertorio VB en su TCR (39). Sin embargo, esta poblacion celular también se ha
encontrado aumentada en condiciones patoldgicas con persistencia del antigeno, por
ejemplo: en un estudio realizado en pacientes adultos con transplante de médula ésea, se
encontrd en sangre una subpoblacion de linfocitos T CD4+ CD57+ en un 30%, comparado
con el 1% en individuos sanos (40). De manera interesante, estas células tanto de los
pacientes transplantados como de los individuos sanaos, presentaron una baja produccion
de IL-2 cuando fueron tratadas con un estimulador policlonal (40). Okada y colaboradores
estudiando pacientes con cancer colorectal encontraron un 30% de linfocitos T CD57+ en
el infiltrado tumoral (41). Pacientes con cirrosis biliar primaria también presentan
porcentajes similares de linfocitos T CD3+CD57+ en el tejido de sus tractos portales (42).
En el caso de infecciones virales como las generadas por citomegalovirus humano
(HMCV), se ha encontrado que un porcentaje importante de linfocitos T CD57+ tienen el
marcador de células de memoria (CD45RO+) y que las células T CD8+CD57+ muestran
una rapida induccion para sintetizar TNF-a e IFN-y en respuesta a péptidos del HMCV
(43). Koike y colaboradores encontraron que la produccion de IFN-y fue proporcional a la
presencia de linfocitos T CD57+ en la respuesta alogénica de un cultivo mixto (44). En

cultivo de leucocitos de pacientes con virus de inmunodeficiencia humana y sujetos no
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infectados, después de activar con anticuerpos anti-CD3 se hall6 mayor producciéon de
TNF-a e IFN-y en linfocitos T CD8+CD57+ con respecto a los linfocitos T CD8+CD57-
(45). También se ha observado en linfocitos T CD8+CD57+ mayor produccion del FAS-
ligando (FAS-L) soluble comparado con linfocitos T CD8 convencionales, asi como una
alta actividad citotoxica contra la linea celular K562 sensible a células NK (39). En otro
estudio se observé que los linfocitos T CD57+ mostraron mayor susceptibilidad a la
apoptosis mediada con anticuerpos anti-CD3 y mayor coexpresion de FAS y FASL asi
como actividad de la caspasa 3 (46). Por otra parte, los linfocitos T CD4+ CD57+ en
pacientes con tuberculosis expresan un fenotipo de células memoria-efectoras (CD28
CD45R0O*CD62L") con alta producciéon de IFN-y e IL-4 (47). Los linfocitos T CD8+CD57+
de estos pacientes muestran también un fenotipo de células activadas, abundante
expresion de perforinas y granzima-A, mayor citotoxicidad contra a monocitos aut6logos
en ausencia de antigeno y niveles de TNF-a e IFN-y superiores con respecto a las células
correspondientes de individuos sanos (48). Los linfocitos T CD4+ CD57+ constituyen la
mayor subpoblacion de linfocitos T cooperadores en los centros germinales de los
organos linfoides secundarios humanos. Estas células inducen el cambio de isotipo en los
linfocitos B y ayudan a la sintesis de inmunoglobulinas principalmente 1IgG1-3 e IgAl (49).
Con respecto a los linfocitos denominados NKT, éstos expresan en su TCR cadenas
invariables; la cadena Va24 y principalmente la cadena V11, las cuales reconocen
glicolipidos presentados por moléculas CD1d (16). Las moléculas CD1 son semejantes al
complejo principal de histocompatibilidad de clase | (MHC-I) pero se clasifican como
moléculas presentadoras de antigeno no clasicas (16). Las moléculas de la familia CD1
son expresadas en células presentadoras de antigeno profesionales (APCs) y presentan 5
proteinas que son: CD1la, CD1b. CDlc, CDd y CDl1e, las cuales estan codificadas en el

cromosoma 1 (15,50). Estas proteinas son clasificadas en dos grupos: grupo | constituido
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por CDla, CD1b, CD1c y el grupo Il contiene CD1d (15). Estos dos grupos son
expresados en la superficie celular, mientras que CD1e tiene una localizacién intracelular
(51). El grupo | presenta lipidos propios y de M. tuberculosis que son reconocidos por
linfocitos T que expresan el TCR af3, mientras que el grupo Il con CD1d presenta lipidos
exdgenos y enddgenos que sélo son reconocidos por los linfocitos T Va24 denominados
iINKT (15).

Se ha reportado en pacientes con periodontitis cronica que la frecuencia de linfocitos T
que expresan el TCR Va24-JaQ (iNKT) es mayor en los tejidos periodontales que en los
tejidos con gingivitis o de sangre venosa (52). Yamasaki y colaboradores en otro estudio,
también demostraron por medio de inmunohistoquimica mayor porcentaje de linfocitos
tipo NKT en los infiltrados de tejido con periodontitis crénica y mayor expresién de CD1d
en el tejido conectivo en comparacion con las muestras de gingivitis utilizadas como
controles (53). En virtud de los estudios de Yamasaki y colaboradores (52,53), es posible
que linfocitos T tipo NK reconozcan antigenos glicolipidicos presentados por moléculas

CD1 en células presentadoras de antigeno.
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JUSTIFICACION

La enfermedad periodontal presenta una de las mayores prevalencias dentro de las
patologias que se manifiestan a nivel de cavidad oral en las poblaciones de paises en
vias de desarrollo. Los mecanismos inmunolégicos de respuesta frente a este tipo de
enfermedad, aun no han sido esclarecidos totalmente. Por ejemplo, la funcion de
marcadores como el CD57 en los linfocitos T que posiblemente interaccionan con
antigeno glicolipidico presentado por moléculas CD1, aun no ha sido explorada, siendo
posible que esta respuesta pueda ser importante como mecanismo de defensa adicional

contra patégenos periodontales.
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HIPOTESIS

Los linfocitos T CD57+ reconocen antigenos glicolipidicos a través de CD1 expresado en

células presentadoras de antigeno en pacientes con periodontitis cronica.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Demostrar la activacién de los linfocitos T CD57+ con base al reconocimiento antigénico
de glicolipidos en células presentadoras de antigeno que expresan moléculas CD1 en

pacientes con periodontitis crénica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la presencia de linfocitos T CD57+ y células CD1+ en biopsias de
tejido gingival y sangre de pacientes con periodontitis crénica.

2. Obtener y clonar linfocitos T de sangre de pacientes con periodontitis crénica.

3. Inducir in vitro la expresion de moléculas CD1 en monocitos obtenidos de sangre
de pacientes con periodontitis crénica.

4. Obtener antigeno soluble a partir de cultivo bacteriano de Porphyomonas
gingivalis.

5. Realizar cocultivos de linfocitos T autélogos con las células CD1+ inducidas in vitro
(células dendriticas derivadas de monocitos, MDDCs) estimulando con antigeno
de P. gingivalis.

6. En los cocultivos de linfocitos T/células CD1+ bloquear alternativamente moléculas
del complejo principal de histocompatibilidad clase | y 1l o moléculas CD1 en

MDDCs para determinar poblaciones celulares activadas.
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MATERIAL Y METODOS

MUESTRAS BIOLOGICAS

Para fines de estandarizacion, se obtuvieron 10 ml de sangre de paquete leucocitario
obtenido de donadores del Banco de Sangre del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias “Ismael Cosio Villegas” (INER).

Con previa autorizacién bajo consentimiento informado por escrito se obtuvieron 10 ml de
sangre venosa en tubos estériles con ks EDTA y una biopsia de tejido gingival bajo previa
anestesia local. Las muestras fueron obtenidas de pacientes con periodontitis cronica en

la clinica de Periodoncia del Posgrado de Odontologia de la UNAM.

CELULAS MONONUCLEADAS

Las muestras de paquete leucocitario y sangre venosa de paciente se diluyeron en un
volumen igual de amortiguador salino fosfato (PBS: 0.15M de NaCl y 0.05M de fosfato de
sodio a pH 7.2). Las células mononucleadas se separaron por centrifugacion a 1700 rpm
en un gradiente de Ficoll-Hypaque (1.077 de densidad) durante 30 min a 16°C (54).
Después de la centrifugacion, se colectaron las células de la interfase, se lavaron 2 veces
por centrifugacién (1500 rpm durante 5 min a 4°C); descartando el sobrenadante cada
vez. El boton celular se resuspendié en 2 ml de PBS y se cuantificaron las células en un
hemocitdmetro. La viabilidad celular fue valorada por el método de exclusion del colorante

azul de tripano.

PURIFICACION DE LINFOCITOS T
Con el fin de estandarizar las técnicas para purificar poblaciones de linfocitos T CD3+, se
obtuvieron linfocitos T provenientes de paquete leucocitario que se aislaron mediante

columnas magnéticas de separacion utilizando anticuerpos unidos a microperlas
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magnéticas de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Miltenyi Biotec, Sunnyvale
California). Las células fueron lavadas y resuspendidas en amortiguador de separacion
(PBS con BSA al 0.5% y EDTA a 2 mM). Luego, la suspension celular fue incubada con
anticuerpos conjugados a un hapteno y dirigidos contra CD11b, CD16, CD19, CD36 y
CD56 durante 20 min a 4°C. Las células fueron lavadas e incubadas por otros 20 min a
4°C con el anticuerpo secundario dirigido contra el hapteno, conjugado a perlas
magnéticas. Después, las células fueron lavadas y resuspendidas en un volumen total de
1.5 ml de amortiguador de separacion. La suspension celular se colocé en la columna de
separacion magnética, en la cual la fracciébn celular no retenida corresponde a los
linfocitos T. Las células retenidas se recuperaron mediante el siguiente procedimiento: la
columna de separacion se retird del iman donde estaba y se agregé 1 ml de amortiguador
de separacion y se presion6 con un émbolo eluyendo asi las células retenidas. Tanto las
células retenidas como no retenidas fueron cuantificadas en un hemocitémetro y la
viabilidad celular fue valorada por el método de exclusion del colorante azul de tripano.
Para determinar la pureza de la poblacion celular no retenida de la columna de
separacion, las células se incubaron con anticuerpos anti-CD3 unidos al fluorocromo
PerCP-Cy5.5 (BD Biosciences) y se analizaron por citometria de flujo. La fraccion celular
retenida en la columna correspondié a células CD3- que fueron recuperadas para

cultivarlas e inducir la expresion de CD1.

CULTIVOS CELULARES
Los linfocitos T CD3+ (2 x 10°) y las células retenidas CD3- (2 x 10°) fueron cultivadas
independientemente en placas de 96 pozos con 200ul de RMPI-1640 suplementado con

10% de suero fetal de ternera inactivado por calor, 1% de L-glutamina, 1mM de piruvato
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de sodio, penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100ug/ml), gentamicina (50ug/ml), 10mM

de HEPES y 2-mercaptoetanol (50uM) a 37°C en una atmosfera humeda de 5% de CO..

CLONACION DE LINFOCITOS T

Con el fin de mantener la viabilidad, al cultivo de linfocitos T (2 x 10° células/pozo), se les
cambi6 el medio de cultivo y se les agreg6é 100ng/ml de IL-2 recombinante humana (Gibco
BRL) cada tercer dia (39). Las células fueron recuperadas a los 10 dias para determinar
su viabilidad mediante la exclusién del colorante de yoduro de propidio (PI) a la dilucion
1:100 a partir de una concentracion de 1mg/ml (Sigma). La viabilidad celular fue analizada

por citometria de flujo realizando una gréafica en base al tamafio y la complejidad celular.

INDUCCION DE LA EXPRESION DE CD1 EN MONOCITOS

Para inducir la expresion de CD1, la fraccién de células CD3- (2 x 10°) fueron cultivadas
en pozos con 200ul de RMPI-1640 suplementado, durante 5 dias con 100 ng/ml del factor
estimulador de colonias de granulocitos-monocitos (GM-CSF) (Biosource) y 25 ng/ml de
IL-4 (BD Pharmingen). Al tercer dia de cultivo, se realiz6 el cambio de medio de cultivo y
nuevamente se agregd a los pozos GM-CSF e IL-4 a la misma concentracion (55).
Después del quinto dia de cultivo, las células fueron lavadas 5 veces con PBS a
temperatura ambiente. Posteriormente para desprender las células adherentes, se
adicion6 a cada pozo 200ul de PBS con EDTA al 0.05 mM a 0°C durante 10 minutos (56).
Las células desprendidas y las del sobrenadante recolectado de los pozos, fueron
centrifugadas a 1500 rpm/10 min a 4°C. El botdn celular se resuspendié en 1 ml de PBS y
se cuantificaron las células en un hemocitometro. La viabilidad celular fue valorada por el

método de exclusion del colorante azul de tripano.
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CITOMETRIA DE FLUJO

Tanto los linfocitos T CD3+ y las células CD3- cultivadas, como las células
mononucleadas obtenidas de paciente, fueron previamente fijadas con p-formaldehido
(PFA) al 1% en PBS. Para la inmunofluorescencia, las células se lavaron en PBS con
albumina de suero bovina al 0.2% y azida de sodio al 0.2% (PBA). Los linfocitos T se
incubaron con el anticuerpo anti-CD3 conjugado a PerCP-Cy5.5 y las células CD3-
cultivadas con IL-4 y GM-CSF fueron incubadas con el anticuerpo contra CD1a conjugado
a fluoresceina (FITC) (Biosource). Las células mononucleadas de paciente fueron
incubadas con anticuerpos anti-CD4-PerCP-Cy5.5 (BD Pharmigen) o anti-CD8-PE-Cy5
(BD Pharmigen), anti-CD56-PE (BD Pharmigen) o con anti-CD57-PE (Santa Cruz
Biotecnology) y anti-TCR Va24-FITC (Immunotech) o anti-CD19-FITC (Serotec). Para
todos los ensayos de inmunofluorescencia se utilizaron como controles de isotipo,
anticuerpos unidos a FITC, PE o a PerCP-Cy5.5 pero dirigidos contra moléculas
irrelevantes. Todas las muestras se incubaron durante 20 min a temperatura ambiente y
después se lavaron con PBA. El andlisis de las muestras por citometria de flujo se llevo a
cabo en un aparato Excalibur de Becton & Dickinson (FACS, Mountain View, CA) con el
programa Cellquest. Se adquirieron 10* eventos en cada ensayo y se analizaron las
regiones correspondientes a los linfocitos y a los monocitos, construyendo graficas de
puntos correspondientes a granularidad contra tamafo celular asi como gréficas de

células fluorescentes.

HISTOQUIMICA CON ANTICUERPOS CONJUGADOS A ENZIMAS
La biopsia de tejido gingival de paciente fue embebida en PFA al 10%, la muestra fue
incluida en parafina y se realizaron cortes histologicos seriados a 5um de espesor. Como

testigos positivos, se utilizaron cortes histolégicos de amigdala humana. Todos los cortes
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fueron procesados en laminillas sobrecargadas positivamente (Biocare Medical). Para
eliminar la parafina de las muestras, se utiliz6 en forma secuencial Xilol absoluto, alcohol
absoluto, alcohol al 70% y agua. Para exponer los sitios de reconocimiento antigénico, los
cortes histologicos fueron sumergidos en amortiguador de citratos 10 mM (Dako) durante
15 minutos en bafio Maria a temperatura de ebulliciébn. Todas las muestras fueron
procesadas con el kit Dakocytomation (Dako Inc) siguiendo las instrucciones del
fabricante. El procedimiento se describe a continuacion: Todas las incubaciones fueron
realizadas en camara humeda a temperatura ambiente. Para las muestras histologicas
que se revelaron mediante la reaccion de la fosfatasa alcalina, todos los lavados fueron
por 5 min con TBS-Tween 20 al 0.05%. La primera incubacion fue con levamisol 0.2 mM
por 5 min para inhibir la fosfatasa endbégena. Luego, las muestras se lavaron y se
incubaron con el anticuerpo IgM anti-CD57 (Zymed) por 20 min. Después de lavar, una
segunda incubacion fue realizada con el anticuerpo anti-lgM conjugado con biotina
(Serotec) por 20 min. Previo lavado una tercera incubaron se realizdé con estreptavidina
conjugada a fosfatasa alcalina durante 15 min. Por ultimo, los cortes histoldgicos se
lavaron y se revelaron mediante incubacion con fucsina al 0.5% en HCL (hidrocloruro de
dianilina al 0.1-1%), nitrato de Sodio al 5% en el amortiguador de sustratos (fosfato de
naftol en Tris 0.1M) del kit (DAKO) por 10 min, deteniendo la reaccién con un lavado final.
Para las muestras histoldgicas que se revelaron mediante la reaccion de la peroxidasa,
los lavados se realizaron con PBS-Tween 20 al 0.05% por 5 min. Inicialmente se incubo
con peroxido de hidrégeno al 3% con azida de Sodio 15 mM por 5 min para bloquear la
peroxidasa enddgena. Inmediatamente, las muestras se lavaron e incubaron
individualmente con los anticuerpos anti-CD3 (Dako), anti-CD20 (Dako) y anti-CD68
(Dako) durante 20 min. Enseguida, los cortes histoldgicos fueron lavados e incubados con
el reactivo denominado multilink universal biotinilado (kit de Dako) por 20 min. Las

muestras fueron después lavadas y se incubaron con estreptavidina conjugada a
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peroxidasa durante 15 min en las condiciones mencionadas. Finalmente, los cortes
histologicos fueron lavados y revelados mediante incubacion durante 5 min con 3,3'-
diaminobencidina (DAB) diluida en el amortiguador de sustratos (Imidazol-HCI, pH 7.5 con
peroxido de hidrégeno) del kit (DAKO). La reaccion de revelado fue detenida lavando con
PBS-Tween. Para descartar la reaccidon inespecifica se utilizaron como controles
negativos los cortes de tejido gingival y de amigdala humana, incubados solo con el
anticuerpo secundario Multilink biotinilado (Kit de Dako) durante 20 min en las mismas
condiciones. Para identificar los nucleos celulares, todas las muestras fueron
contratefiidas con hematoxilina de Mayers. Para preservar y analizar en el microscopio,

todas las laminillas fueron cubiertas con resina.

HISTOQUIMICA CON ANTICUERPOS CONJUGADOS A FLUOROCROMOS

Se realizaron cortes seriados de 3um de tejido gingival obtenido de paciente, los cuales
fueron desparafinados y sometidos a recuperacion antigénica con un kit de Dako como se
describe en el parrafo anterior. Las muestras fueron lavadas con PBS conteniendo
albumina bovina al 0.2% y azida de Sodio al 0.2% e incubadas con anticuerpos contra
CD1la conjugado a fluoresceina (FITC) (Biosource) durante 20 min en obscuridad en
camara humeda a temperatura ambiente. Posteriormente, las muestras se lavaron y los
nacleos de los tejidos fueron identificados mediante contratincion con yoduro de propidio
(PI) dilucién 1:5000 (Sigma). Finalmente, las muestras se analizaron en un microscopio
equipado con epifluorescencia. Para el control negativo se utilizé un corte histologico de
pulmén humano, el cual se incubd con el anticuerpo secundario anti-lgG1l murino-FITC
(BD PharMingen) durante 20 min en oscuridad en las mismas condiciones. De igual forma
los nucleos celulares fueron revelados por contratincion con Pl y la muestra histoldgica

fue analizada en un microscopio de epifluorescencia. Para el control positivo de células
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CD1a+, se utiliz6 tejido de pulmén de paciente con tuberculosis, procesado en las mismas

condiciones del tejido gingival.

CULTIVOS BACTERIANOS Y OBTENCION DE ANTIGENO

Con el fin de obtener antigeno bacteriano, se cultivd la cepa 33277 de Porphyomonas
gingivalis proveniente de la ATCC (KWIK-STIK Canister. Mca Microbiologics) y la cepa
35218 de Escherichia coli utilizada como control (donada por el Laboratorio de
Microbiologia clinica del INER). La cepa 33277 de P. gingivalis se sembré en cajas de
agar CDC (centro de control de enfermedades) anaerobio con 5% de sangre de carnero
(BD. BBL) durante 7 dias en condiciones de anaerobiosis a 37°C. Transcurrido el tiempo
se determinaron las unidades formadoras de colonias (CFU) de la placa para sembrarlas
en caldo de tioglicolato e incubarlas durante 7 dias en las mismas condiciones. La cepa
35218 de E. coli se cultivd en tioglicolato bajo condiciones de aerobiosis a 37°C durante
48hrs. La concentracion de las dos cepas de bacterias necesarias para el homogeneizado
se determiné en base a la turbidez equivalente al 0.5 de la escala estAdndar Mac-Farland
(0.5 de cloruro de bario 1% y 9.5 de &cido sulfarico 1%) que corresponde a una
concentracién bacteriana de 1.5 x 108/ml en cada cepa cultivada. Para obtener la masa
bacteriana, los caldos de cultivo de ambas bacterias fueron centrifugados a 12,400 rpm
durante 20 minutos. Los botones bacterianos fueron recuperados y lavados con
amortiguador (10 mM HEPES-NaOH pH 7.4 con 0.15M NacCl). Posteriormente, las
bacterias fueron resuspendidas en amortiguador de HEPES (10 mM HEPES-NaOH pH
7.4) (57) suplementado con inhibidores de proteasas: acido etilendiaminotetraacético
(EDTA), aprotinina, inhibidor | calpaina, inhibidor 1l calpaina, E-64, a,-macroglobulina,
pefabloc SC, cimostatina, bestatina, pestatina, leupeptina, floruro de fenilmetil sulfonilo

(PMSF), Na-p-tosil-L-lisina clorometilcetona-HCL (TLCK-HCI) e inhibidor de tripsina del kit
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Complete, Mini Roche. Luego, las bacterias fueron colocadas en viales estériles que
contenian perlas de vidrio con 1 ml de amortiguador de HEPES vy fueron sometidas a
vibracién (2500 revoluciones/min) en un agitador MSJ Minishaker (IKA Works Inc.)
durante 4 ciclos de 20 segundos para generar la lisis bacteriana. Para comprobar el lisado
bacteriano se utiliz6 el Kit para tincion de Gram de Becton & Dickinson (BD) que contenia
las soluciones de cristal violeta, lugol, decolorante y safranina, utilizadas cada una por un
minuto, alternando con lavados entre cada solucion. Posteriormente, se tomo una muestra
del extracto crudo del lisado para determinar la concentracién de proteinas en base a una
concentracion estandar de 1mg/ml de albumina de suero bovino (BSA) con la técnica de
Lowry modificada (kit de Bio-Rad Labs.) siguiendo las instrucciones del fabricante. De los
lisados bacterianos obtenidos, se aplicaron 15ul conteniendo 6ug de proteina, la cual se
diluyé en 15 ul del regulador de muestra 2x (ver anexo lll) por carril para ser sometidos a
electroforesis en un gel de poliacrilamida (PAGE) al 10% en condiciones
desnaturalizantes con dodecil sulfato de Sodio (SDS) (58) y se utilizaron marcadores de
amplio peso molecular entre el rango de 205 y 29 kilodaltons (Sigma). El gel se revelo
mediante la técnica de tincion de plata amoniacal de la siguiente manera: El gel se coloco
en isopropanol 10% y acido acético 10% durante 20 min, luego se colocé en isopropanol
10% por 20 min. Posteriormente, se incubd con glutaraldehido al 3.5% y se lav6 con agua
desionizada, después se incub6 con una solucidon compuesta de nitrato de plata al 10%,
hidroxido de sodio al 0.36% Yy hidréxido de amonio (0.3 ml), durante 30 min en agitacion.
El gel se lavé nuevamente y se revel6 con acido citrico (50mg en 100ml) diluido 1:10 en
agua desionizada con 50ul de formaldehido al 37%, finalmente la reaccion de revelado se

detuvo con &cido acético al 10% (59).
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COCULTIVOS DE LINFOCITOS T AUTOLOGOS CON MDDCs

Leucocitos de sangre de pacientes con periodontitis crénica y de individuos sanos
utilizados como controles, seran purificados para obtener células CD3- y linfocitos T
CD3+. Las células CD3- se utilizaran para inducir la expresién de CD1 y asi obtener las
células dendriticas derivadas de monocitos (MDDCs) al 5° dia de cultivo (método
estandarizado previamente). Transcurrido ese tiempo estas MDDCs seran lavadas,
cuantificadas y colocadas en pozos de una microplaca (2x10° células/pozo), adicionando
200ul de medio de cultivo RMPI-1640 suplementado con 10% de suero fetal de ternera
inactivado por calor (56°C durante 20 min). Para obtener la concentracion éptima de
antigeno, a las MDDCs se les agregard el extracto crudo soluble de P. gingivalis en
concentraciones desde 1 hasta 10ug/ml (60) asi como los linfocitos T CD3+ aut6logos
(2x10° células/pozo) que fueron mantenidos en cultivo con IL-2 (método estandarizado
previamente) a una relacion de 5:1 (linfocito T/MDDC) (60). También se establecera una
cinética de activacion celular del cocultivo en intervalos de 24 hrs durante 3 dias mediante
triple inmunofluorescencia utilizando anticuerpos contra el marcador fenotipico celular
(CD3, CD4, CD8, CD1, CD14, CD19, CD56, CD57, CD161, etc) y anticuerpos contra el
marcador temprano de activacion CD69 con la finalidad de identificar poblaciones
celulares activadas. Como control positivo se utilizara el mitgeno Concanavalina A para
2x10° linfocitos T /pozo (previamente estandarizado). Otros controles del ensayo seran
MDDCs con linfocitos T cultivados en presencia o ausencia de antigeno de P. gingivalis,

los cuales seran analizados por citometria de flujo.
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BLOQUEO DE MOLECULAS PRESENTADORAS DE ANTIGENO EN LOS
COCULTIVOS

En estos ensayos, los cocultivos se realizaran en presencia de anticuerpos bloqueadores
(5-10upg/ml) (61) dirigidos contra moléculas MHC-I y MHC-Il. Previo al cocultivo, las
MDDCs se incubaran con los anticuerpos bloqueadores por 15 min para determinar la
concentracion y asegurar el blogueo, el cual serd evaluado por citometria de flujo. Para
asegurar el bloqueo con la presentacién de antigenos lipidicos por moléculas CD1, se
utilizaran anticuerpos contra estas moléculas. Los cocultivos de linfocitos T/MDDCs se
realizaran en presencia de los anticuerpos bloqueadores previa estandarizacion para

determinar la concentracién éptima.

ANALISIS ESTADISTICO

Los valores de las medianas en los experimentos seran analizados usando la prueba de U
de Mann-Whitney, utilizando un software STATA™ 8.0. El valor de p<0.05 sera

considerado como estadisticamente significativo.
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RESULTADOS PRELIMINARES

EXPRESION DE MOLECULAS FENOTIPICAS EN SANGRE VENOSA EN
PACIENTE CON PERIODONTITIS CRONICA

Las moléculas CD4, CD8, CD19 y CD56 se expresan en la superficie de células
mononucleadas, cada marcador identifica una poblacion de leucocitos especifica. CD4 y
CDS8 se expresa en linfocitos T, CD19 en linfocitos B y CD56 en células NK. En sangre
venosa de paciente con periodontitis cronica, se evalud el porcentaje de expresion de

estas poblaciones. Los resultados se muestran en la Fig. 1.

EXPRESION DE Va24 EN LINFOCITOS T CD4+CD57- Y CD4+CD57+ EN
PACIENTE CON PERIODONTITIS CRONICA

Se realizo triple inmunofluorescencia con los anticuerpos anti-CD4, anti-CD57 y anti-Va24
en células mononucleadas obtenidas de sangre venosa y se analizaron por citometria de
flujo. La subpoblacion de linfocitos T CD4+CD57- Va24 se compard con los linfocitos T
CD4+CD57+ Va24 (Fig. 2). Los resultados mostraron que en la subpoblacion de linfocitos
T CDA4+, la expresion de CD57 fue del 70% (Fig. 2B). Por otra parte, el andlisis
comparativo de la cadena Va24 en linfocitos T CD4+CD57+ mostrd una expresion del

15% con respecto al 4% obtenido en células T CD4+CD57- (Fig. 2C).
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Figura 1. Expresion de moléculas fenotipicas en sangre venosa de paciente con
periodontitis crénica. Células mononucleadas fueron obtenidas de sangre venosa y se
marcaron con anticuerpos anti-CD4, anti-CD8, anti-CD56 y anti-CD19, los porcentajes de
cada poblacién fueron analizados por citometria de flujo. A) Gréfica de tamafio contra
granularidad donde se muestra la regién de células mononucleadas. B) Expresion de
marcadores CD4, CD8, CD56 y CD19 en las diferentes poblaciones de linfocitos. Los

nameros indican el porcentaje de células positivas en cada cuadrante.
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Figura 2. Expresion de la Va24 en linfocitos T CD4+CD57- y CD4+ CD57+ de
paciente con periodontitis crénica. A) Se selecciond la subpoblacién de linfocitos T
mediante su expresion de CD4 en la region R2. B) Expresion del CD57 en linfocitos T
CD4+ en las regiones R3 y R4. C) Presencia de la cadena Va24 en las subpoblaciones
de linfocitos T CD4+CD57- y CD4+CD57+. Los numeros en cada figura representan los
eventos positivos al marcador correspondiente. Los datos provienen de un experimento
representativo de 3 que se realizaron en la muestra del paciente.
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POBLACIONES LINFOIDES EN TEJIDO GINGIVAL

Para determinar la molécula CD57 en las poblaciones celulares linfoides se realiz6
inmunohistoquimica en los cortes histoldégicos obtenidos de tejido gingival que fueron
revelados mediante la reaccién de la peroxidasa o fosfatasa alcalina. Los nucleos fueron
identificados mediante contratincion con hematoxilina, las muestras se observaron en
mMicroscopio con campo claro.

Se utilizé como control positivo cortes histol6gicos de amigdala humana, los cuales se
incubaron con anticuerpos anti-CD57 (Fig. 3A) y anti-CD20 (marcador de linfocitos B)
(Fig. 3B) con el propésito de demostrar la presencia de CD57 a nivel de foliculos de
centros germinales (49, 62). Como control negativo se utilizaron cortes de tejido gingival
incubados con el anticuerpo secundario biotinilado (Fig. 4A). El grupo experimental que
consistié en la muestra obtenida del paciente, fue incubada con anticuerpos anti-CD57,
anti-CD3, anti-CD20 y anti-CD68 (marcador de macrofagos). El analisis comparativo de
los cortes seriados mostré que las células marcadas con anti-CD57 (Fig. 4B) de la lamina
propia no correspondieron a las mismas células marcadas con anti-CD3 en los cortes
seriados (Fig. 4C). Los resultados también mostraron que la poblacidon celular mas
abundante correspondié a los linfocitos B presentes en la lamina propia (Fig.4D). La
poblacién celular de macré6fagos fue menor en comparacion a los linfocitos B y se

observaron tanto en epitelio como en tejido conectivo (Fig. 4E).

EXPRESION DE CDla EN CELULAS DE TEJIDO GINGIVAL

Se realizé inmunohistoquimica con inmunofluorescencia directa para evaluar la expresién
de CD1la en células de tejido gingival (Fig. 5). Como control positivo se incluyeron cortes
histologicos de pulmén obtenidos de un paciente con tuberculosis (Fig. 5A). La reaccion
inespecifica se descart6 utilizando un control de isotipo IgG1-FITC en los cortes de

pulmon (Fig. 5B). El control positivo y el tejido gingival fueron incubados con el anticuerpo
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anti-CDla conjugado a FITC. Todos los cortes histoldgicos fueron contrateflidos con
yoduro de propidio (PI) y se observaron en un microscopio equipado con epifluorescencia.
Los resultados mostraron expresiéon de la molécula CD1a en la zona externa del epitelio
oral, probablemente la marca fenotipica corresponda a células de Langerhans. Cabe
mencionar que también se observd reaccion inespecifica acentuada para eritrocitos (Fig.

5C).

A CD57 B CD20

Figura 3. Expresion de células CD57+ y células CD20+ en foliculo de amigdala
humana. Controles positivos de amigdala para la molécula CD57 A) y CD20 B). Las
muestras fueron observadas en un campo de 4x.
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A CONTROL NEG

B CD57 C CD3

D CD20

Figura 4. Poblaciones linfoides en tejido gingival. Los cortes de tejido gingival fueron
procesados Yy revelados mediante la reaccion de la peroxidasa o fosfatasa alcalina. A)
Control negativo. Muestras positivas a los marcadores CD57 B), CD3 C), CD20 D) y
CD68 E). Las figuras se observaron en un campo de 4x.
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A CONTROL POS

Figura 5. Expresién de CD1a en células de tejido gingival. A) Control positivo de corte
histolégico de pulmén marcado con el anticuerpo contra CDla. B) Control negativo de
corte de pulmén. C) Muestra de tejido gingival marcada con el anticuerpo anti-CD1a. Las
figuras A y B se observaron en un campo de 40x. La figura C se observé en un campo de
10x. Se aprecian los nucleos celulares contratefiidos con Pl (tincion naranja).
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ANALISIS DE PUREZA DE LINFOCITOS T

Las células mononucleadas obtenidas de paquete leucocitario para fines de
estandarizacion, fueron purificadas y analizadas en graficas de puntos por citometria de
flujo. Los resultados muestran que mas del 90% de células obtenidas fueron CD3+ (Fig.

6).

VIABILIDAD EN LINFOCITOS T CULTIVADOS POR 10 DIAS

Los linfocitos T purificados fueron cultivados durante 10 dias con IL-2, al cabo de ese
tiempo se determiné su viabilidad con el colorante yoduro de propidio (PI) (Fig. 7). Las
células cultivadas sin IL-2 (Fig. 7B) mantuvieron porcentajes de viabilidad casi iguales
que los comparados con las células cultivadas con IL-2 a 10 dias (Fig. 7C), indicando que
los linfocitos pueden llegar a mantenerse viables durante este tiempo sin la presencia de

una citocina con capacidad proliferativa como IL-2.

EXPRESION DE CDl1a EN CELULAS CD3- OBTENIDAS DE CULTIVO

Las células CD3- correspondientes a la fraccibn retenida en la columna fueron
recuperadas durante el procedimiento de purificacion de linfocitos T CD3+ (ver material y
métodos). Estas células fueron cultivadas por 5 dias con IL-4 y GM-CSF para inducir la
expresion de CD1a (Fig. 8). Los resultados fueron analizados por citometria de flujo y en
el analisis del histograma mostr6 que el 68% de las células CD3- obtenidas de los pozos
en las placa de cultivo expresaron CD1a (Fig. 8C). Las fotografias tomadas de células
CD3- cultivadas sin citocinas y de las estimuladas para inducir la expresién de CD1la, no

mostraron diferencias en su aspecto morfolégico (Fig. 8D y 8E).
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Figura 6. Andlisis de pureza de linfocitos T. Células mononucleadas provenientes de
paquete leucocitario fueron purificadas por seleccion negativa e incubadas con los
anticuerpos anti-CD3 conjugados a PerCP-Cy5.5. A) Grafica de tamafo contra
granularidad donde se muestra la region de linfocitos. B) control de isotipo. C) Linfocitos T
marcados con anticuerpos anti-CD3-PerCP-Cy5.5. Los numeros indican el porcentaje de
células positivas en cada cuadrante. Los datos son representativos de tres experimentos
realizados.
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Figura 7. Viabilidad en linfocitos T cultivados por 10 dias. Los linfocitos T fueron
mantenidos durante 10 dias en cultivo y su viabilidad se valor6 con el colorante yoduro de
propidio. En B y C, las células fueron marcadas con yoduro de propidio. A) Grafica de
tamafio contra granularidad donde se delimita la region R1 de linfocitos T. B) Células
cultivadas sin IL-2 durante 10 dias. C) Células cultivadas con IL-2 por 10 dias. Los
nameros indican el porcentaje de células positivas en cada cuadrante.
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FIGURA 8. Expresion de CDla en células CD3- obtenidas de cultivo. A) Grafica de
tamafio contra granularidad que muestra la region de células CD3-. B) y C) Células CD3-
en M1y M2: marcadores 1 y 2 presentes en las graficas de histogramas. B) Control de
isotipo en M1 para FL-1(FITC). C) Células marcadas con el anticuerpo contra CD1la
conjugado a FITC, en donde M1 representa el porcentaje de expresion de células
negativas al marcador y M2 representa el porcentaje de células positivas para CD1a. D)
Células cultivadas sin IL-4 y GM-CSF. E) Células cultivadas con IL-4 y GM-CSF.
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PERFIL ELECTROFORETICO DE EXTRACTOS PROTEICOS DE
Porphyromonas gingivalis y Escherichia coli

Con el fin de obtener antigeno bacteriano, para los cocultivos de linfocitos T autélogos con
MDDCs CD1+, las cepas de Porphyromonas gingivalis y Escherichia coli (utilizada como
control) se cultivaron y lisaron para obtener un extracto crudo al cual se le determiné la
concentracién de proteinas que fue de 0.42 mg/ml para P. gingivalis y de 0.44 mg/ml para
E coli. (ver material y métodos).

Posteriormente, para verificar que el procedimiento del lisado bacteriano fuera efectuado
correctamente y tuviera un control de calidad adecuado, se realizé una electroforesis en
donde se colocaron 6ug de proteina por carril de cada uno de los lisados. La Fig. 9
muestra el resultado del corrimiento en un gel de poliacrilamina en condiciones reductoras
donde observamos en el carril 1 (P. gingivalis) tres bandas mayoritarias que se
encuentran dentro del rango de 84 y 45kDa, también se observan varias bandas
minoritarias entre el rango de 116 y 36kDa. En el carril 2 (E. coli) se aprecian seis bandas
mayoritarias entre el rango de 166 y 36 kDa, y bandas minoritarias dentro del rango de
116 y 29 kDa. El andlisis del gel mostr6 mayor cantidad de bandas obtenidas del extracto

de E. coli.
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Figura 9. Perfil electroforético de extractos proteicos de P. gingivalis y E. coli. La
figura muestra un gel de poliacrilamida al 10% en condiciones reductoras de las proteinas
obtenidas mediante un lisado de 1) P. gingivalis, y 2) E. coli. El gel se revelé mediante la
técnica de tincién de plata. Como marcadores de peso molecular se utilizaron: miosina de
musculo de conejo (205 Kda); B-galactosidasa de E. coli. (116 kDa); fosforilasa b de
musculo de conejo (97 kDa); fructosa-6-fostato cinasa de musculo de conejo (84 kDa);
albumina de suero bovino (66 kDa); deshidrogenasa glutamica de higado bovino (55kDa);
ovoalbumina de huevo de pollo (45kDa), gliceraldehido-3-P-deshidrogenasa de musculo
de conejo (36kDa) y anhidrasa carbdnica de eritrocitos bovinos (29kDa).
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DISCUSION

En patologias de tipo crénico como cancer colorectal, cirrosis biliar primaria, infecciones
virales como HMCYV, tuberculosis, o bien en pacientes con transplante de médula 6sea, se
ha visto que aumenta la poblacion de linfocitos T CD57+ (40-43,48). En estos estudios se
ha sugerido que juegan un papel importante en base al tipo de citocinas producidas y por
sus funciones efectoras (39,43-45,47-48). Como parte de este estudio preliminar nosotros
valoramos la presencia de este marcador en linfocitos T de sangre periférica y en biopsia
de tejido gingival de pacientes con periodontitis crénica. Los resultados preliminares
demostraron que en sangre venosa de un paciente, el 70% de los linfocitos T CD4+
expresaron CD57; este resultado coincide con los hallazgos de otros autores como
Kurumagawa (63), que reporté un 74% de linfocitos T CD4+CD57+ con TCRof en
muestras obtenidas de fluido de lavado broncoalveolar en pacientes con sarcoidosis
pulmonar. Sin embargo, los porcentajes obtenidos en otros estudios no han sido
equivalentes con nuestro resultado, en donde estos linfocitos también obtenidos de
sangre se encontraron en un promedio de 9% en pacientes con tuberculosis pulmonar
(47). Por otra parte, cuando se analizé la expresion de la cadena Va24 encontramos que
los linfocitos TCD4+CD57+ presentaban un 15% de la cadena en comparacion al 4% de
los T CD4+CD57-. Este resultado posiblemente indicaria que la poblacién de linfocitos T
con la cadena Va24 estaria participando de forma mas activa durante la enfermedad con
respecto a los linfocitos T CD4+CD57- Va24, los cuales podrian corresponder a linfocitos
T tipo NK con marcador CD56 (39,64). Respecto a la presencia del marcador CD57 in-situ
en células de la biopsia, se encontrd que las células positivas a CD57 no correspondian a
los linfocitos T CD3+ observados en la misma zona de los cortes seriados, a diferencia de
lo reportado en otras patologias como la cirrosis biliar primaria donde se ha encontrado un

aumento en la poblacién de linfocitos T CD3+CD57+ a nivel de tejido con respecto a otras
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enfermedades hepaticas (42). Aunque la presencia de la poblacion T CD57+ no se
observo en nuestro estudio, es necesario aumentar el tamafio de muestra para obtener
resultados que nos permitan hacer analisis y conclusiones. La familia de moléculas CD1
se caracteriza por presentar una variedad de antigenos lipidicos a los linfocitos T (12-14).
En la periodontitis cronica se ha descrito la presencia de las cuatro isoformas de CD1
(CD1a, CD1b, CD1c y CD1d) (53). Nosotros en este estudio preliminar, analizamos la
expresion de una de las isoformas (CD1a) in situ; en donde observamos la expresion del
marcador en células de la zona externa del epitelio oral. Estos datos concuerdan con los
hallados por Cirrincione y colaboradores en donde describen la expresion de CDla en
células de Langerhans del epitelio oral en pacientes con periodontitis crénica (65),
mientras que Cutler y colaboradores reportaron en esta patologia la presencia de CDla
junto con CD83 en células de Langerhans entre el limite del epitelio y el tejido conectivo
(66), al igual que en las células dendriticas de la lamina propia. Estos datos sugieren que
la participacion de las CPAs como las células dendriticas con moléculas de CD1
reconocidas por linfocitos T, también pueden ejercer un papel importante durante el
transcurso de la enfermedad periodontal.

Por otra parte se evalué la expresion de CD1a en células CD3- mononucleadas obtenidas
de paquete leucocitario. Nuestros resultados mostraron que bajo condiciones de cultivo en
presencia de IL-4 y GM-CSF, el 68% de las células CD3- expresaron CDla al quinto dia
de cultivo, este porcentaje es similar a lo reportado en otro estudio en donde monocitos
obtenidos de sangre de individuos sanos, cultivados con IL-4 y GM-CSF, expresaron
entre 66 y 69% de CD1la al tercer y séptimo dia de cultivo (55). Sin embargo, en células
dendriticas inmaduras derivadas de monocitos de sangre en pacientes con periodontitis
cronica se ha reportado 90 y 95% de células CD1la+ a los 6 dias de cultivo (60,20). La
variacion en estos porcentajes puede depender de las condiciones de cultivo establecidas

en cada estudio y porque en el primer caso, las células provienen de individuos sanos,
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mientras que en el segundo caso, las células se derivan de pacientes con periodontitis
cronica, lo cual sugiere que la enfermedad puede ser un factor importante para la
induccion de esta molécula.

Como parte de este trabajo, también se realizé el cultivo y la obtencion de antigeno
soluble de P. gingivalis. El andlisis electroforético mostré un patron de bandas proteicas
no degradadas que fueron obtenidas del lisado bacteriano, las cuales presentan pesos
moleculares con un rango de distribucion que se puede encontrar dentro de los perfiles
electroforéticos realizados con la misma bacteria en otros estudios (57). Esto es
importante porque es el antigeno que se utilizar4 en los cocultivos de linfocitos T con
MDDCs.

Aunque no se concluyé el proyecto, las estandarizaciones realizadas y los resultados

preliminares hacen factible que esta tesis se lleve a cabo en un futuro inmediato.
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Conclusioén

Los resultados preliminares sugieren que las células CD57+ podrian jugar un papel

importante puesto que se encontraron infiltradas en el tejido gingival de un paciente con
periodontitis crénica.
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ANEXO |

HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA GRUPO PROBLEMA

Investigador Responsable: Dr. Ricardo Lascurain Ledesma )

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES RESPIRATORIAS “ISMAEL COSIO VILLEGAS”
(INER)

Teléfono: 56664539 ext: 230

Propésito del estudio. Es Investigar la manera como se genera y desarrolla la respuesta
inmunitaria durante la Periodontitis cronica en seres humanos, por medio del estudio de tejido y de
las células de la sangre. El protocolo de investigacion que tiene como objetivo lo anterior se titula
“Reconocimiento antigénico de glicolipidos por linfocitos T CD57+ en pacientes con periodontitis
cronica’

Procedimiento: Se tomara una pequefia muestra de tejido bucal correspondiente a la encia del
sitio diagnosticado con la patologia; previa anestesia local. Se tomara de la vena del antebrazo una
muestra de sangre venosa de aproximadamente 10ml. Tanto la muestra de tejido gingival como la
extraccion de sangre es un procedimiento que no pone en riesgo la salud, ni la vida y no interfiere
con el tratamiento. Generalmente no hay complicaciones, si llegaran a ocurrir, lo mas frecuente
sera: en el sitio de la toma de muestra de sangre se puede presentar hematoma y dolor leve, que
se resolveran en pocos dias.

Confidencialidad: Los datos que se obtengan de este estudio serdn estrictamente confidenciales
Y Su uso sélo sera para fines de este protocolo.

Derecho a abandonar: Queda el o la paciente en absoluta libertad para abandonar el estudio en
cualquier momento que él o ella lo desee, sin que ello repercuta en la atencion de su patologia.

Después de ser informado(a), y no tener ninguna duda al respecto de este protocolo de
investigacion, autorizo toma de tejido gingival y de muestra sanguinea.

Nombre y firma del Paciente

Nombre y firma del tutor y/o alumno Responsable

Nombre y firma del testigo

Nombre y firma del testigo

Basado en las normas éticas internacionales para la investigacion Biomédica con sujetos
humanos, Organizacibn Panamericana de la Salud. OPS, 1996 (OPS publicaciones
cientificas,563)
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ANEXO Il

HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA GRUPO CONTROL

Investigador Responsable: Dr. Ricardo Lascurain Ledesma )

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES RESPIRATORIAS “ISMAEL COSIO VILLEGAS”
(INER)

Teléfono: 56664539 ext: 230

Prop6sito del estudio. Es Investigar la manera como se genera y desarrolla la respuesta
inmunitaria durante la Periodontitis cronica en seres humanos, por medio del estudio de tejido y de
las células de la sangre. El protocolo de investigacion que tiene como objetivo lo anterior se titula
“Reconocimiento antigénico de glicolipidos por Linfocitos T CD57+ en pacientes con Periodontitis
cronica’

Procedimiento: Se tomara una pequefia muestra de tejido bucal correspondiente a la encia del
sitio donde se realizara la extracciéon dental; previa colocacién de anestesia. Se tomara de la vena
del antebrazo una muestra de sangre venosa de aproximadamente 10 ml. Tanto la muestra de
tejido gingival como la extracciéon de sangre es un procedimiento que no pone en riesgo la salud, ni
la vida y no interfiere con el tratamiento. Generalmente no hay complicaciones; si llegaran a ocurrir,
las méas frecuentes seran: en el sitio de la toma de muestra de sangre se puede presentar
hematoma y dolor leve, que se resolveran en pocos dias.

Beneficios: Se realizara adicionalmente un perfil inmunoldgico celular de la muestra de sangre
venosa obtenida, y los resultados se le daran a conocer a la persona.

Confidencialidad: Los datos que se obtengan de este estudio serdn estrictamente confidenciales
Y su uso sélo sera para fines de este protocolo.

Derecho a abandonar: Queda el o la persona en absoluta libertad para abandonar el estudio en
cualquier momento que él o ella lo desee, sin que ello repercuta en la atencién del procedimiento
gue se le realizara en la clinica.

Después de ser informado(a), y no tener ninguna duda al respecto de este protocolo de
investigacion, autorizo toma de tejido gingival y de muestra sanguinea.

Nombre y firma del Paciente

Nombre y firma del tutor y/o alumno Responsable

Nombre y firma del testigo

Nombre y firma del testigo

Basado en las normas éticas internacionales para la investigacion Biomédica con sujetos
humanos, Organizacibn Panamericana de la Salud. OPS, 1996 (OPS publicaciones
cientificas, 563)
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ANEXO Il

Electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) al 10% con 1.0 mm de grosor
en condiciones desnaturalizantes con dodecil sulfato de Sodio (SDS)

Gel separador

Acril (Bis) 30/08% 2.66 ml
Lower Tris(4X) pH 8.8 2.0 ml
Agua desionizada 3.34 ml
TEMED 15 ul

Persulfato de amonio 10% 45 ul
SDS 10%

Dodecil sulfato de sodio (SDS) 10g
Aforar con agua desionizada 100m|
Regulador de corrimiento

Trizma base 3.03g
Glicina 14.41g
SDS 10% 1g
Agua desionizada hasta 1L

Sin ajustar el pH
Regulador de corrimiento

Trizma base 3.03¢g
Glicina 14.419g
SDS 10% 1g

Agua desionizada hasta 1L
Sin ajustar el pH

Gel concentrador

Acril (Bis) 30/08% 0.33 ml
Upper Tris(4X) pH 6.8 0.5 ml
Agua desionizada 1.17 ml
TEMED 15wl

Persulfato de amonio 10% 45 ul

Se divide en alicuotas de 1ml. Al momento de usarse se agregan 100ul
de B mercaptoetanol por cada ml del regulador y unos cristales de azul de bromofenol
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