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Resumen

Las enfermedades periodontales son una patologia inflamatoria crénica de
causas multifactoriales, caracterizada por la destruccion de los tejidos de
soporte del diente (encia, ligamento periodontal, cemento radicular y hueso
alveolar). Durante el desarrollo de estas enfermedades, se pone en marcha
una respuesta inmune donde participan células tanto de la inmunidad
innata, como adaptativa; asi como distintas moléculas, entre ellas citocinas,
guimiocinas, factores de crecimiento, moléculas del complemento, etc. Las
células T y0d participan tanto en la inmunidad innata como en la adaptativa
y son una fuente importante de IL-17, IL-10 y TGF-8, moléculas que se ha
reportado su significancia en el desarrollo de la enfermedad periodontal.

El objetivo de este estudio fue analizar el grado de inflamacion presente en
los tejidos gingivales relacionado a la presencia de células T y9, IL-17, IL-
10 y TGF-B en muestras de tejidos de pacientes periodontalmente sanos,
con gingivitis y con periodontitis.

Se analizaron 27 biopsias de tejido gingival proveniente de pacientes con
salud periodontal, con gingivitis y con periodontitis asociada a biopelicula
oral y provenientes de cirugias periodontales o de terceros molares. Las
muestras se fijaron en formol al 10%, se procesaron y se incluyeron en
parafina. Se realiz6 tincion H/E para su determinar el grado de infiltrado
inflamatorio. También se realiz6 inmunohistoquimica para la identificacion
de células T y9, IL-17, IL-10 y TGF-B; se obtuvieron microfotografias y se
analizaron con el software ImageJ para obtener en el nivel de expresion de
la densidad 6ptica. Posteriormente, con los datos obtenidos, se realizé una
prueba estadistica ANOVA de una via con correccion de Tukey. Los
resultados mostraron una mayor expresion de células T yd en los grupos
de gingivitis y periodontitis respecto a los tejidos sanos; la expresiéon de IL-
17 e IL-10 fue mayor en gingivitis en comparacién con sanos y periodontitis;
mientras que inversamente, TGF-B se vio expresada de manera

significativa en los tejidos con periodontitis.



Con estos datos, concluimos que la expresion de células T yo, IL-17, IL-10
y TGF-B se localizaban distribuidas tanto en el tejido epitelial como en el
tejido conectivo. La expresion células T yo, IL-17, IL-10 y TGF-B fue
estadisticamente significativa en los grupos gingivitis y periodontitis con
respecto al grupo sano, lo que nos sugiere que tanto las células T yd como
las moléculas analizadas en este trabajo, funcionan como
inmunorreguladores importantes en el tejido gingival durante las diferentes

fases clinicas de la enfermedad periodontal.



Abstract

Periodontal disease is a chronic inflammatory pathology with multifactorial
etiology, characterized by the destruction of tooth support tissues (gingiva,
periodontal ligament, root cementum and alveolar bone). During the
development of the disease, an immune response is activated, where cells
from both innate and adaptive immunity participate; as well as different
molecules including cytokines, chemokines, growth factors, complement
molecules, etc. yd T cells participate in both innate and adaptive immunity
and are an important source of IL-17, IL-10 and TGF-f, which are molecules
that have been reported to be significant in the development of periodontal
disease.

The objective of this study was to analyze the inflammation degree present
in gingival tissues related to the presence of yd T cells, IL-17, IL-10 and
TGF-B in tissue samples taken from patients with gingivitis, periodontitis,
and periodontally healthy.

27 biopsies of gingival tissue were analyzed from patients with periodontal
health, gingivitis and periodontitis associated with oral biofilm and from
periodontal or third molar surgeries. Samples were fixed in 10% formalin,
processed, and embedded in paraffin. H/E staining was performed to
determine the degree of inflammatory infiltrate. Immunohistochemistry was
also performed for the identification of yd T cells, IL-17, IL-10, and TGF-[3.
Photomicrographs were obtained and analyzed with ImageJ software to
obtain the level of expression of optical density. Subsequently, with the data
obtained, a one-way ANOVA statistical test with Tukey’s correction was
performed. The results showed a greater expression of yd T cells in both
the gingivitis and periodontitis groups compared to healthy tissues; the
expression of IL-17 and IL-10 was higher in gingivitis compared to healthy
and periodontitis; while conversely, TGF-B was significantly expressed in

tissues with periodontitis.

With these data, we concluded that the expression of yd T cells, IL-17, IL-
10, and TGF-B were located and distributed in both the epithelial and



connective tissue. The expression of yd T cells, IL-17, IL-10, and TGF-[3.
Was statistically significant in the gingivitis and periodontitis groups
compared to the healthy group, which suggest that both y& T cells and the
molecules analyzed in this work function as important immunoregulators in

the gingival tissue during the different clinical phases of periodontal disease.



Introduccion

La enfermedad periodontal es un grupo de enfermedades inflamatorias
cronicas que destruyen los tejidos de soporte de los dientes y cuyos tejidos
afectados son la encia, el ligamento periodontal y el hueso alveolar,
pudiendo provocar la pérdida dental; ademas en casos severos también
puede afectar la salud sistémica al aumentar el riesgo de desarrollar
aterosclerosis, artritis reumatoide, diabetes, enfermedad cerebrovascular,
entre otras.

Las enfermedades periodontales se consideran una las afecciones mas
importantes y frecuentes en la poblacion a nivel mundial. Dichas
enfermedades afectan a un 15-20% de los adultos de edad media (35-44
afos). Alrededor del 30% de la poblacibn mundial con edades
comprendidas entre los 65 y los 74 afios no tiene dientes naturales y esta
afeccion es una de las principales causas de esta pérdida.

La etiologia de esta enfermedad es multifactorial, entre estos factores se
encuentran el microbioma bacteriano oral (el cual incluye mas de 700
especies diferentes, con aproximadamente 400 especies encontradas en
la biopelicula subgingival), una higiene oral deficiente, tabaquismo,
diabetes mellitus, enfermedades cardiovasculares, trastornos inducidos por
medicamentos, estrés, obesidad, asi como ciertos sindromes congénitos,
trastornos hematoldgicos y alteraciones hormonales. Uno de los factores
determinantes en la evolucion de la enfermedad periodontal es la propia
respuesta inmunoldgica del hospedero.

La respuesta inmune llevada a cabo es compleja, ya que mecanismos
innatos y adaptativos de defensa son activados para mantener la
homeostasis del tejido gingival. Dentro de la respuesta inmune innata,
encontramos como primera linea de defensa a células dendriticas,
neutrdfilos y linfocitos T yd. Los linfocitos o células T yd son células innatas
conocidas como “células T no convencionales” cuyo TCR (Receptor de
Células T) presenta una cadena gamma (y) y una cadena delta (8) (a
diferencia de las células T “convencionales” que forman parte de la

inmunidad adaptativa y presentan una cadena a y una cadena 3 en su



TCR). Las células T yd (TCR yd+) representan una poblacion innata en
epitelios y mucosas capaces de mediar respuestas innatas y adaptativas
gracias a su capacidad de reconocimiento antigénico mediante receptores
innatos (TLRs y NLRs [receptores tipo NOD]), ademas se comportan como
células profesionales capaces de presentar antigenos a células T TCRag,
por la via dependiente e independiente de moléculas MHC-1 'y MHC-II, asi
como moléculas coestimuladoras (CD80, CD86). Por otro lado, también
presentan funciones cooperadoras y citotoxicas mediante la produccion de
quimiocinas y citocinas proinflamatorias, como IL-17; aunque también son
responsables de la inmunotolerancia mediante la produccion de IL-10 y
TGF-B.

Por estas razones, es posible que éstas células estén implicadas
estrechamente en la regulacion de respuestas inflamatorias de la mucosa
oral ante las multiples especies de flora residente ahi encontradas; por lo
que es importante caracterizar su expresion y distribucién en tejidos
humanos sanos y asi poder analizar de manera mas profunda si ocurren
cambios en su expresion y produccién de IL-17 en tejidos con gingivitis y
periodontitis.

El objetivo de este estudio es analizar el grado de inflamacion presente en
los tejidos gingivales relacionado a la presencia de células T yo, IL-17, IL-
10 y TGF-B en muestras de tejidos de pacientes periodontalmente sanos,
con gingivitis y con periodontitis sin ninguna enfermedad sistémica y cuya

inflamacion se asocie a la presencia de la biopelicula oral.



Antecedentes
Capitulo 1. Enfermedad Periodontal

Concepto

Las enfermedades periodontales (EP) es un conjunto de patologias
inflamatorias cronicas de causas multifactoriales. Se desarrolla a través de
una respuesta de transicion de simbiosis a disbiosis con cambios en la
composicién de la biopelicula oral presente en el surco gingival.
Principalmente ocasiona la contaminacion y la destruccion de los tejidos de
soporte del diente, los cuales son: encia, ligamento periodontal, cemento

radicular y hueso alveolar.! 2

Epidemiologia

La OMS estima que cerca del 14% de la poblacion adulta padece algun tipo
de enfermedad periodontal, esto corresponde a mas de mil millones de
casos en todo el mundo.3

La informacion obtenida por el indice Periodontico Comunitario realizado
en 2019 por el Sistema de Vigilancia Epidemiolégica de Patologias Bucales
(SIVEPAB) estima que el 59.2% de los pacientes adultos (20 a 99 afos)
incidentes de los servicios de salud de primer nivel, presentaban algun
signo de enfermedad periodontal.*

En México se ha reportado una prevalencia de la enfermedad periodontal
de hasta 70% de la poblacién adulta mayor (65 afios en adelante).®

Factores de riesgo

El principal factor de riesgo de las EP es la deficiencia en la higiene oral,
aunque también ha sido asociada a factores genéticos (interrelacionados
con factores ambientales y demogréficos), epigenéticos (tabaquismo,

alcoholismo, estrés), edad, condiciones socioecondémicas y sistémicas.



Entre las condiciones sistémicas se encuentran factores modificables, tales
como diabetes mellitus tipo 2 no controlada u obesidad y no modificables,
como lo son, algunas infecciones especificas, condiciones autoinmunes,
neoplasias y trastornos genéticos o del desarrollo,’ tales como, sindrome
de Down, sindrome de Papilon-Lefevre, sindrome de Chediak-Higashi,

entre otros.68

Clasificacion actual de la EP

En 2017 la Academia Americana de Periodontologia (AAP) y la Federacion
Europea de Periodontologia (EFP) reunieron a 120 expertos con el fin de
actualizar y presentar una nueva clasificacion basada en la evidencia

cientifica disponible en el campo de la periodontologia y la implantologia.®

1. Salud periodontal.
Se define como el estado libre de enfermedad periodontal
inflamatoria, se pueden diferenciar 2 situaciones dentro de la salud
periodontal:
e Salud gingival clinica en un periodonto intacto: periodonto
estructural y clinicamente sano.
e Salud gingival clinica en presencia de un periodonto reducido:
ausencia de sangrados y presencia de un nivel de insercion y

0seo reducidos.®

2. Gingivitis inducida por biopelicula oral.

a) Gingivitis asociada solo con biopelicula oral: lesiones
inflamatorias resultantes de interacciones entre la biopelicula
oral y la respuesta inmunolégica. Solo abarca la encia sin
afectar la insercién periodontal.

Los signos mas comunes incluyen: eritemas, inflamacién

gingival, edemas, sangrados y halitosis. La gingivitis inducida



por biopelicula oral en relacion con el tipo de periodonto
(intacto o reducido) se puede clasificar en:
e Gingivitis en un periodonto intacto.
e Gingivitis en un periodonto reducido con periodontitis
estable.
e Gingivitis en un periodonto reducido sin periodontitis.®
b) Gingivitis mediada por factores de riesgo locales y
sistémicos: aunque se sabe que la biopelicula oral es el
factor etiologico, las manifestaciones clinicas varian segun
los factores predisponentes (anatomia dental, posicién de los
dientes, restauraciones) y modificadores (Enfermedades
sistémicas, tabaquismo, medicamentos) que presenta el
paciente.®
c) Agrandamiento gingival influenciado por medicamentos:
Para ser considerado como un agrandamiento gingival
causado por medicamentos, el tamafio debe ser mayor que
el que se presenta en una reaccion inflamatoria en los tejidos.
Algunos de los medicamentos especificos que promueven
mayor acumulacion de la biopelicula e inflamacién gingival
mas severa son: antiepilépticos (fenitoina, valproato de
sodio), blogueadores de los canales de calcio (nifedipina,
verapamilo, diltiazem, amlodipino, felodipina) e

inmunorreguladores (ciclosporina).®

3. Enfermedades gingivales no inducidas por biopelicula oral.
Con frecuencia con manifestaciones como resultado de condiciones
sistémicas o por cambios patolégicos limitados en el tejido gingival.
La clasificacion de enfermedades gingivales no inducidas por
biopelicula es por su etiologia:
a) Trastornos genéticos o del desarrollo.
b) Infecciones especificas.

c) Procesos reactivos.

10



d)
e)
f)
9)

Neoplasias.
Condiciones y lesiones inflamatorias e inmunes.
Lesiones traumaticas.

Pigmentaciones gingivales.®

La nueva clasificacién divide en 3 a la periodontitis:

1. Enfermedades periodontales necrosantes.

Presentan 3 caracteristicas clinicas tipicas: necrosis en las papilas

interproximales, sangrado y dolor.

a)

b)

Gingivitis necrosante: proceso inflamatorio agudo de los
tejidos gingivales que puede presentar halitosis,
pseudomembranas, linfadenopatia regional, fiebre y
sialorrea en nifios.

Periodontitis necrosante: proceso inflamatorio del
periodonto con una rapida destruccion 6sea.

Estomatitis necrosante: Afeccion inflamatoria del
periodonto y la cavidad, en donde la necrosis de extiende
mas alld de la encia y puede producir exposicién 6sea a
través de la mucosa alveolar, por lo general se presenta en

pacientes con un compromiso sistémico severo.®

2. Periodontitis como manifestacion de enfermedades sistémicas.

Existen condiciones y enfermedades sistémicas que pueden afectar

a los

tejidos periodontales ya sea que influyan en el inicio o

progresion de la periodontitis; o que afecte a los tejidos periodontal

independientemente de la inflamacion inducida por la biopelicula.

Algunas de las enfermedades o condiciones sistémicas incluyen:

Enfermedades o condiciones raras que afectan el curso de la

enfermedad periodontal como el sindrome de Papillon-

11



Lefevre, deficiencia de adhesibn de leucocitos o
hipofosfatasia.
¢ Enfermedades o condiciones sistémicas comunes como la

diabetes mellitus, obesidad.®

3. Periodontitis.

La nueva clasificacion categoriza la periodontitis por estadios y
grados de progresion, basandose principalmente en la pérdida de
insercion y pérdida 6sea.
Estadios: Se basan en la severidad, complejidad, extension y
distribucién de la enfermedad.

I.  Periodontitis inicial

Il.  Periodontitis moderada

lll.  Periodontitis severa con potencial de pérdida dental

IV. Periodontitis avanzada con potencial de pérdida de la

denticion.®

Severidad: se determina por la pérdida de insercién clinica
interdental, pérdida 6sea radiografica y pérdida dentaria.
Complejidad: se determina por los factores locales como la
profundidad del sondeo, tipo de pérdida 6sea, grado de involucracién
de furca, defectos en el reborde y la necesidad de rehabilitacion
compleja debido a disfunciones masticatorias, trauma oclusal,
colapso de mordida, cantidad de dientes remanentes.

Extension y distribucion: Se refiere a la cantidad de tejido destruido
y dafiado, se determina a partir de la cantidad de dientes afectados:
Localizada cuando presenta menos de 30% de los dientes
involucrados y generalizada cuando la afectacion excede el 30% de

los dientes.®
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Grados: Es un indicador de la velocidad o tasa de progresion,
teniendo una evidencia directa como lo es una linea de tiempo a
través de radiografias y se categoriza en:

e Grado A: progresion lenta.

e Grado B: progresiéon moderada.

e Grado C: progresion rapida.®

Caracteristicas clinicas del periodonto sano

La salud periodontal se puede definir como la ausencia de inflamacion
asociada a gingivitis, periodontitis 0 alguna otra condicion periodontal con

base en un diagndstico clinico.®

La encia es la mucosa oral, la cual se compone de 3 diferentes tipos: la
mucosa masticatoria, la mucosa especializada y la mucosa de
revestimiento, la encia es parte de la mucosa masticatoria.
Anatomicamente hablando el tejido gingival se divide en: surco gingival,
encia marginal libre, encia adherida, linea mucogingival y mucosa alveolar.
Principalmente funciona como barrera fisica contra infecciones, aunque
también tiene respuestas hacia estas mismas y tiene un papel activo en la

respuesta innata.'?

El color de la encia marginal generalmente se describe como rosa coral,
aunque el color varia en diferentes personas con relacion a su
pigmentacion cutanea. El color de la mucosa alveolar es roja, lisa y brillante,
con una distincion de color en la linea mucogingival. La textura de la
superficie se describe con una similitud a la cascara de naranja, la encia
adherida esta punteada, mientras que la encia marginal no lo esta. La forma
de la encia interdental se rige por el contorno de la superficie interdental y

la forma de troneras gingivales.1°
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Clinicamente hablando, se considera una salud periodontal cuando se
presente menos del 10% de sitios de sangrado, sin pérdida de la insercion,
sin pérdida Osea, sin enrojecimiento o inflamacion del tejido y una
profundidad de sondeo menores o iguales a 3 mm, sin movilidad dental, sin
pérdida dental y sin disfunciones masticatorias asociadas al periodonto.%12
Las caracteristicas radiogréficas de un periodonto sano incluyen una ladmina
dura intacta, sin pérdida 6sea en areas de furca y una distancia promedio

de 1 a 3 mm desde la cresta 6sea a la union amelocementaria.l!

Caracteristicas clinicas de las EP

Las formas de enfermedad periodontal son la gingivitis y periodontitis,
siendo una afeccion inflamatoria de causas multifactoriales asociado a la
biopelicula como factor etioldgico primario, la cual provoca la destruccion

de los tejidos de soporte del diente.> 13

En gingivitis se encuentra clinicamente sitios de sangrados mayores a 10%,
inflamacion del tejido gingival con un cambio de color a rojo, se pierde la
textura de la superficie, se pierde la anatomia de las papilas interdentales,
sin pérdida de la insercion y sin pérdida ésea, presencia de céalculo dental,
profundidad de sondeo menor o igual a 3 mm y el paciente puede referir
alguna molestia, sangrado al cepillado, halitosis y sabor metalico.'*

En periodontitis, existe una pérdida de los tejidos de soporte del diente,
insercion mayor 3 mm, presencia de bolsas periodontales en un sondaje
mayor a 3 mm, disminucion de la cresta 6sea (siendo evaluado por medio

de radiografias), movilidad dental y sangrado gingival.'4
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Caracteristicas histologicas del tejido periodontal sano

El periodonto es el conjunto de cuatro componentes los cuales
proporcionan el soporte necesario para mantener los dientes en funcion,
estos componentes son: encia, ligamento periodontal, hueso y cemento
alveolar.10

La encia se compone de epitelio escamoso estratificado en su porcidon mas
externa, seguido por epitelio central y en la porcion mas profunda se
encuentra el tejido conectivo compuesto por fibroblastos, fibras de colageno
y sustancia fundamental.?

El ligamento periodontal se compone por tejido conectivo altamente celular
y por un complejo vascular, siendo las fibras principales el elemento
principal y estdn compuestas por colageno, se disponen en haces y siguen
una trayectoria ondulada en un corte longitudinal.?

El cemento radicular es un tejido mesenquimatoso avascular calcificado de
dos tipos principales: cemento acelular (primario) y celular (secundario),
teniendo como contenido inorganico hidroxiapatita. EI hueso alveolar es la
porcion del maxilar y mandibula en donde se forman y se alojan los dientes
y consta de una placa externa de hueso cortical, una pared interior de hueso
delgado y compacto y trabéculas esponjosas de dos capas compactadas,
el hueso posee dos terceras partes de materia inorganica y una tercera
parte de matriz organica compuesta principalmente por colageno tipo |,
osteocalcina, osteonectina, proteina morfogénica ésea, fosfoproteinas y

proteoglicanos.°

Caracteristicas histologicas de las EP
Page y Schroeder describieron la patogenia de las enfermedades
periodontales en cuatro etapas, en las cuales describieron los cambios

tanto clinicos como histologicos, siendo estas 4 etapas, lesion inicial, lesion

temprana, lesién establecida y lesién avanzada.'®
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La lesion inicial se presenta de 2 a 4 dias y solamente refleja un aumento
en los niveles de los mecanismos que median la actividad de defensa
dentro de los tejidos gingivales, se puede presentar migracion de algunos
neutrofilos hacia el surco gingival y dentro del epitelio de union; durante
esta etapa hay una dilatacion e hinchazén del plexo gingival.'®

La lesion temprana aparece dentro de 4 a 7 dias siendo la continuacion de
la lesion inicial, aqui existe una formacion y mantenimiento de un infiltrado
de células linfoides ocupando del 5 al 15% del tejido conectivo, existen
células plasméticas pero solamente en la periferia lateral y apical del
infiltrado. En el epitelio de unidon hay un aumento variablemente mayor de
neutrofilos transmigratorios e infiltracion de linfocitos, en regiones mas
coronales el epitelio de union puede presentar caracteristicas de un

microabsceso a causa del infiltrado leucocitario.®

La lesion establecida aparece de 2 a 3 semanas posteriores a la
acumulacion de la biopelicula y existe una predominancia de células
plasmaticas entre las haces de fibras de coldgeno y a lo largo de vasos
sanguineos, sin embargo, no estan confinadas al sitio de reaccién, estas
células producen IgG, IgA e IgM. El surco gingival puede profundizarse y
convertirse en una pseudobolsa, hay presencia de moléculas del
complemento y de reacciones antigeno-anticuerpo alrededor de los vasos

sanguineos y todavia no existe una pérdida 6sea apreciable.'®

La lesién avanzada incluye formacion de bolsas periodontales, fibrosis de
la encia, ulceracién y supuracion superficial, destruccion del ligamento
periodontal y de hueso alveolar, dafio tisular inflamatorio e
inmunopatologico; se presenta un denso infiltrado de células plasmaticas,
linfocitos y macrofagos, grupos de células plasmaticas se localizan en lo
profundo de tejidos conectivos y alrededor de vasos sanguineos, hay una
conversion de la médula 6sea distante de la lesion en tejido conectivo
fibroso y tiene periodos de exacerbacion en donde se forman abscesos y

pus.t®
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Microbiologia de las EP

La colonizacion de bacterias en la cavidad oral inicia desde el momento del
nacimiento, pero se sabe que posterior a la erupcion de los primeros
dientes se estabilizan un mayor complejo en la biopelicula oral, las especies
gue colonizan y dominan la biopelicula incluyen: Streptococcus sanguinis,
Lactobacillus spp., y Streptococcus oralis. S. oralis, Streptococcus
anginosus, Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus; ademas de
una serie de familias que colonizan desde la etapa neonatal (Veillonella
spp., Neisseria spp., Actinomyces spp., Y Staphylococcus spp.). Se estima
qgue en la biopelicula oral de un adulto existen aproximadamente 700
especies.?

La biopelicula juega un papel importante en la etiopatogenia de la
enfermedad periodontal, siendo las bacterias Gramnegativas las que se
encuentran mas comunmente en las bolsas periodontales, tales como:
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Eikenella corrodens,
Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia, Porphyromonas
gingivalis y Tannerella forsythia. Si bien se han encontrado algunas otras
especies especificas que pueden tener un papel patégeno en los tejidos
periodontales (Desulfobulbus spp., Filifactor alocis and TM7 spp), la
enfermedad periodontal es provocada por un cambio en los niveles de

poblacion de las especies en la biopelicula oral.16
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Capitulo 2. Respuesta inmune en las enfermedades periodontales

Respuestainmune innata en EP

El tejido epitelial juega un gran papel en la respuesta innata, ya que, a pesar
de no ser consideradas parte de las células inmunes, al estar en contacto
constante con bacterias de la biopelicula, son capaces de expresar una
amplia gama de péptidos antimicrobianos, tales como a y 8 defensinas,
catelicidinas, saposinas, entre otras.’

Dentro de las células innatas se encuentran los neutréfilos, macréfagos,

monocitos, células dendriticas, células T yd y células NK.*8

Los neutrdéfilos son las primeras células de la inmunidad innata que llegan
al sitio de la infeccidn, y estos utilizan receptores tipo-Toll. Los macrofagos
y monocitos también participan reconociendo, fagocitando y matando

microorganismos.’

Los neutrdfilos son los leucocitos mas abundantes en el ser humano, y se
caracterizan principalmente por la forma multilobulada de su nucleo

(llamadas también células polimorfonucleares [PMNs]).*°

Se encuentran presentes en tejidos gingivales clinicamente sanos, y migran
a través de los espacios intercelulares del epitelio de union en el surco, su
funcién es fagocitar a las bacterias que invaden los tejidos del surco, de
esta forma crean una barrera entre la biopelicula subgingival y el tejido
gingival; otra forma que tienen de mediar la inmunidad es a través de la
formacion de trampas extracelulares (NETs) en donde el ADN nuclear
condensado y las histonas se extruyen del neutrdfilo formando una red en
el espacio extracelular, esta red junto con péptidos antimicrobianos facilitan
la muerte de microorganismos que se quedan atrapados en las NETSs, y
ademas es importante mencionar que estas NETs pueden ser liberadas por
neutréfilos viables o no viables; y a este fenbmeno se le conoce como
NETosis.°
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Los neutrofilos también cumplen con la funcion de ser células
presentadoras de antigeno activando a linfocitos T y B.Y/

Otras células que participan en la inmunidad innata son las células T yd
(TCR yd+) o conocidas también como linfocitos no convencionales, los
cuales participan en la respuesta innata identificando y eliminando
directamente células afectadas, promueven la activacion, maduracion y el
reclutamiento de células dendriticas, células T y B y neutrdfilos, activan

fagocitos e inducen la formacién de granulomas.? 21

Reconocimiento innato de microorganismos patégenos

El reconocimiento innato estd dado por un conjunto sofisticado de
receptores proporcionando una deteccidén especifica de patégenos; con
estos receptores, las células pueden responder directamente a patrones
moleculares asociados a patdogenos (PAMP), y estos patrones moleculares
son reconocidos por los receptores de reconocimiento de patrones (PRR)
en las células inmunes, los cuales se localizan en las membranas de las
células en donde median el reconocimiento de patégenos extracelulares,
en los endosomas donde detectan patdgenos intracelulares; y en el
citoplasma.’??

Los PRRs se clasifican en cuatro familias: Receptores tipo Toll (TLR),
Receptores tipo NOD (NLR), Receptores de lectinas tipo C (CLR) y
Receptores tipo RIG-1 (RLR).??

Los TLR pertenecen a las glicoproteinas transmembrana de tipo | y
contienen 3 dominios principales, que son, ectodominio, dominio
transmembrana de expansion Unica y domino TLR citoplasmatico. Los
TLRs localizados en la superficie celular son TLR1, TLR2, TLR4, TLR5,
TLR6y TLR6.%3

Los NLR son sensores citoplasmaticos intracelulares que se expresan
principalmente en macroéfagos, linfocitos y células no inmunitarias como

células epiteliales y fibroblastos. Los NLR se subdividen en 4 grupos de
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acuerdo a su dominio amino-terminal siendo: NLRA, NLRB, NLRC y NLRP.
NOD 1y 2 del subgrupo NLRC activan vias de sefalizacién que conducen

a la produccién de citocinas proinflamatorias.?*

Los PAMP asociados con la enfermedad periodontal son lipoproteinas
bacterianas, lipopolisacaridos, peptidoglicanos, fimbrias, flagelinas,
proteinas de choque térmico y ADN; los receptores tipo-Toll es la familia de
PRR mejor caracterizada en la deteccion de multiples PAMPs, siendo TLR-
2 y TLR-4 importantes en la deteccion de antigenos bacterianos en la
enfermedad periodontal.t’

Respuesta inmune adaptativa en EP

Los principales elementos de la respuesta inmunoldgica adaptativa son los
linfocitos T, B y las células plasmaticas.®

Cuando una lesion es persistente, las células presentadoras de antigeno
viajan a los nédulos linfaticos y presentan el antigeno a los linfocitos T,
proliferando de forma clonal dependiendo de la respuesta, que puede ser
T helper (Th) o T reguladoras (Treg).2®

Los linfocitos T helper CD4+ predominan en la lesion periodontal estable y
se cree que la alteraciéon en el equilibrio de la poblacién de CD4+ puede
conducir a la progresion de una lesion destructiva dominada por linfocitos
B. Thl y Thl7 promueven el desarrollo del proceso inflamatorio
estimulando la  produccibn de citocinas proinflamatorias vy
osteoclastogénesis; las células Thl secretan IFN-y que activan la
inmunidad mediada por macrofagos, NK, células T citotoxicas CD8+ contra
microorganismos patdgenos. La activacion de macrofagos promueve la
fagocitosis, mientras que las CD8+ y las NK eliminan a las células

infectadas.0. 25
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Las células Th2 se asocian a la progresion de la enfermedad. Las células
Th17 junto con las Treg balancean la respuesta inmunitaria dado que tienen
respuestas antagonistas. 17 2°

Las células Treg pueden inhibir la activacion, proliferacién de linfocitos T y

la produccion de anticuerpos de los linfocitos B.%°

La respuesta de las células B puede ser tanto protectora, produciendo
anticuerpos especificos que sirven para eliminar las infecciones tisulares
en conjunto con el sistema del complemento y mejorando la fagocitosis; asi
como también pueden tener una respuesta destructiva, ya que son fuentes
de citocinas proinflamatorias que contribuyen a la destruccién del tejido.1°

Las células B junto con las células plasmaticas se acumulan en el surco o
en la bolsa periodontal produciendo inmunoglobulinas contra los antigenos
promoviendo la fagocitosis. En los tejidos afectados se encuentran ambos
linajes de linfocitos, siendo el tipo B y las células plasmaéticas las de mayor

proporcién en una periodontitis crénica.'® 2°
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Capitulo 3. Células T gamma-delta (yd)

Concepto/Definicién

Las células T yd expresan receptores TCR compuestos por cadenas yy 6
(TCR yd), estas células presentan alrededor del 0.5 al 5% de todas las
células T del cuerpo. En respuesta a la activacion, estas células pueden
producir varias citocinas y quimiocinas con varias funciones en la

inmunidad innata y adaptativa.?® 27

Ontogenia

Las células T yd se generan en el timo a partir de células progenitoras
comunes con las células T af; las células T yd se comprometen
funcionalmente durante la diferenciacidén intratimica, el desarrollo y
mantenimiento de las células T asi como de sus subconjuntos dependen
criticamente de IL-7 e IL-15. 28 29

Activacion

Las células T yd se activan ante signos de estrés tisular, en las que se
incluyen células infectadas o transformadas, se pueden activar o no con
sus ligandos TCR afines e inducen un estallido de citocinas inflamatorias
qgue inicia la respuesta de células T convencionales. Las células T yd
presentan una activaciéon TCR-dependiente medida por ciertos metabolitos
fosforilados como el precursor de isoprenoides eucariotico IPP o la proteina
microbiana HMB-PP, la enterotoxina estafilocdcica, la proteina de choque
térmico (HSP) 60 en el derivado de proteina purificada (PPD) de
micobacterias también activan a las células T yd. Las células T yo
reconocen proteinas A y B relacionadas con la cadena de MHC de clase |
(MICA y MICB), estas se unen a moléculas NKG2D expresadas en células
T y0 de sangre periférica, lo que lleva a una activacion independiente de su
TCR. Se han encontrado expresiones de receptores coestimuladores no
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TCR que también regulan la activacion de las células T yd, como CD16,
NKR, NKG2D. Ademés de su reconocimiento por TCR y MHC, las células
T yd presentan patrones de reconocimiento de patégenos (PRRs) de tipo
Toll y tipo NOD.?9 30 31, 32, 33

Funciones

Las células T yd pueden desempefiar distintas funciones de acuerdo a la
naturaleza y el contexto de la lesibn o del tejido afectado, teniendo
funciones en la inmunidad tanto innata como en la adaptativa, debido a que
su especificidad no esta restringida por el complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC), sino que ademas presenta otras moléculas de
reconocimiento innato como TLRs y receptores tipo NOD. Mantienen la
integridad de la barrera epitelial promoviendo la supervivencia y
homeostasis de las células epiteliales, promueven la activacion,
maduracion y el reclutamiento de células dendriticas, células Ty B y
neutréfilos, también producen citocinas proinflamatorias como IL-17A,
TNFa e INFy; son capaces de producir moléculas antiinflamatorias como
IL-10 y TGF-B y también han sido reconocidas como células presentadoras
de antigeno profesionales, al no depender de la expresion de algun
antigeno en particular, las células T yd® pueden reconocer a la mayoria de

los tipos de cancer a través de varios receptores de células NK (NCRs).?%
29, 33

Células T yd en enfermedades inflamatorias

Ademas del papel que tienen las células T yd en la eliminacién de
patdgenos y vigilancia de tejidos en el cancer; tienen funciones asociadas
con la autoinmunidad especifica en algunas enfermedades, tales como
artritis reumatoide (AR), enfermedad inflamatoria intestinal (Ell), esclerosis

multiple (EM) , espondiloartritis, uveitis, psoriasis. Ademas, estas células
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se han visto implicadas en otras enfermedades inflamatorias de tipo cronico

como las enfermedades periodontales. 3% 34

Artritis reumatoide (AR)

La AR es un trastorno inflamatorio autoinmune crénico de etiologia
incompleta, pero se sabe que debido a los defectos de tolerancia periférica,
hay una infiltracibn y activacion anormal de diversas células de la
inmunidad.®®

En estudios, se encontré una alta frecuentica de células T Vy6Vd2 de
memoria efectora en sangre periférica y liquido sinovial en pacientes con
AR, ademas son capaces de presentar antigenos peptidicos a células T
CD4+; expresan HLA-DR y CD86, moléculas involucradas en la
presentacion de antigenos. También se encontréo que las células T Vy9
producian INF-y, TNFa e IL-17.

En artritis inducida por colageno en un estudio de ratones se demostro que
las células T yd eran la poblacién predominante en la produccion de IL-17

en las articulaciones inflamadas.36

Enfermedad inflamatoria intestinal

La Ell es un término que se utiliza para agrupar enfermedades autoinmunes
gastrointestinales, las dos principales son, la colitis ulcerosa que se
caracteriza por una inflamacion del colon y la enfermedad de Crohn, la cual
puede manifestarse en cualquier sitio del tracto gastrointestinal. Aunque la
patogenia no esta del todo definida, la respuesta inmunitaria tanto innata
como adaptativa es la responsable del dafio tisular.37: 38

Las células T yd desempefian un papel importante en la inflamacion y en
las ulceraciones recurrentes en pacientes con Ell; algunos estudios
describen un papel protector de las células T yd y algunos otros estudios
mencionan un papel negativo en la fisiopatologia de la Ell y se cree que su

funcién va a estar dada por el contexto celular y el entorno especifico de
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citocinas, debido a que poseen un amplio abanico de produccién de
citocinas, tales como, IL-17, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),
interferon y (IFN-y), factor de crecimiento transformante B (TGF-(), IL-10,

IL-13, protimosina B4, factor de crecimiento de queratinocitos (KGF).3": 38

Esclerosis multiple (EM)

La EM es un trastorno autoinmune caracterizado por una disfuncion
neuroldgica y su patogenia esta relacionada con funciones inflamatorias,

supresoras y efectoras de distintos subconjuntos de células T.3°

Se han encontrado células T yd en lesiones del sistema nervioso central en
pacientes con EM, y aunque no se sabe con exactitud el papel que tienen
estas células en la enfermedad, algunas investigaciones indican que las
células T yd muestran una dicotomia funcional en la inflamacion de los

tejidos durante la EM.°

En pacientes con EM las células T yd tienen una mayor expresion de
CXCR3, el cual es viable para reclutar linfocitos T al sitio de la inflamacion;
ademas tienen una citotoxicidad significativa contra oligodendrocitos,

teniendo un papel importante como factor desmielinizante en la EM.*0

Espondiloartritis

La espondiloartritis es un grupo de enfermedades reumaticas en donde hay
una inflamacion y osificacion de la columna vertebral y la articulacion
sacroiliaca y también artritis periférica como la inflamacion y osificacion del
tejido entésico. Las células T yd productoras de IL-17 ubicadas en los
tejidos enteseales se han relacionado con la patogénesis de la
espondiloartritis, encontrando una mayor cantidad de células en el liquido
sinovial que en sangre periférica, sugiriendo una migracion hacia las

articulaciones con inflamacion.3*
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Uveitis

Es una inflamacion de la capa media del ojo y aunque autores describen
que la presencia de células T yd en enfermedades oculares inflamatorias
es muy raro, también se ha descrito la presencia de células T yd en la
conjuntiva o en el humor acuoso en pacientes que presentaban uveitis. En
estudios realizados en ratones a los que se les indujo uveitis se encontré
un aumento en la produccién de IL-17 por células T y® y aunque no median
directamente la inflamacion ocular, si promovian la patogenia de la

enfermedad induciendo la activacion de células Th17 uveitogénicas.3

Psoriasis

La psoriasis es una enfermedad inflamatoria crénica que afecta a la piel de
caracter genético principalmente, pero también tiene un componente
autoinmune. En condiciones sanas, rara vez se encuentran células T yd en
la piel humana.*!

Las células T yd son productoras de IL-17A, IL-17F, IL-22 e INF- vy, las
cuales son patogénicas en la psoriasis, ademas expresan CCR®6, la cual
regula la migracion de células T de la dermis a la epidermis, promueve la
agregacion de neutréfilos y exacerba la inflamacion. También tienen
propiedades de memoria, contribuyendo a la recurrencia de la

enfermedad.*!
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Capitulo 4. Interleucina 17 (IL-17)

Concepto/ Definicion

La IL-17 es una citocina proinflamatoria, la cual es secretada por una gran
variedad de células de la inmunidad, con un peso molecular de 20 a 30
kDa; estructuralmente la familia IL-17 tiene un extremo C conservado con
4 residuos de cisteina, los cuales forman puentes disulfuro
intramoleculares. La IL-17 tiene una gran familia que va desde IL-17A a IL-
17E y 5 receptores IL-17RA-E distribuidos en una gran variedad de células,
en las que se incluyen queratinocitos, células epiteliales, fibroblastos,

células mesoteliales y células hematopoyéticas. 4% 43 44

Funciones

La IL-17 desempefia funciones proinflamatorias. La IL-17A e IL-17F
reclutan neutrofilos a través de quimiocinas CXC, activan células Ty By
conducen a la activaciéon de péptidos bactericidas (catelicidinas, a y B
defensinas), claudinas y mucinas que funcionan para preservar la funcion
de la barrera epitelial. La IL-17E induce citocinas tipo 2 (IL4, IL-5 E IL 13)
en células Th2 e ILC2 contra parasitos.?® 45 46

Células productoras de IL-17
La produccion de IL-17 se da en las células T helper (Th17), células T y9,
células linfoides innatas tipo 3 (ILC3), células T Natural Killer (NK),

neutroéfilos, mastocitos, Células dendriticas (CD), macrofagos y células

epiteliales.*®
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Capitulo 5. Interleucina 10 (IL-10)

Concepto/ Definicion

La IL-10 es una citocina homodimérica en forma de “V” con un peso
molecular de 37 kDa, que posee caracteristicas antiinflamatorias, la cual
actia en la células presentadoras de antigeno (CD, macréfagos)
disminuyendo y regulando la respuesta inflamatoria y reduce la respuesta
adaptativa de las células CD4+. La IL-10 humana estd compuesta por 178
aminoécidos (aa) en total, teniendo un segmento maduro de 160 aa y una

secuencia de sefial del 18 aa. 47-48

Funciones

La IL-10 tiene funciones reguladoras entre el balance de células Thly Th2,
puede inhibir las respuestas tanto del tipo Thl como del Th2, aunque tiene
un efecto predominante en la poblacion Thl;, media la actividad
inmunosupresora de las células Treg, es capaz de activar monocitos y

mejora la funcion de las células T CD8+, NK y linfocitos B.#’

Células productoras de IL-10

Primeramente se encontré que las células productoras de IL-10 eran las T
helper 2, pero después se demostré que las células T reguladoras (Treg) y
CD8+ citotéxicas también las producian; actualmente se sabe que células
de ambos linajes producen esta citocina, incluidas macréfagos, monocitos,
células T, CD, neutrdfilos, mastocitos, eosinéfilos y NK. Ademas se sabe
que células tumorales de mieloma mudltiple, melanoma y carcinoma

escamoso cervical también pueden producir IL-10. 47 4°
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Capitulo 6. Factor de Crecimiento Transformante Beta (TGF-B)

Concepto/ Definicion

El Factor de Crecimiento Transformante Beta es una proteina
homodimérica que tiene una estructura que consiste en 2 subunidades que
estan ligadas por un puente disulfuro y tiene un peso molecular de 25 kDa.
Existen 3 isoformas de TGF-B (TGF-B1, TGF-B2 y TGF-B3), las cuales son
expresadas en diferentes tejidos; las células linfoides producen
principalmente TGF-1, teniendo asi, un papel importante en la respuesta

inmune.>0 51

Las 3 isoformas del factor de crecimiento transformante (TGF-B)
pertenecen a una superfamilia compuesta de mas de 30 polipéptidos
relacionados. Las isoformas TGF-B1, TGF-B2 y TGF-B3, son citocinas
pleiotrépicas de 75 kDa conocidos como pro-TGFf. Bioquimicamente, el
TGF-B existe en al menos 4 formas diferentes: TGF-$ libremente soluble,
TGF-B soluble asociado con péptido asociado a latencia (LAP), TGF-B
latente asociado con proteina de union a TGF-B latente (LTBP) y forma

latente asociada a la membrana de TGF-B.5% 53 54

Funciones

El TGF-B modula procesos inflamatorios y también regula mecanismos de
respuesta inmunitaria. Ademas, tiene papeles importantes durante la
carcinogénesis en etapas tempranas, provoca apoptosis de células
linfoides, células epiteliales normales y tumores pre-malignos y en etapas

avanzadas adquiere una capacidad pro-oncogénica y pro-metastasica.>% %
El TGF-B inhibe la proliferacion de células T bloqueando la produccién de

IL-2, inhibe también moléculas efectoras como IFN-y y perforinas y

promueve la proliferacion de células T reguladoras; TGF-f induce un
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fenotipo de neutrofilo N2 que reduce la funcion efectora y aumenta la
secrecién de citocinas inflamatorias.>3

TGF-B también regula la diferenciacion, migracion y proliferacion de células
endoteliales, epiteliales y fibroblastos, esto es importante para la

angiogénesis y la cicatrizacion de heridas.>?
Células productoras de TGF-B
El TGF-B es producido basicamente por todos los linajes de leucocitos

circulantes y residentes en tejidos; estos incluyen células B, células T,

neutréfilos, mastocitos, NK, monocitos, células dendriticas y plaguetas.®?

30



Capitulo 7. Células T y®, IL-17, IL-10 y TGF-B en enfermedades
periodontales

Las células T yd contribuyen en el mantenimiento de la homeostasis
inmune gingival, también ayudan en la cicatrizacion de heridas, son una
fuente importante de anfirregulina en periodontitis, poseen acciones
reguladoras esenciales para mantener la integridad del tejido al reprimir la
inflamacion liberando IL-10 y TGF- B; aunque también producen IL-17,
ayudando a mantener una homeostasis tisular y es esencial para

determinar si las enfermedades periodontales son destructivas o no.?%: 56

IL-17 puede actuar directamente sobre macréfagos y aumenta la
produccion de citocinas inflamatorias como TNF-a, IL-1 B e IL-6, también
recluta neutréfilos en los sitios de inflamacion para activar la inflamacion
mediada por neutrdfilos; estimula fibroblastos, células epiteliales y
endoteliales para producir IL-6, IL-8 y prostaglandina, dilata y mejora la
permeabilidad de vasos sanguineos provocando enrojecimiento y edemay
puede inducir la sintesis de metaloproteinasas de matriz que provocan la
degradacion del tejido conectivo y participa en la destruccion 6sea mediada
por osteoclastos; esta citocina también es capaz de inducir la produccion
de RANKL.57: 58

IL-10 se expresa en tejidos periodontales tanto sanos como en
enfermedades periodontales, ayuda a restablecer la salud fisioldgica
reduciendo la actividad de citocinas inflamatorias y estimula la produccion
de anticuerpos protectores. IL-10 reduce la respuesta Thl y aumenta la
respuesta de Th2, suprime la presencia excesiva de macrofagos y
contrarresta a los neutroéfilos. Diversos estudios mencionan la actividad de
IL-10 en la prevencion de la progresion de la enfermedad periodontal,
mientras que en periodontitis severa su expresion es menor y como
también interviene en la homeostasis tisular, se puede encontrar una mayor

actividad después de realizar un tratamiento periodontal.?5: 59 60, 61
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TGF-B disminuye la capacidad de activacién de macréfagos, es producido
por neutréfilos, células T yd, y también tiene un papel importante en la
estimulacién de la angiogénesis, en la formacion de tejido de granulacion y

en la regeneracion y remodelacion de tejido conectivo. 25 29 62

Se ha demostrado que IL-10 y TGF-B son moléculas que previenen la
destruccion o6sea en la enfermedad periodontal inhibiendo la
osteoclastogénesis y también inhiben las respuestas inmunitarias de las
células Thl, Th2 y Th17; cuando la red de citocinas inflamatorias supera
las funciones de IL-10 y TGF- B se activa la osteoclastogénesis mediada
por RANKL o por el factor oseoclastogénico, el cual es secretado por

células T activadas.®®
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Planteamiento del problema

Las EP constituyen una de las enfermedades inflamatorias mas
importantes y frecuentes en la poblacion a nivel mundial. La etiologia de
estas enfermedades es multifactorial, entre estos factores se encuentran
de manera importante, la biopelicula oral y la respuesta inmune del
hospedero que determinan la evolucién de la misma. La etapa inicial de las
EP comienzan clinicamente con una gingivitis donde se genera una
respuesta inflamatoria moderada y la cual, si no es controlada, puede
evolucionar hacia una periodontitis cronica. Bajo esta condicion, la
biopelicula presenta microorganismos periodontopatdgenos con mas
factores de virulencia que generan mayor inflamacion y por lo tanto, ya no
son eliminados o controlados por las células de la primera linea de defensa.
De esta manera, cuando la homeostasis es alterada y los mecanismos de
defensa y regulacion inmunoldgica por parte de las células innatas, tales
como los neutrdfilos y las células T y/8, son insuficientes, el establecimiento
y las caracteristicas de una respuesta linfocitaria son cruciales en

determinar el desarrollo y evolucion de las EP.

Justificacioén

La activacion y desarrollo del proceso inflamatorio en las EP es clave tanto
en la homeostasis tisular asi como en el deterioro de las estructuras
periodontales, en el cual intervienen células de la respuesta inmune innata
y adaptativa. Por esta razén es importante conocer de qué manera la
presencia de células T yd contribuyen en el desarrollo y mantenimiento de
la inflamacion en los tejidos sanos, en tejidos con gingivitis y con
periodontitis; y no solamente respecto al nUumero de éstas células presentes
en los tejidos gingivales, sino al patron de citocinas que secretan, las cuales
pueden ser de tipo proinflamatorio (como IL-17) asi como antiinflamatorias,
tales como IL-10 y TGF- B, las cuales, ademas de regular la activacién de
la inflamacion, también se han visto implicadas en la reparacion tisular y

cicatrizacion.
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Por estas razones consideramos relevante analizar la asociacion entre
estas células, la citocina proinflamatoria IL-17 y las citocinas
antiinflamatorias IL-10 y TGF- B respecto al grado de inflamacion en los
tejidos gingivales orales.

De esta manera, el conocer el desarrollo del proceso inflamatorio, partiendo
de la caracterizacidn de las células T yd en tejidos sanos e inflamados, nos
brindara la posibilidad de generar conocimientos sobre la patogenia de las
EP y asi en un futuro poder plantear la posibilidad de utilizar estas células
0 sus productos como blanco terapéutico en pacientes susceptibles a
desarrollar EP.

Hipotesis

Las células T yd regulan la respuesta inflamatoria durante el desarrollo de
las enfermedades periodontales a través de las diferentes citocinas
secretadas (1I-17, IL-10 y TGF- B), las cuales son expresadas de manera
diferencial en los tejidos sanos que en los tejidos con gingivitis y

periodontitis.

Objetivo General

Analizar el grado de inflamacion presente en los tejidos gingivales
relacionado a la presencia de células T yd, IL-17, IL-10 y TGF-B en
muestras de tejidos de pacientes periodontalmente sanos, con gingivitis y
con periodontitis sin ninguna enfermedad sistémica y cuya inflamacion se

asocie a presencia de biopelicula oral.

Objetivos Especificos

o Determinar el numero de células T yd en tejidos periodontales sanos,
con gingivitis y con periodontitis.
e Determinar los niveles de expresion de IL-17 en tejidos periodontales

sanos, con gingivitis y con periodontitis.
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e Determinar los niveles de expresion de IL-10 en tejidos periodontales
sanos, con gingivitis y con periodontitis.

e Determinar los niveles de expresion de TGF- B en tejidos
periodontales sanos, con gingivitis y con periodontitis.

e Analizar la distribucién microanatémica de las células T yo, IL-17, IL-
10 y TGF- B dentro de los tejidos periodontales sanos, con gingivitis

y con periodontitis.

Tipo de estudio

Transversal, descriptivo — observacional.

Variables

Independientes:

e Tejido gingival sano

e Tejido con gingivitis.

e Tejido con periodontitis.
Dependientes:

e Grado de infiltrado inflamatorio.

e Presencia de células T y0.

e Expresion de IL-17.

e Expresion de IL-10

e Expresion de TGF-

Universo de estudio

Pacientes que asistieron a la Clinica de Periodoncia en la DEPel de la
Facultad de Odontologia de la UNAM durante el afio 2018 a inicios del 2020
y que fueron sometidos a cirugia periodontal o de terceros molares
erupcionados o no erupcionados , asi como voluntarios para la toma de

biopsia en pacientes con gingivitis moderada.
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Tamafo de muestra

La muestra total sera de 27 pacientes (N=27) que asistieron a la Clinica de
Periodoncia en la DEPel de la Facultad de Odontologia de la UNAM. Se
conformaran 3 grupos: Sanos, Gingivitis y Periodontitis (n=10, n=11 y n=6,

respectivamente).

Pacientes

Previo a la toma de muestras de pacientes se obtuvo la firma del
consentimiento informado por los pacientes. El protocolo ya ha sido
sometido y aprobado por el Comité de Investigacion y Etica de la FO de la
UNAM (CIE/0110/11/2018) (véase en anexo #2).

Grupos de estudio

Las muestras de estudio se clasificaron y dividieron en tres grupos:

Controles Sanos (CS):

Tejido gingival proveniente de individuos periodontal y sistémicamente
sanos; el tejido sera tomado de casos de extracciones/cirugias dentales por
indicaciones ortodonticas, profilacticas o proveniente de cirugias
periodontales con fines estéticos o del margen gingival de molares y

premolares superiores o inferiores, o de la zona retromolar.

Tejidos con Gingivitis:

Tejido gingival proveniente de individuos sistémicamente sanos con
diagnéstico de gingivitis inducida por biopelicula oral, la cual puede ser

leve, moderada o severa, localizada o generalizada. El tejido sera tomado

del margen gingival de los molares superiores o inferiores.
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Tejidos con Periodontitis:

Tejido gingival proveniente de individuos sistémicamente sanos con
diagnéstico de periodontitis estadio 11l o IV, grado A, B o C, localizada o
generalizada. El tejido sera tomado de casos de extracciones de dientes
que presenten un pronostico desfavorable, es decir; insercion inadecuada
para mantener el diente en salud, comodidad y funcion o del margen
gingival de molares y premolares superiores o inferiores, o de la zona

retromolar.

Parametros clinicos para el diagnéstico periodontal

Los parametros que se tomaran en cuenta para el registro y diagnostico en
cada paciente son:

Profundidad de sondaje.

Nivel de insercion clinico.

Sangrado al sondaje.

Movilidad dental.

Pérdida 6sea radiografica.

Pérdida de dientes por periodontitis.

Involucracion de furca.

© N o o A~ WP

Defectos de reborde.

Recursos

Campana de flujo laminar.
Microscopio optico de luz.
Centrifugas.

Agitadores.
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Materiales y reactivos

Tubos eppendorf de 1 ml.
Tubos eppendorf de 15y 50 ml.
Cubeta.
Camara humeda para inmunohistoquimica.
Pipetas pasteur.
Cronémetro.
Formol al 10%.
Alcohol a diferentes concentraciones.
Xilol.
Hematoxilina de Harris.
Eosina.
Agua amoniacal.
Plumon hidrofébico.
Pipetas de diferentes volumenes (2 pl, 20 pl, 200 pl'y 1000 pl).
Puntas para pipetas.
Portaobjetos tratados con L-Polylisina.
Cubreobjetos.
Resina sintética (Entellan).
Anticuerpos primarios:
-  TCR 9, antibody GeneTex, catalogo: GTX155994.
- Interleucina 17 IL-17 HRP mouse monoclonal, Santa Cruz
Biotechnology, catalogo: sc-374218.
- Interleucina 10 (1I-10) mouse monoclonal, Santa Cruz
Biotechnology, catalogo: sc-8438.
- Factor de crecimiento transformante beta (TGF-beta) mouse
monoclonal Santa Cruz Biotechnology, catalogo: sc-130348.
Anticuerpos secundarios:
- Biotin-SP-conjugated AffiniPure Goat Anti-Mouse IgG, Jackson
ImmunoResearch, catalogo: 115-065-003.
- HRP-Estreptavidina GeneTex, catalogo: GTX85912.
Bicarbonato de Litio.
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Diaminobencidina (DAB), Santa Cruz Biotechnology, catalogo: sc-24982.
Peroxido de hidrégeno, Santa Cruz Biotechnology, catalogo: sc-203336.
Metanol.

Albumina sérica, AMRESCO cédigo: 0332-100G.

Buffer Tris (tris(hidroximetil)aminometano).

Buffer de citratos (pH 6).

Metodologia

-Obtencién de tejidos gingivales

Las biopsias fueron tomadas por un Periodoncista o estudiante de
Periodoncia; primero se realizaron todas las medidas locales de asepsia y
antisepsia, posteriormente se anestesid localmente con el anestésico de
eleccion (lidocaina, mepivacaina) en la periferia de la zona donde se
tomara la biopsia, nunca intralesional ya que puede distorsionar
clinicamente la anatomia de la zona y sus caracteristicas histoldgicas,
luego se realiz6 la incision del tejido, la cual se realiz6 con bisturi
convencional o sacabocados (punch de diametro variable: 2-4 mm) y se

removio el tejido.

-Fijaciéon de las muestras de tejido

Inmediatamente después de la toma de biopsia, el tejido se colocé en un
frasco con solucién de formol al 10%, marcado con los datos del paciente
y se almacend a temperatura ambiente, el tiempo de fijacion recomendado
para muestras pequefas es de un minimo de 6 horas y un maximo de 48
horas.

-Procesamiento de las muestras

Posterior a la fijacion, el tejido se pasé a otro recipiente con agua corriente

por 1 hora para quitar el exceso de formol, el tejido se colocé en cassettes
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de inclusion de biopsias. Después, el procesamiento de los tejidos se

realizé en un procesador automatizado utilizando el programa #1, el cual

estd determinado para procesar muestras pequefias y el orden es el

siguiente:

Alcohol 70%: 20 minutos
Alcohol 80%: 20 minutos
Alcohol 90%: 20 minutos
Alcohol 96%: 20 minutos
Alcohol 99.99%: 20 minutos
Xilol 50%: 15 minutos
Xilol 70%: 15 minutos
Xilol 100%; 15 minutos
Xilol 100%: 15 minutos
Parafina 1: 15 minutos
Parafina 2: 15 minutos

Parafina 3: 20 minutos

-Inclusion en parafina

Posteriormente los tejidos se incluyeron en parafina utilizando el centro de

inclusion de tejidos modelo KD-BM de la marca KEDDE®:

1. Se coloca un poco de parafina liquida en el molde de inclusion.

2. Se posiciona el tejido en la orientacion deseada, teniendo en cuenta

que la cara inferior del blogue sera la superficie de corte.
Verter parafina hasta llenar el molde cuidando que la posicion del

tejido sea la correcta.

. Colocar el cassette, enrasar la parafina y dejar enfriar el bloque de

10 a 15 segundos a temperatura ambiente para posteriormente
colocarlo sobre la placa de enfriamiento modelo KD-BL de la marca
KEDDE®
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-Corte en micr6tomo

Se cortaron secciones de tejido de 4 ym con ayuda del micrétomo modelo
KD-3358 de la marca KEDDE® vy utilizando el bafio de flotacion de

secciones de parafina Electrothermal™ marca Bibby Scientific™ se

montaron las secciones sobre portaobjetos de vidrio tratados con L-

polyisina, los cuales fueron procesados mediante tincion de hematoxilina-

eosina para su diagnostico histopatolégico y mediante inmunohistoquimica

por técnica de peroxidasa para la identificacién de células positivas a TCR
yo, IL-17, IL-10 y TGF-B.

-Tincién de hematoxilina/eosina

© © N o g b~ wWwDdhPRE

e e o e
0w N o UM W N P O

Desparafinado: colocar las laminillas sobre la parrilla a 55-60°C.

Introducir las laminillas en Xilol 1 por 10 minutos.

Xilol 2: 10 minutos.
Xilol/alcohol: 10 minutos.
Alcohol 96°: 10 minutos.
Alcohol 96°: 10 minutos.
Alcohol 80°: 10 minutos.
Agua destilada: 5-10 minutos.

Hematoxilina: 3 minutos.

. Lavar con agua corriente hasta aclarar.
. Agua destilada: 1-2 minutos.

. Eosina: 30 segundos.

. Alcohol 80°: 1 minuto.

. Alcohol 96°: 1 minuto.

. Alcohol 96°: 5 minutos.

. Xilol-Alcohol: 10 minutos.

. Xilol 1: 10 minutos.

. Montar las laminillas con resina (entellan) sintética base alcohol.

41



19. Dejar secar 24 horas para poder revisar las laminillas en el

microscopio.

-Diagnostico histopatoldgico

Las muestras fueron analizadas microscOpicamente con ayuda de un
Patologo Bucal, donde, a través del grado de infiltrado inflamatorio y las
caracteristicas propias del tejido, éstas fueron diagnosticadas como sanas

o con inflamacion.

-Inmunohistoquimica por peroxidasa

1. Desparafinado: colocar las muestras sobre la parrilla a 5°C hasta
que la superficie esté brillosa. Pasar por Xilol 1 (20 min), Xilol 2 (10
min), Xilol-alcohol (10 min), alcohol 96° (10 min), alcohol 80° (10
min), alcohol 70° (5 min), alcohol 60° (5 min), agua destilada (2 veces
por 5 min).

2. Realizar 2 lavados con Tris HCI durante 5 minutos.

3. Bloquear peroxidasa enddgena con metanol-peréxido al 3% (1ml
peréxido + 9 ml de metanol) durante 10 minutos.

4. Realizar 3 lavados con Tris HCI durante 5 minutos en camara
hameda a temperatura ambiente.

5. Delimitar las muestras con plumén hidrofébico (PAP).

6. Blogueo de proteinas inespecificas con Tris BSA al 1% durante 60
minutos en cdmara hiumeda a temperatura ambiente.

7. Decantar.

8. Incubacion del anticuerpo primario diluido con Tris BSA al 0.1% en
camara humeda a 4°C durante toda la noche [TCR yd (1:25), IL-17
(1:50), TGF-B (1:50) e IL-10 (1:50)].

9. Realizar 3 lavados con Tris HCI| durante 5 minutos en camara

hameda a temperatura ambiente.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.
16.

17.
18.

Incubacion del anticuerpo secundario (E-Biotin) (1:200) diluido con
Tris BSA al 0.1% durante 30 minutos en camara humeda a
temperatura ambiente.

Realizar 3 lavados con Tris HCl durante 5 minutos en camara
himeda a temperatura ambiente.

Incubacion del complejo HRP-Estreptavidina (1:100) diluido con Tris
BSA al 0.1% durante 30 minutos en camara humeda a temperatura
ambiente.

Realizar 3 lavados con Tris HCl durante 5 minutos en camara
himeda a temperatura ambiente.

Revelar con DAB 50X durante TCR yd e IL-17 (5 min), TGF-B (2:30
min) e IL-10 (2:30 min).

Lavar con agua corriente 2 veces.

Contratefir con Hematoxilina de Harris (base alcohol) durante 1:30
minutos.

Lavar con agua corriente hasta aclarar.

Pasar las laminillas en agua amoniacal (bicarbonato de litio) durante
1:30 minutos.

19.Lavar con agua destilada.
20.Deshidratar las muestras: OH 60°, OH 70°, OH 80°, OH 96°, xilol-

alcohol, xilol 2 y xilol 1 durante 5 minutos cada uno.

21.Montar con resina (entellan) sintética base alcohol y dejar secar

durante 24 horas.

-Toma de microfotografias y analisis de datos

Se obtuvieron las microfotografias con ayuda de un microscopio Axioskop

2, adaptado con la camara AccioCam Rc5 vy el software ZEN de la marca

Carl Zeiss a un aumento de 20X de cada una de las muestras tratadas por

inmunohistoquimica por peroxidasa, utilizando en todas la misma

intensidad de luz, 4 en un rango de 1 a 10; un tiempo de exposicion de 6.75;
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un histograma configurado a Black (1134), Gamma (0.40) y White (4761) y
una resolucién de pixeles de 2584x1936.

Por cada anticuerpo utilizado, se seleccionaron 10 campos de manera
aleatoria para la toma de las microfotografias. Posteriormente se dividieron
en 3 grupos de estudio y a su vez en cada anticuerpo (TCR y9, IL-17, IL-10
y TGF-B). Cada carpeta dividida por grupo y anticuerpo. En cada una de
las microfotografias, se analizé la densidad 6ptica (DO) arrojada a partir del
color café de la diaminobencidina (DAB) de manera digital, a través del
software Fiji (ImageJ). Es importante mencionar que los datos numeéricos
gue se obtuvieron en dicho programa, corresponden a la intensidad de
pixeles expresadas en densidades 6pticas (DO), basandose en los distintos
grados de intensidad del color café (DAB).

En el software, se convirtié la imagen a 8 bits, lo cual corresponde a tener
264 tonos de gris, se configuro el color del fondo a blanco con la finalidad
de no tener falsos positivos, posteriormente se delimito la intensidad del
color a través de un histograma en las zonas positivas, descartando asi
zonas inespecificas presentes en las microfotografias, para asi obtener un
resultado de porcentaje de area, por ultimo, se programé un macro a través
del mismo software para automatizar el andlisis de todas las

microfotografias.

-Analisis estadistico

A partir de los valores numéricos obtenidos en el programa Image J, se
realizaron tablas de frecuencia en el software Microsoft Office Excel con la
finalidad de observar la distribucion de los datos.

Para su posterior analisis, se utilizé el software GraphPad Prism 8.0
(GraphPad Software, San Diego CA, EUA) empleando medidas de
tendencia central, para asi obtener la Media (promedio), Error Estandar

(EE) y Rango de los 3 grupos de estudio (sanos, gingivitis y periodontitis).

44



Posteriormente, se realizaron las siguientes pruebas estadisticas con el fin
de determinar si existian diferencias significativas entre estos grupos. Estas
pruebas fueron: Analisis de varianza (ANOVA) de dos vias, test Brown-

[{Pe 1)

Forsythe y test de Barlett. Un valor “p” menor a 0.05 (p<0.05) se consideré
estadisticamente significativo (p=<0.05) y nos confirmd que existen
diferencias entre estos 3 grupos.

Finalmente, para determinar especificamente cuales eran los grupos que
mostraban estas diferencias, se realizO una prueba de Tukey para
comparaciones mdultiples. Un valor “p” menor a 0.05 (p<0.05) se considero
estadisticamente significativo (p=<0.05).

Toda la metodologia empleada se realiz6 en el laboratorio de Biologia
Periodontal y Tejidos Mineralizados, perteneciente a la Division de Estudios

de Posgrado e Investigacion de la Facultad de Odontologia.

Resultados

Obtencion de biopsias.

El nimero total de muestras (N) fue de 27, las cuales fueron clasificadas

en tejido gingival sano, con gingivitis y periodontitis.

Grupo Numero de biopsias (n)
Sanos 10
Gingivitis 11
Periodontitis 6

Tabla 1. Clasificacion de biopsias de tejido gingival, divididas en los grupos de estudio.
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Descripcion Histologica
Tincién con Hematoxilinay Eosina

Tejido gingival sano

Figura 1. Tejido gingival sano. Microfotografia tomada a 10X de una muestra de mucosa oral sana
procesada con tincion de hematoxilina y eosina (H/E), en donde se observa en la porcion superior
un epitelio plano escamoso estratificado compuesto por los estratos: Basal (A), espinoso (B),
granuloso (C) y cérneo (D), asi como las crestas epiteliales; por debajo del epitelio se encuentra la
membrana basal que une al epitelio con el tejido conectivo, este tejido se conforma de fibroblastos

y matriz extracelular de colagena (MEC).%3

Figura 2. Tejido gingival sano. Microfotografia tomada a 20X de una muestra de mucosa oral sana

con tincién de H/E en donde se observa el tejido conectivo ubicado por debajo del epitelio, este tejido
se conforma de fibroblastos, macréfagos, leucocitos, células plasmaticas y células cebadas, matriz
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extracelular compuesta por colagena y sustancia fundamental, asi como de vasos sanguineos y
terminaciones nerviosas.53

Figura 3. Tejido gingival sano. Mlcrofotografla tomada a 40X de una muestra de mucosa oral sana
procesada con tincion H/E. El epitelio se constituye en un 90% por queratinocitos, un 9% de células
permanentes (melanocitos, células de Merkel y células de Langerhans) y en 1% de células
transitorias (granulocitos, linfocitos y monocitos). Los queratinocitos se conectan a la lamina basal a
través de hemidesmosomas (A) y entre ellos establecen uniones denominados desmosomas (B).53

Tejido gingival inflamado

Figura 4. TedeO gingival inflamado con dlagnostlco clinico de glnglvms Mlcrofotografla tomada a 10X
de una muestra de mucosa oral inflamada procesada con tincion H/E en donde se observa epitelio
escamoso estratificado, por debajo de este, en el tejido conectivo se observa un mayor nimero de
vasos sanguineos, asi como presencia de infiltrado inflamatorio en comparacién con el tejido gingival

sano.
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de una muestra de mucosa oral inflamada procesada con tincion H/E en donde se observa infiltrado
inflamatorio compuesto por células PMN (A), linfocitos T (B), macréfagos (C) y algunas células
plasmaticas (E).

ANe s = ? Dcapdds God (T VY ” el ‘ .'*l’ ‘E""

Figura 6. Tejido gingival inflamado con diagnéstico clinico de periodontitis. Microfotografia tomada a
10X de una muestra de mucosa oral inflamada procesada con tincién H/E en donde se observa un
grado mayor de infiltrado inflamatorio comparandolo con el tejido gingival con diagnostico de
gingivitis.
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Figura 7. Mucosa inflamada con diagnostico clinico de periodontitis. Microfotografia tomada a 40X
de una muestra de mucosa oral inflamada procesada con tincion H/E en donde se observa infiltrado
inflamatorio compuesto principalmente de linfocitos T (B), células plasmaticas (D), asi como algunos
macréfagos (C) y PMN (A).

Inmunohistoquimica por peroxidasa

Tejido gingival sano
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Figura 8. Tejido gingival sano tratado por inmunohistoquimica por peroxidasa. En la imagen A se observa
positividad a TCR y9, las flechas sefialan las células positivas y la marca se encuentra mas presente en la
membrana de las mismas. En la imagen B se muestra positividad a IL-17, enlaC a IL-10y en la D a TGF-; en
las 3 iméagenes la positividad esta presente tanto en las células como a la periferia de estas.
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Tejido gingival con gingivitis
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Figura 9. Tejido gingival con gingivitis tratado por inmunohistoquimica por peroxidasa. En laimagen A se observa
positividad a TCR vy, las flechas sefalan las células positivas y la marca se encuentra mas presente en la
membrana de las mismas. En la imagen B se muestra positividad a IL-17, enla C aIL-10y en la D a TGF-; en
las 3 imagenes la positividad esta presente tanto en las células como a la periferia de estas; la positividad a IL-
17, IL-10 y TGF-f se observa con mayor presencia comparandolo con el tejido gingival sano.

Tejido gingival con periodontitis
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Figura 10. Tejido gingival con periodontitis tratado por inmunohistoquimica por peroxidasa. En la imagen A se
observa positividad a TCR y9, las flechas sefialan las células positivas y la marca se encuentra mas presente en
la membrana de las mismas. En la imagen B se muestra positividad a IL-17, enla C a IL-10 y en la D a TGF-§;
en las 3 imagenes la positividad esta presente tanto en las células como a la periferia de estas; la positividad a
todos los anticuerpos, se observa con mayor presencia comparandolo con el tejido gingival sano.
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Tabla 2. Diagnéstico histolégico e inmunohistoquimico

Gingivitis | Periodontitis

HyE

Células T yo+

Células IL-17+

Células IL-10+

Células TGF-p+

AN

Tabla 2. Microfotografias tomadas a 20X, en las que se puede observar el analisis histolégico y el
analisis inmunohistoquimico de los grupos de estudio. En el grupo Sanos, la tincion H/E muestra un
tejido con la arquitectura normal, tanto del tejido epitelial, como del tejido conectivo, ademas, en los
tejidos con IHQ se muestra la positividad de células T yd+, IL-17+, IL-10+ y TGF-B. En el grupo
Gingivitis, en la tincién H/E se observa un infiltrado inflamatorio leve, con la arquitectura del tejido
todavia en condiciones normales, ademas se observa la positividad en los tejidos con IHQ de células
T yo+, IL-17+, IL-10+ y TGF-B. Por dltimo, en el grupo Periodontitis, en la tincion H/E se observa un
infiltrado inflamatorio mas grave, ademéas de un cambio en la arquitectura del tejido y se observa
positividad en los tejidos con IHQ de células T yo+, IL-17+, IL-10+ y TGF-f3.

51



Andlisis de imagenes y datos

Los resultados se obtuvieron mediante el andlisis del 100% de pixeles
(correspondiente a 542.819444) presentes en las microfotografias, y los
resultados se expresaron en promedio y porcentaje del &rea afectada en
relacion a la tincion café de DAB.

Tablas de frecuencia

Las tablas o distribucion de frecuencia nos permiten ordenar los datos
obtenidos distribuyéndolos de acuerdo a su frecuencia de aparicion y
pueden ser empleadas para variables cuantitativas o cualitativas

ordenables.

Las tablas de frecuencia se conforman de 5 columnas. La primer columna
corresponde al numero de intervalos a considerar; la segunda columna
corresponde a los intervalos de clase, aqui se obtienen los intervalos de
diferentes valores y se ordenan por rangos de menor a mayor; la tercer
columna corresponde a la marca de clase, el cual es el valor intermedio de
los intervalos de clase; la cuarta columna es la frecuencia absoluta que es
el numero de valores que caen en cada intervalo; y por ultimo, la quinta
columna corresponde a la frecuencia relativa, la cual es el resultado de la

frecuencia absoluta entre el nimero total de valores.

En este proyecto se utilizaron tablas de frecuencia con la finalidad de
descartar los datos que estuvieran fuera de rango y trabajar con datos
dentro de una distribucion normal. Para obtener dichas tablas de
frecuencia, se utilizaron los resultados obtenidos en el andlisis de las
imagenes, los cuales arrojaban porcentaje de area de expresién en pixeles
de células TCR yo+, IL-17+, IL-10+ y TGF-B+ en tejidos gingivales sanos,
con gingivitis y periodontitis. Las tablas de frecuencia se muestran a

continuacion:
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Tabla 2. Tabla de frecuencia de células T y&+ en tejidos gingivales sanos

1 0.0090 1.2606 0.6348 81 0.81
2 1.3606 2.6122 1.9864 6 0.06
3 2.7122 3.9637 3.3380 6 0.06
4 4.0637 5.3153 4.6895 3 0.03
5 5.4153 6.6669 6.0411 2 0.02
6 6.7669 8.0184 7.3927 0 0.00
I 8.1184 9.3700 8.7442 1 0.01
8 9.4700 10.7216 10.0958 0 0.00
9 10.8216 12.0731 11.4474 0 0.00
10 12.1731 13.4247 12.7989 1 0.01

Tabla 3. Tabla de frecuencia de células T yd&+ en tejidos gingivales con

gingivitis
1 0.0013 2.7018 1.3515 98 0.89
2 2.8018 5.5023 4.1520 6 0.05
3 5.6023 8.3028 6.9525 3 0.03
4 8.4028 11.1032 9.7530 0 0.00
5 11.2032 13.9037 12.5535 0 0.00
6 14.0037 16.7042 15.3540 1 0.01
7 16.8042 19.5047 18.1545 0 0.00
8 19.6047 22.3052 20.9550 1 0.01
9 22.4052 25.1057 23.7555 0 0.00
10 25.2057 27.9062 26.5559 1 0.01

Tabla 4. Tabla de frecuencia de células T yd+ en tejidos gingivales con
periodontitis

1 0.0012 1.0394 0.5203 32 0.53
2 1.1394 2.1776 1.6585 11 0.18
3 2.2776 3.3159 2.7968 5 0.08
4 3.4159 4.4541 3.9350 9 0.15
5 4.5541 5.5923 5.0732 0 0.00
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6 5.6923 6.7306 6.2114 1 0.02
7 6.8306 7.8688 7.3497 0 0.00
8 7.9688 9.0070 8.4879 0 0.00
< 9.1070 10.1452 9.6261 0 0.00
10 10.2452 11.2835 10.7643 2 0.03

Tablas 2,3 y 4. Tablas de frecuencia en donde se muestra la distribucion
de los datos obtenidos mediante el analisis de porcentaje de area para las
células T yd+ para los grupos sanos (tabla 2), gingivitis (tabla 3) y
periodontitis (tabla 4).

Tabla 5. Tabla de frecuencia de células IL-17+ en tejidos gingivales sanos

1 0.0166 1.2121 0.6144 48 0.48
2 1.3121 2.5076 1.9099 8 0.08
3 2.6076 3.8031 3.2054 2 0.02
4 3.9031 5.0986 4.5009 7 0.07
5 5.1986 6.3941 5.7964 4 0.04
6 6.4941 7.6896 7.0919 6 0.06
7 7.7896 8.9851 8.3874 5 0.05
8 9.0851 10.2806 9.6829 12 0.12
9 10.3806 11.5761 10.9784 6 0.06
10 11.6761 12.8716 12.2738 2 0.02

Tabla 6. Tabla de frecuencia de células IL-17+ en tejidos gingivales con

gingivitis
1 0.0001 1.9524 0.9763 28 0.25
2 2.0524 4.0048 3.0286 35 0.32
3 4.1048 6.0572 5.0810 15 0.14
4 6.1572 8.1096 7.1334 6 0.05
5 8.2096 10.1620 9.1858 8 0.07
6 10.2620 12.2144 11.2382 9 0.08
7 12.3144 14.2667 13.2906 3 0.03
8 14.3667 16.3191 15.3429 3 0.03
9 16.4191 18.3715 17.3953 2 0.02
10 18.4715 20.4239 19.4477 1 0.01
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Tabla 7. Tabla de frecuencia de células IL-17+ en tejidos gingivales con
periodontitis

1 0.0072 1.4910 0.7491 26 0.43
2 1.5910 3.0749 2.3330 12 0.20
3 3.1749 4.6588 3.9168 8 0.13
4 4.7588 6.2427 5.5007 3 0.05
5 6.3427 7.8265 7.0846 2 0.03
6 7.9265 9.4104 8.6685 0 0.00
7 9.5104 10.9943 10.2523 4 0.07
8 11.0943 12.5781 11.8362 1 0.02
9 12.6781 14.1620 13.4201 2 0.03
10 14.2620 15.7459 15.0039 2 0.03

Tablas 5, 6 y 7. Tablas de frecuencia en donde se muestra la distribucion
de los datos obtenidos mediante el analisis de porcentaje de &rea para las
células IL-17+ para los grupos sanos (tabla 5), gingivitis (tabla 6) y
periodontitis (tabla 7).

Tabla 8. Tabla de frecuencia de células IL-10+ en tejidos gingivales sanos

1 0.0000 0.8980 0.4490 78 0.78
2 0.9980 1.8959 1.4469 17 0.17
3 1.9959 2.8939 2.4449 3 0.03
4 2.9939 3.8918 3.4428 0 0.00
5 3.9918 4.8898 4.4408 0 0.00
6 4.9898 5.8877 5.4387 1 0.01
7 5.9877 6.8857 6.4367 0 0.00
8 6.9857 7.8836 7.4346 0 0.00
9 7.9836 8.8816 8.4326 1 0.01
10 8.9816 9.8795 9.4306 0 0.00

Tabla 9. Tabla de frecuencia de células IL-10+ en tejidos gingivales con
gingivitis

1 0.0000 | 1.8122 0.9061 85 0.77
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2 1.9122 3.7244 2.8183 5 0.05
3 3.8244 5.6366 4.7305 3 0.03
4 5.7366 7.5488 6.6427 2 0.02
5 7.6488 9.4610 8.5549 12 0.11
6 9.5610 11.3732 10.4671 1 0.01
7 11.4732 13.2854 12.3793 1 0.01
8 13.3854 15.1976 14.2915 0 0.00
9 15.2976 17.1098 16.2037 0 0.00
10 17.2098 19.0220 18.1159 1 0.01

Tabla 10. Tabla de frecuencia de células IL-10+ en tejidos gingivales con
periodontitis

1 0.0000 0.5392 0.2696 42 0.70
2 0.6392 1.1785 0.9089 4 0.07
3 1.2785 1.8177 1.5481 5 0.08
4 1.9177 2.4570 2.1873 3 0.05
5 2.5570 3.0962 2.8266 2 0.03
6 3.1962 3.7354 3.4658 1 0.02
7 3.8354 4.3747 4.1051 1 0.02
8 4.4747 5.0139 4.7443 1 0.02
9 5.1139 5.6532 5.3835 1 0.02
10 5.7532 6.2924 6.0228 0 0.00

Tablas 8, 9 y 10. Tablas de frecuencia en donde se muestra la distribucién
de los datos obtenidos mediante el andlisis de porcentaje de area para las
células IL-10+ para los grupos sanos (tabla 8), gingivitis (tabla 9) y
periodontitis (tabla 10).

Tabla 11. Tabla de frecuencia de células TGF-B+ en tejidos gingivales sanos

1 0.0022 1.7277 0.8650 63 0.63
2 1.8277 3.5532 2.6905 7 0.07
3 3.6532 5.3787 4.5160 4 0.04
4 5.4787 7.2042 6.3415 8 0.08
5 7.3042 9.0297 8.1670 5 0.05
6 9.1297 10.8552 9.9925 5 0.05
I 10.9552 12.6807 11.8180 3 0.03
8 12.7807 14.5062 13.6435 3 0.03
9 14.6062 16.3317 15.4690 1 0.01
10 16.4317 18.1572 17.2945 1 0.01
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Tabla 12. Tabla de frecuencia de células TGF-B+ en tejidos gingivales con

gingivitis
1 0.0002 1.2346 1.9017473 49 0.45
2 1.3346 2.5689 1.9517473 14 0.13
3 2.6689 3.9033 3.2860855 10 0.09
4 4.0033 5.2376 4.6204237 7 0.06
5 5.3376 6.5719 5.9547619 11 0.10
6 6.6719 7.9063 7.2891001 4 0.04
7 8.0063 9.2406 8.6234383 5 0.05
8 9.3406 10.5749 9.9577765 6 0.05
9 10.6749 11.9093 11.2921147 1 0.01
10 12.0093 13.2436 12.6264529 3 0.03

Tabla 13. Tabla de frecuencia de células TGF-B+ en tejidos gingivales con
periodontitis

1 0.0011 1.4775 0.7393 21 0.350
2 1.5775 3.0539 2.3157 6 0.100
3 3.1539 4.6303 3.8921 7 0.117
4 4.7303 6.2067 5.4685 6 0.100
5 6.3067 7.7830 7.0448 6 0.100
6 7.8830 9.3594 8.6212 4 0.067
I 9.4594 10.9358 10.1976 2 0.033
8 11.0358 12.5122 11.7740 3 0.050
9 12.6122 14.0886 13.3504 2 0.033
10 14.1886 15.6650 14.9268 3 0.050

Tablas 11, 12 y 13. Tablas de frecuencia en donde se muestra la
distribucion de los datos obtenidos mediante el analisis de porcentaje de
area para las células TGF-B+ para los grupos sanos (tabla 11), gingivitis
(tabla 12) y periodontitis (tabla 13).
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Analisis bioestadistico

Andlisis de varianza (ANOVA).

El analisis de varianza es un procedimiento en donde se toma la
variabilidad total en una serie de datos y la divide en dos 0 mas fuentes de
variacion, este procedimiento estadistico evalla la hipotesis nula de que no
existe una diferencia entre dos 0 mas grupos. Este analisis se basa en
comparar la variabilidad de los tratamientos y el error, para hacerlo, se
utiliza una prueba F. Los resultados obtenidos de un analisis de varianza
se resumen en una tabla de ANOVA.%4 65

Un ANOVA de dos vias o de dos factores determina como una respuesta

es afectada por dos factores.%®

Test de Bartlett.

Se utiliza para probar si k muestras tienen varianzas iguales; si existe una
igualdad de varianzas entre los grupos, frente a la alternativa de que las
varianzas sean desiguales para al menos dos grupos, se le denomina
homogeneidad de varianzas. El test de Bartlett es sensible a las

desviaciones de la normalidad.®’

Test de Brown-Forsythe.

Es una prueba estadistica, la cual tiene las hipétesis de que las varianzas
entre los grupos son iguales y las varianzas entre los grupos no son iguales,
si el valor p es menor que algun nivel de significancia, entonces se rechaza
la hipétesis nula y se concluye que las varianzas no son iguales entre los

grupos.%®
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Test de Tukey.

En un andlisis de comparacion multiple se comparan multiples grupos sobre
una sola variable resultante. La prueba de Tukey solo se utiliza como una
prueba de seguimiento en un ANOVA, esta prueba compara cada media
con todas las demas y tiene en cuenta la dispersion de todos los grupos; el
test de Tukey puede calcular un intervalo de confianza para la diferencia de
las medias y los resultados arrojados son un conjunto de decisiones, que
pueden ser “estadisticamente significativo” o “no estadisticamente

significativo”.6% 69

Las tablas de resultados del andlisis de varianza ANOVA se muestran en

el anexo #3.
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Gréfica 1. El grupo de sanos mostro expresion de 0.49%, mientras que el grupo de
gingivitis mostré 0.85% y por ultimo el grupo de periodontitis mostré expresion de 1.33%.
Los datos son presentados como la Media o promedio + Error estandar de la media (EEM)
de los datos correspondientes a cada grupo de estudio. Valores P de < 0.05 fueron
considerados significativos (**** P < 0.0001, *** P < 0.001, ** P<0.01 y * P £ 0.05).
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Celulas IL-17+
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Gréfica 2. El grupo de sanos mostrdé expresion de 2.84%, mientras que el grupo de
gingivitis mostrd 4.26% y por ultimo el grupo de periodontitis mostré expresion de 3.58%.
Los datos son presentados como la Media o promedio + Error estandar de la media (EEM)
de los datos correspondientes a cada grupo de estudio. Valores P de < 0.05 fueron
considerados significativos (**** P < 0.0001, *** P < 0.001, ** P < 0.01 y * P £0.05).
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Gréfica 3. El grupo de sanos mostro expresion de 0.47%, mientras que el grupo de
gingivitis mostré 1.8% y por ultimo el grupo de periodontitis mostré expresion de 0.8%. Los
datos son presentados como la Media o promedio + Error estandar de la media (EEM) de
los datos correspondientes a cada grupo de estudio. Valores P de < 0.05 fueron
considerados significativos (**** P < 0.0001, *** P < 0.001, ** P<0.01 y * P < 0.05).
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Células TGF-p+
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Grafica 4. El grupo de sanos mostrdé expresion de 1.77%, mientras que el grupo de
gingivitis mostré 2.84% y por ultimo el grupo de periodontitis mostré expresion de 4.75%.
Los datos son presentados como la Media o promedio * Error estandar de la media (EEM)
de los datos correspondientes a cada grupo de estudio. Valores P de < 0.05 fueron
considerados significativos (**** P < 0.0001, *** P <0.001, ** P<0.01 y * P < 0.05).
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Discusion

Las EP son un conjunto de patologias inflamatorias de tipo cronico,
causada por una transicion de simbiosis a disbiosis y en donde hay un
cambio en la composicion de la biopelicula oral. La OMS estima que el 14%
de la poblacién adulta padece algun tipo de EP y en México se estima que
alrededor del 60% de la poblacidén adulta presentaba algun signo de EP, lo

cual se ha convertido en una problematica de salud publica importante.t 3
4

Las células T yd son un tipo de linfocito, las cuales expresan un TCR
compuesto por una cadena y y una cadena &; representan del 0.5 al 5% de
todos los linfocitos T del cuerpo; al activarse, las células T yd pueden
expresar distintas citocinas y quimiocinas, lo cual le confiere funciones tanto
en la inmunidad innata como en la adaptativa. Estas células participan en
el mantenimiento de la homeostasis gingival, poseen acciones reguladoras
esenciales para mantener la integridad del tejido reprimiendo el proceso
inflamatorio liberando IL-10 y TGF- B; aunque también producen IL-17, una
citocina proinflamatoria, ayudando a mantener una homeostasis tisular y es

esencial para determinar si la enfermedad periodontal es destructiva o no.
20, 26, 27, 56

Los resultados del estudio realizado por Gemmell et al. demostraron un
incremento en la proporcion de células T yd en comparacion con células T
ap cuando existe mayor grado de infiltrado inflamatorio en tejidos con EP,
ademas, en el estudio de Kawahara et al. observaron que en sitios donde
no habia infiltrado inflamatorio rara vez se encontraban células T y&. Estos
datos coinciden con los obtenidos previamente en nuestro grupo de trabajo,
donde observamos un mayor numero de células T yd en tejidos gingivales
clinicamente sanos pero histologicamente, con un infiltrado inflamatorio de
moderado a severo. Estos resultados son coincidentes con los encontrados

en este estudio, en el cual pudimos demostrar que ocurre aumento en la
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cantidad de células T yd presentes en tejidos con gingivitis y periodontitis,

en comparacion con los tejidos gingivales sanos.” 7% 73

Con respecto a las citocinas analizadas en este trabajo; en el afio 2020, Lu
Sun y colaboradores, evaluaron la correlacion entre IL-17 e IL-10 en
muestras de GCF, demostraron que los sujetos con altos niveles de IL-17
y niveles bajos de IL-10 presentaron una enfermedad clinica
significativamente mas grave que los sujetos que presentaban niveles bajos
o0 altos de ambas citocinas o que sujetos con niveles de IL-10 altos y niveles
de IL-17 bajos; lo cual sugiere que IL-10 puede actuar como regulador

negativo de IL-17 para reducir la expresion clinica de la EP. 73

Ademas de esto, también evaluaron los niveles de IL-17 e IL-10 en biopsias
de tejido gingival a través de inmunohistoquimica e inmunofluorescencia, y
determinaron que los niveles de estas citocinas fueron significativamente
mayores en tejidos gingivales con EP, en comparacién con biopsias de
tejidos sanos. Estos datos coincidieron con los resultados de nuestra
investigacion, donde pudimos demostrar que los niveles de expresion de
IL-17 e IL-10 incrementaban de manera significativa con relacion al grado
de infiltrado inflamatorio. Sin embargo, es importante hacer énfasis que,
aunque el incremento en la expresién de estas citocinas fue gradual
conforme el cuadro clinico empeoraba, el grupo de gingivitis fue el que
mostrd los niveles mas elevados de IL-17 e IL-10 con respecto al grupo
sano.

Lo cual nos sugiere que la presencia de ambas citocinas trabajan en
conjunto; por un lado, para reclutar células inmunes al sitio de inflamacion,
através de IL-17. Mientras que el incremento similar de IL-10 en ese mismo
grupo de estudio (gingivitis), podria estar contrarrestando en cierta medida
los efectos proinflamatorios de IL-17; regulando posiblemente, la
inflamacion a nivel tisular previo a la pérdida de tejidos periodontales que
se presenta en la periodontitis; y asi, esto puede corresponder a un

mecanismo de regulacién inmune del tejido gingival humano. 73
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Para concluir con TGF-B, un estudio realizado por Khalaf et al.
determinaron que la acumulacion de TGF- permanecié aumentada tanto
en saliva como en GCF en pacientes con EP comparandolo con pacientes
controles sanos. Del mismo modo, Li X et al. en su estudio demostraron
una diferencia importante en los niveles de TGF- 3 comparando su grupo
experimental contra su grupo control tanto en inmunohistoquimica como en
RT-PCR. Asi entonces, nuestros resultados en este estudio también
demostraron un incremento en los niveles de expresion de TGF- en los
grupos de gingivitis y periodontitis con respectos con el grupo control sano.
74,75

Por lo tanto, todos estos datos nos sugieren que las células T y® son
elementos celulares innatos muy importantes en la primera linea de
defensa de la mucosa oral y son capaces de secretar diferentes citocinas
como IL-17, IL-10 y TGF-b. Sin embargo, aun cuando el nimero de células
T yd pueda verse incrementado en grupos de gingivitis y periodontitis, la
expresion de las citocinas analizadas en este estudio, mostraron diferentes
niveles de expresion, especialmente en el grupo de gingivitis; lo que nos
hace pensar que la regulacion inmune por parte de las células innatas,
como las T yd se encuentra controlada aun en esa fase clinica, mientras
gue al evolucionar a periodontitis, la regulacion inmune es deficiente y
podria ser una de las causas asociadas a la pérdida de los tejidos
periodontales.
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Conclusiones

Las células Tyd+ y las moléculas IL-17, IL-10 y TGF-B se encontraban
distribuidas en el epitelio, tejido conectivo y cercanas a vasos sanguineos

en los tejidos gingivales con diferentes niveles de expresion.

La expresion de células Tyd+ mostré un incremento estadisticamente
significativo en el grupo de gingivitis y periodontitis, comparandolos con el

grupo control; siendo mayor en periodontitis.

IL-17 fue observada en todas las biopsias, siendo el grupo con gingivitis y
periodontitis los que mostraron un mayor incremento, el cual fue gradual
respecto al cuadro clinico y estadisticamente significativo en comparacion

con el grupo control sano.

IL-10 se observé presente en todos los tejidos gingivales; sin embargo, el
porcentaje de expresion de IL-10 fue mayor y estadisticamente significativo
en el grupo con gingivitis en comparacion con el grupo control sano. En el
caso de los tejidos con periodontitis, se observé un incremento mayor de
IL-10 que en el grupo control, pero menor que en el grupo con gingivitis,
por lo que la expresibn de esta citocina no mostré diferencias

estadisticamente significativas entre periodontitis y el grupo sano.

El porcentaje de expresion de TGF- fue estadisticamente significativo en
todos los grupos, mostrando un incremento en gingivitis y ain mayor, en

periodontitis comparandolos con el grupo control.

De manera resumida, el porcentaje de expresion de células Tyd+ y de TGF-
B, mostré un aumento gradual y significativo en los tejidos con gingivitis y
periodontitis, en comparacién con el grupo sano, con el mayor incremento
observado en el grupo de periodontitis. En el caso de IL-17 e IL-10, el grupo
de gingivitis mostré los mayores niveles de expresion en comparacion con

el grupo control, e incluso con periodontitis. Finalmente, la expresion de

65



TGF- B fue en aumento del grupo control sano al grupo de gingivitis, asi
como también se observo un incremento en el grupo de gingivitis con

respecto al de periodontitis.

Los diferentes cuadros clinicos de las EP mostraron diferentes niveles de
expresion tanto de células Ty, IL-17, IL-10 y TGF- B. Estos niveles se ven
modificados conforme avanza el desarrollo de la enfermedad periodontal,
lo que sugiere que tanto las células T yd como las moléculas que expresan,
actlan como inmunorreguladores en el tejido gingival durante las diferentes

fases de la enfermedad periodontal.
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Anexos

Anexo #1: Preparacion de reactivos.

Buffer Tris HCI 0.5M pH 7.6.

-Tris (Trizma hydrocloride) 6.19
-H20 Destilada 500 ml
-Agregar HCI .1N 375 ml

Aforar a 1000 mly llevar pH a 7.6.

Solucién bloqueadora de ASB (Albumina sérica bovina) al 1%.

-Buffer Tris HCI 0.5M 10 ml
-ASB 0.1g
-Tritén X 0.01% 1uL

Mezclar bien con la punta donde se tomo el tritén.

Solucién diluyente para anticuerpos ASB 0.1%.
-Tomar 1 ml de la solucién bloqueadora ASB 1%.
-Agregar 9 ml de buffer Tris HCI 0.5M.

- Tritén X 0.01% 1uL.

Mezclar bien con la punta donde se tomé el tritdn.
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Anexo #2: Carta de aceptacién del Comité de Investigacién y Etica y
consentimientos informados

Ciudad Universitaria, Ciudad de México a 20 de mayo de 2019

VNIVER4DAD NACIONAL
AVFNMA DE
MEXICO

COMITE DE INVESTIGACION Y ETICA CIE/0110/11/2018
FACULTAD DE ODONTOLOGIA
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

ASUNTO: Respuesta del Comité de Investigacion y Etica de la
Facultad de Odontologia, UNAM.

PROYECTO DE INVESTIGACION: Andlisis del papel de células de la respuesta inmune innata (Células
T y6, Neutrdfilos y Células Th17) y sus citocinas proinflamatorias en el desarrollo de La Enfermedad
Periodontal.

RESPONSABLE: Dra. Claudia Patricia Pedraza Zamora

Dra. Claudia Patricia Pedraza Zamora:

Este Comité de Investigacion y Etica, reunido el dia 13 de mayo de 2019 a las 16:30, en la segunda
sesion del Comité de Investigacion y Etica de la Facultad de Odontologia del afio 2019, llevada a
cabo en la Sala de Juntas de la Subjefatura de Investigacion, Division de Estudios de Posgrado e
Investigacion de la Facultad de Odontologia y estando presentes los siguientes miembros del CIEFO:
Mtra. Ana Patricia Vargas Casillas, Dra. Ana Maria Wintergerst Lavin, Mtra. Raquel Yafez Ocampo,
Dr. Juan Pablo Méndez Blanco, Dr. Eduardo Llamosas Hernadndez y Dra. Socorro Aida Borges Yéfiez.

Una vez que este Comité de Investigacion y Etica llevé a cabo la evaluacién del protocolo de
investigacion, formato de consentimiento informado y carta de consentimiento informado
determind que:

HA SIDO APROBADO Y SE OTORGA EL AVAL PARA REALIZARSE.

Ni el investi inci ,—a&eltfrrasponsable de la investigacion tomaron parte en la decisién del
FACURTAD DE ODONTOLOGIA

=

ILEES Yafiez

Presidenta d& 2 de Investigacid y Etica de la
JBfRste edantaipghON Y ETICA {‘
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
PARA DONACION DE TEJIDO PARA INVESTIGACION EN
ODONTOLOGIA

Donacion de tejido para uso en investigacion.

Se le invita a donar una porciéon pequefia de su encia (toma de biopsia) para ser
utilizado en futuras investigaciones en odontologia.

Antes de decidir sobre su participacion, debe conocer y comprender cada uno de los
siguientes apartados. Este proceso se conoce como consentimiento informado. Siéntase con
absoluta libertad para preguntar sobre cualquier aspecto para ayudarle a aclarar sus dudas al
respecto. Una vez que haya leido esta carta de consentimiento y si usted desea donar,
entonces se le pedira que firme esta forma de consentimiento, de la cual se le entregara una
copia firmada y fechada.

Justificacion

La donaciéon de un pequefio fragmento de su encia, ya sea tomada antes de su
tratamiento periodontal (biopsia) o bien, durante la cirugia de muelas del juicio o premolares (en
casos de que su ortodoncista lo haya requerido) no afecta ni pone en riesgo su salud, ni
interfiere en el diagnéstico o tratamiento que se le vaya a realizar. En el caso de que su encia
haya derivado de una cirugia, cuando no se requiere para diagnostico, la encia se desecha e
incinera de la siguiente manera: al finalizar la cirugia se colocara en una bolsa amarilla la cual
sera recolectada y llevada a incinerar por la empresa Bio- Tratamientos México, S. A de C. V.
(BIOTRAMEX). En el caso de que Usted permita la toma de biopsia antes de comenzar su
tratamiento, esto no afectara en lo absoluto su tratamiento ya que seria una muestra muy
pequena que sera tomada bajo anestesia de esa pequefia zona, por lo que no referira mayor
complicacion posterior. Su donacién, para la investigacion, es muy importante ya que de estos
tejidos se pueden obtener cultivos celulares, pruebas genéticas, inmunolégicas etc., que
ayudaran al avance de la medicina; lo que llevara a la obtencién de nuevos conocimientos y
posibles terapias para tratar enfermedades que afectan de manera frecuente al ser humano.

Objetivo

El objetivo de solicitar la donacién de tejido de biopsias es: obtener muestras de tejido
de encia para investigar dentro de un laboratorio; se analizaran diferentes las células que
conforman su encia y se les realizaran diferentes pruebas para analizar la funcién que llevan a
cabo, asi como su relacion con el desarrollo de la enfermedad periodontal.

Beneficios
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La informacion obtenida de la investigacion que se realiza sobre estos tejidos se utiliza
para mejorar el diagnéstico de enfermedades, generar conocimientos cientificos y disefiar
nuevas terapias para enfermedades que afectan al ser humano.

Procedimientos HG

El procedimiento que le explicé su Cirujano Dentista no se vera afectado de ningun
modo. Se recolectaran datos generales (edad, género, ocupacién, etc), antecedentes
patolégicos y no patoldgicos, habitos en su vida diaria, localizacién y caracteristicas de su
encia, el procedimiento quirurgico y el diagnostico. El tejido resultante sera colocado en
soluciones fijadoras 6 en medio de cultivo especial para su procesamiento posterior.

Aclaraciones
La decision de donar o no el tejido, es completamente voluntaria.

- No habra ninguna consecuencia desfavorable en caso de no aceptar.

- No tendra que hacer gasto alguno derivado de la donacién.

- La informacién obtenida en este estudio, utilizada para la identificacion de cada
paciente, serd mantenida con estricta confidencialidad por el grupo de
investigadores, por lo cual su nombre sera reemplazado por un numero de folio.

- La participacion en este proyecto no implica la provision de servicio dental
gratuito o ningun tipo de apoyo econémico para el tratamiento dental.

- La participacion en este proyecto no brinda ninguna remuneracién econémica.

- Siconsidera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion, puede, si asi
lo desea, firmar la Carta de Consentimiento Informado anexa a este documento.

En caso de tener cualquier duda relacionada con el procedimiento de este estudio, usted puede
comunicarse con la Dra. Claudia Patricia Pedraza Zamora al teléfono: 55 55030933
- PORFAVOR CONSERVE ESTA HOJA

2/6
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Consentimiento Informado

Yo,

he
leido y comprendido la informacion anterior y mis preguntas han sido respondidas de
manera satisfactoria. He sido informado y entiendo que los datos obtenidos en el estudio
pueden ser publicados o difundidos con fines cientificos. Convengo en donar el tejido
proveniente de mi cirugia 6 bien, acepto la toma de biopsia para investigaciones en
odontologia.
Recibi una copia firmada y fechada de esta forma de consentimiento.

Nombre y firma del paciente participante (padre 6 tutor Fecha
responsable del menor de edad) (en caso que aplique)

Domicilio:

Teléfono:

Nombre y Firma del Testigo 1 Fecha
Relacion con el participante:

Teléfono

Domicilio:

Nombre y Firma del Testigo 2 Fecha
Relacién con el participante:

Teléfono

Domicilio:

Esta parte debe ser completada por el Investigador:

He explicado al Sr(a). la
naturaleza y los propodsitos de la investigacion; le he explicado acerca de los riesgos y
beneficios que implica su participacion. He contestado a las preguntas en la medida de lo
posible y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que he leido y conozco la
normatividad correspondiente para realizar investigacién con seres humanos y me apego a
ella. Una vez concluida la sesion de preguntas y respuestas, se procedidé a firmar el
presente documento.

Firma del investigador Fecha
Hoja para el investigador

3/6
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Consentimiento Informado

Yo,

he
leido y comprendido la informacién anterior y mis preguntas han sido respondidas de
manera satisfactoria. He sido informado y entiendo que los datos obtenidos en el estudio
pueden ser publicados o difundidos con fines cientificos. Convengo en donar el tejido
proveniente de mi cirugia & bien, acepto la toma de biopsia para investigaciones en
odontologia.
Recibi una copia firmada y fechada de esta forma de consentimiento.

Nombre y firma del paciente participante (padre 6 tutor Fecha
responsable del menor de edad) (en caso que aplique)

Domicilio:

Teléfono:

Nombre y Firma del Testigo 1 Fecha
Relacién con el participante:

Teléfono

Domicilio:

Nombre y Firma del Testigo 2 Fecha
Relacién con el participante:

Teléfono

Domicilio:

Esta parte debe ser completada por el Investigador:

He explicado al Sr(a). la
naturaleza y los propédsitos de la investigacion; le he explicado acerca de los riesgos y
beneficios que implica su participacion. He contestado a las preguntas en la medida de lo
posible y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que he leido y conozco la
normatividad correspondiente para realizar investigacion con seres humanos y me apego a
ella. Una vez concluida la sesidén de preguntas y respuestas, se procedié a firmar el
presente documento.

Firma del investigador Fecha
Hoja para el donador

4/6
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Solicitud de Revocacion del Consentimiento Informado

Yo,

por

este conducto deseo informar mi decision de revocar mi autorizacion para la donacién de
tejido proveniente de mi cirugia 6 toma de biopsia para investigacién en odontologia.

Recibi una copia firmada y fechada de esta forma de consentimiento.

Nombre y firma del paciente participante (padre 6 tutor Fecha
responsable del menor de edad) (en caso que aplique)

Domicilio:

Teléfono:

Nombre y Firma del Testigo 1
Relacion con el participante:

Fecha

Teléfono

Domicilio:

Nombre y Firma del Testigo 2
Relacion con el participante:

Fecha

Teléfono

Domicilio:

Firma del investigador

Hoja para el investigador

Fecha

5/6
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Solicitud de Revocacion del Consentimiento Infbrmado

Yo

’

por

este conducto deseo informar mi decision de revocar mi autorizacién para la donacion de
tejido proveniente de mi cirugia 6 toma de biopsia para investigacién en odontologia.

Recibi una copia firmada y fechada de esta forma de consentimiento.

Nombre y firma del paciente participante (padre 6 tutor Fecha
responsable del menor de edad) (en caso que aplique)

Domicilio:

Teléfono:

Nombre y Firma del Testigo 1
Relacién con el participante:

Fecha

Teléfono

Domicilio:

Nombre y Firma del Testigo 2
Relacién con el participante:

Fecha

Teléfono

Domicilio:

Firma del investigador

Hoja para el donador

Fecha

6/6
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Anexo #3: Tablas de Resultados ANOVA

Células Tys+

Table Analyzed Células Tys+
Data sets analyzed A-C
ANOVA summary

F 14.35
P value <0.0001
P value summary Fxxk
Significant diff. among means (P < 0.05)? Yes
R square 0.1049

Brown-Forsythe test

F (DFn, DFd) 17.00 (2, 245)

P value <0.0001

P value summary ook

Are SDs significantly different (P < 0.05)? Yes

Bartlett's test

Bartlett's statistic (corrected) 62.03

P value <0.0001

P value summary ikl

Are SDs significantly different (P < 0.05)? Yes

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Treatment (between columns) 24.36 2 12.18|F (2, 245) = 14.35 |P<0.0001
Residual (within columns) 208 245 0.8488

Total 232.3 247

Data summary

Number of treatments (columns) 3

Number of values (total) 248

Number of families 1

Number of comparisons per family 3

Alpha 0.05

Tukey's multiple comparisons test Mean Diff. | 95.00% CI of diff. |Significant?| Summary Adjusted P Value

Gingivitis TCRyd vs. Sanos TCRyd 0.3596, 0.04399 to 0.6753 Yes * 0.021 B-A

Periodontitis TCRyd vs. Sanos TCRyd 0.8404 0.4702 to 1.211 Yes i <0.0001 C-A

Periodontitis TCRyd vs. Gingivitis TCRyd 0.4807, 0.1227 to 0.8388 Yes ** 0.0049 C-B

Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff. | SE of diff. nl n2 q DF
Gingivitis TCRyd vs. Sanos TCRyd 0.856 0.4964 0.3596 0.1339 104 87 3.8 245
Periodontitis TCRyd vs. Sanos TCRyd 1.337 0.4964 0.8404 0.157 57 87 7.57 245
Periodontitis TCRyd vs. Gingivitis TCRyd 1.337 0.856 0.4807 0.1518 57 104 4.478 245
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Células IL-17+
Table Analyzed Células IL-17+
Data sets analyzed A-C
ANOVA summary
F 3.735
P value 0.0253
P value summary *
Significant diff. among means (P < 0.05)? Yes
R square 0.03031
Brown-Forsythe test
F (DFn, DFd) 0.4374 (2, 239)
P value 0.6463
P value summary ns
Are SDs significantly different (P < 0.05)? No
Bartlett's test
Bartlett's statistic (corrected) 5.127
P value 0.077
P value summary ns
Are SDs significantly different (P < 0.05)? No
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd)| P value
Treatment (between columns) 92.85 2 46.43 F (2, 239) = 3.|P=0.0253
Residual (within columns) 2971 239 12.43
Total 3064 241
Data summary
Number of treatments (columns) 3
Number of values (total) 242
Number of families 1
Number of comparisons per family 3
Alpha 0.05
Tukey's multiple comparisons test | Mean Diff. 95.00% CI of diff. Significant?, Summary Adjusted P Value
Gingivitis IL-17 vs. Sanos IL-17 1.422| 0.1950 to 2.649 Yes * 0.0184 B-A
Periodontitis IL-17 vs. Sanos IL-17 0.7402 -0.6661 to 2.146 No ns 0.43 C-A
Periodontitis IL-17 vs. Gingivitis IL-17 -0.6819| -2.065 to 0.7009 No ns 0.4765 C-B
Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff. | SE of diff. nl n2 q DF
Gingivitis IL-17 vs. Sanos IL-17 4.265 2.843 1.422 0.5203 96 88 3.865 239
Periodontitis IL-17 vs. Sanos IL-17 3.583 2.843 0.7402 0.5963 58 88 1.756 239
Periodontitis IL-17 vs. Gingivitis IL-17 3.583 4.265 -0.6819 0.5863 58 92 1.645 239
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Células IL-10+

Table Analyzed Células IL-10+
Data sets analyzed A-C
ANOVA summary

F 9.766
P value <0.0001
P value summary Fkkk
Significant diff. among means (P < 0.05)? Yes
R square 0.08897

Brown-Forsythe test

F (DFn, DFd) 10.48 (2, 200)

P value <0.0001

P value summary Fkkk

Are SDs significantly different (P < 0.05)? Yes

Bartlett's test

Bartlett's statistic (corrected) 152.4

P value <0.0001

P value summary Fkkx

Are SDs significantly different (P < 0.05)? Yes

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Treatment (between columns) 70.62 2 35.31 F (2, 200) = 9.766 P<0.0001
Residual (within columns) 723.1 200 3.616

Total 793.7 202

Data summary

Number of treatments (columns) 3

Number of values (total) 203

Number of families 1

Number of comparisons per family 3

Alpha 0.05

Tukey's multiple comparisons test | Mean Diff. |95.00% CI of diff.| Significant?| Summary |Adjusted P Value

Gingivitis IL-10 vs. Sanos IL-10 1.331 0.5921 to 2.069 Yes ok <0.0001 B-A

Periodontitis IL-10 vs. Sanos IL-10 0.3242 -0.4799 to 1.128 No ns 0.608 C-A

Periodontitis IL-10 vs. Gingivitis IL-10 -1.006 | -1.801to0-0.2114 Yes b 0.0088 Cc-B

Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff. | SE of diff. nl n2 q DF
Gingivitis IL-10 vs. Sanos IL-10 1.806 0.4759 1.331 0.3127 76 72 6.017 200
Periodontitis IL-10 vs. Sanos IL-10 0.8001 0.4759 0.3242 0.3405 55 72 1.347 200
Periodontitis IL-10 vs. Gingivitis IL-10 0.8001 1.806 -1.006 0.3366 55 76 4.228 200,

77



Células TGF-g+

Table Analyzed Células TGF-B+
Data sets analyzed A-C
ANOVA summary

F 14.71
P value <0.0001
P value summary rkkk
Significant diff. among means (P < 0.05)? Yes
R square 0.1053

Brown-Forsythe test

F (DFn, DFd) 12.47 (2, 250)

P value <0.0001

P value summary Fkkk

Are SDs significantly different (P < 0.05)? Yes

Bartlett's test

Bartlett's statistic (corrected) 26.01

P value <0.0001

P value summary Fkkk

Are SDs significantly different (P < 0.05)? Yes

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Treatment (between columns) 317.5 2 158.7|F (2, 250) = 14.71| P<0.0001
Residual (within columns) 2697 250 10.79

Total 3015 252

Data summary

Number of treatments (columns) 3

Number of values (total) 253

Number of families 1

Number of comparisons per family 3

Alpha 0.05

Tukey's multiple comparisons test Mean Diff. |95.00% CI of diff.|Significant?| Summary |Adjusted P Value

Gingivitis TGF-b vs. Sanos TGF-b 1.069/-0.05109 to 2.190 No ns 0.065 B-A

Periodontitis TGF-b vs. Sanos TGF-b 2.984| 1.684 to 4.283 Yes i <0.0001| C-A

Periodontitis TGF-b vs. Gingivitis TGF-b 1.914| 0.6632 to 3.166 Yes il 0.0011 C-B

Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff. | SE of diff. nl n2 DF
Gingivitis TGF-b \s. Sanos TGF-b 2.842 1.772 1.069 0.4752 106 87 3.182 250
Periodontitis TGF-b vs. Sanos TGF-b 4.756 1.772 2.984 0.5512 60 87 7.655 250
Periodontitis TGF-b \s. Gingivitis TGF-b 4.756 2.842 1.914 0.5307 60 106 5.102 250,
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