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RESUMEN

Objetivo: Sobre la base de la antigenicidad del polisacárido O del LPS, en A. actinomycetemcomitans se describen distintos serotipos bacterianos y 
entre ellos se ha especulado una patogenicidad e inmunogenicidad  diferente. El objetivo de este trabajo es analizar las diferencias en la síntesis de 
citoquinas producidas por células dendríticas cuando son estimuladas con los distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans. Metodología: Células 
dendríticas diferenciadas a partir de monocitos circulantes periféricos humanos fueron estimuladas a MOIs=10-1-10-2 con los serotipos a, b y c de 
A. Actinomycetemcomitans. Mediante PCR y ELISA se evaluaron los niveles de expresión y secreción de citoquinas. Resultados: En las células 
dendríticas, la producción de citoquinas fue diferente ante los distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans, con mayores niveles de secreción 
fg"KN/3く."KN/8."KN/34."KN/45."KHP/け"{"VPH/g"ewcpfq"gn"oketqqticpkuoq"guvkowncpvg"hwg"nc"egrc"CVEE̶ 43718™ (serotipo b). Conclusión: El serotipo b 
de A. actinomycetemcomitans posee un mayor potencial inmuno-estimulador de células dendríticas comparado con los otros serotipos bacterianos y 
potencialmente contribuiría a inducir un patrón de respuesta inmune tipo Th1 y/o Th17 durante las periodontitis.
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ABSTRACT

Objective: A. actinomycetemcomitans expresses a number of virulence factors that contribute to direct tissue damage and, based on the antigenicity of 
LPS O-polysaccharide, distinct serotypes have been described. The aim of this study was to determine the pattern of cytokine expression and secretion 
on dendritic cells stimulated with A. actinomycetemcomitans serotypes a, b and c. Methods: Using different multiplicity of infections of the serotypes 
a, b, and c of A. actinomycetemcomitans."vjg"oTPC"gzrtguukqp"cpf"ugetgvkqp"ngxgnu"hqt"e{vqmkpgu"KN/3く."KN/7."KN/8."KN/32."KN/34."KN/45."VPH/g."cpf"
KHP/け"ygtg"fgvgtokpgf"kp"uvkowncvgf"fgpftkvke"egnnu"wukpi"RET"cpf"GNKUC0"Results:"C"fqug/fgrgpfgpv"kpetgcug"kp"vjg"ugetgvkqp"ngxgnu"hqt"KN/3く."KN/7."
KN/8."KN/32."KN/34."KN/45."VPH/g."cpf"KHP/け"ycu"gnkekvgf"qp"fgpftkvke"egnnu"hqnnqykpi"uvkowncvkqp"ykvj"gcej"qh"vjg"ugtqv{rgu"qh"A. actinomycetemcomitans. 
In addition, A. actinomycetemcomitans serotype b (ATCC̶"6593:ª+"kpfwegf"jkijgt"ngxgnu"qh"KN/3く."KN/8."KN/34."KN/45."KHP/け"{"VPH/g"eqorctgf"ykvj"
the other strains. Conclusion: These data demonstrate that the distinct A. actinomycetemcomitans LPS O-polysaccharide serotypes induce both 
quantitative and qualitative differences in the dendritic cell response. Furthermore, the observed dendritic cell response to A. actinomycetemcomitans 
b serotype was characteristic of a Th1 and Th17 pattern of cytokine expression.
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INTRODUCCIÓN

 Las periodontitis son un conjunto de enfermedades de 
pcvwtcng¦c"kpÞcocvqtkc"{"gvkqnqi‡c"kphgeekquc."ew{c"ecwuc"rtkpekrcn"uqp"
ncu"dcevgtkcu"swg"tgukfgp"gp"gn"dkqÝno"rcvqifipkeq"uwdikpikxcn(1,2). Aunque 
las bacterias pueden causar dañar a los tejidos, es la respuesta inmune 
del hospedero la principal causa de la destrucción del aparato de soporte 
periodontal(3,4). Estas interacciones (bacteria-hospedero) inducen la 
síntesis de citoquinas y quimioquinas, las que pueden determinar la 
destrucción del tejido conectivo y óseo característico de las periodontitis 
y, eventualmente, pueden llevar a la pérdida de los dientes(5,8).
 En las periodontitis, las células dendríticas reconocen las 
dcevgtkcu"rcv„igpcu"fgn"dkqÝno"uwdikpikxcn." ncu" hciqekvcp"{"fguvtw{gp."
y luego procesan y conjugan sus antígenos a moléculas del complejo 
mayor de histocompatibilidad (MHC) para presentarlos a los linfocitos 
TCD4+ y así, iniciar la respuesta inmune adaptativa(9-12). Las células 

fgpft‡vkecu" ocfwtcu" ugetgvcp" kpvgtngwswkpc" *KN+/3く." KN/7." KN/8." KN/32."
KN/34." KN/45." kpvgthgtqp" *KHP+/け." hcevqt" fg" pgetquku" vwoqtcn" *VPH+/g" {"
VPH/く(13), las que durante la presentación antigénica cumplen un rol 
fundamental en la activación y diferenciación de los linfocitos TCD4+ 
a alguno de los fenotipos efectores: T-helper (Th)-1, Th2, Th17 o T 
reguladores (Treg) inducidos(14). Los linfocitos cumplen un rol central en 
la inmunidad durante la infección periodontal y sus distintos fenotipos 
efectores determinan las características clínicas de la enfermedad(12,15,16).
" Gn" dkqÝno" rcvqifipkeq" uwdikpikxcn." eqpuvkvwkfq" rtkpekrcnogpvg"
por bacterias anaerobias Gram-negativo, es el factor etiológico 
responsable del inicio y progresión de las periodontitis(2,17-19). Las 
dcevgtkcu" rgtkqfqpvq/rcv„igpcu" swg" eqorqpgp" guvg" dkqÝno" rwgfgp"
causar daño directo a los tejidos periodontales; sin embargo, es la 
tgurwguvc" kpowpq/kpÞcocvqtkc" kpfwekfc" gp" gn" jqurgfgtq" cpvg" gnncu" nc"
principal responsable de la destrucción de los tejidos de soporte de los 
dientes: ligamento periodontal, cemento radicular y hueso alveolar(5). 
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 Fusobacterium nucleatum, Rqtrj{tqoqpcu" ikpikxcnku y 
Aggregatibacter actinomycetemcomitans son bacterias patógenas que 
han sido ampliamente asociadas a la etiología de las periodontitis(20). 
Choi y cols. observaron una modulación de la respuesta inmune inducida 
por R0"ikpikxcnku ante la exposición previa del hospedero a F. nucleatum, 
simulando la infección bacteriana secuencial observada durante la 
periodontitis, evidenciando un cambio a una respuesta Th2 en vez de la 
respuesta inmune Th1 original(21). Además, Kopitar y cols. demostraron 
que el tipo de respuesta Th inducido depende del tipo de bacteria que 
estimula las células dendríticas, al diferenciarse un fenotipo linfocitario 
Th distinto ante extractos antigénicos preparados de Bacteroides 

fragilis, Streptococcus mitis y Propionibacterium acnes, en particular una 
respuesta tipo Th1, Th2 y Treg, respectivamente(22). Estos datos sugieren 
que la respuesta inmune inducida depende del tipo de bacteria con la 
cual las células dendríticas son estimuladas.
 Recientemente se ha demostrado que las distintas cepas 
bacterianas de una misma especie de microorganismo también se 
podrían asociar a la inducción de una variable respuesta inmune. En 
efecto, aunque la cepa R0"ikpikxcnku 381, caracterizada por la presencia 
fg"Ýodtkc."oquvt„"wp"ghgevq"kpfwevqt"rqvgpvg"fg"nc"ugetgek„p"fg"KN/34(23), 
al estimular las células dendríticas con la cepa R0"ikpikxcnku O55:B5 se 
detectó una débil respuesta inmuno-estimuladora de la secreción de 
IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 y RANTES(24)0"EqpÝtocpfq"guvqu"fcvqu."Lqvycpk"
y Cutler demostraron que la cepa R0"ikpikxcnku"5:3"eqp"Ýodtkc"gu"oƒu"
gÝec¦" swg" nc" egrc"owvcpvg"R0" ikpikxcnku" FRI5" ectgpvg" fg" Ýodtkc" gp"
invadir y penetrar células dendríticas, inducir la expresión de HLA-DR, 
EF:5."EF:2" {"EF:8" {" nc" ugetgek„p" fg" KN/8." KN/32." KN/34" {"VPH/g" gp"
efinwncu"fgpft‡vkecu."{"guvkownct"nc"rtqnkhgtcek„p"{"ugetgek„p"fg"KHP/け"gp"
linfocitos T(23).
 Sobre la base de la antigenicidad de la cápsula extracelular 
de R0"ikpikxcnku, se han descrito 6 serotipos capsulares (K) diferentes: 
K1-K6(25,26). Al analizar la respuesta de las células dendríticas humanas 
ante estos distintos serotipos K de R0"ikpikxcnku se demostró que existen 
diferencias cuantitativas en la síntesis de citoquinas; en particular, los 
serotipos K1 y K2 mostraron un mayor potencial inmuno-estimulador 
comparado con los otros serotipos bacterianos(25). La variable 
inmunogenicidad de los distintos serotipos K de R0"ikpikxcnku también ha 
sido demostrada en linfocitos TCD4+, en los que indujeron una respuesta 
Th distinta. En efecto, un fenotipo tanto Th1 como Th17 se indujo en 
presencia de los serotipos K1 y K2, un fenotipo Th2 en presencia de los 
serotipos K3, K4 y K5 y un fenotipo Treg ante la estimulación con la cepa 
K- carente de cápsula extracelular(27,28).
 Sobre la base de la antigenicidad del polisacárido-O componente 
del lipopolisacárido (LPS) bacteriano, en A. actinomycetemcomitans se 
jcp" kfgpvkÝecfq" ugku" ugtqvkrqu"fkhgtgpvgu<" c/h(29-31). Los serotipos de A. 

actinomycetemcomitans más frecuentemente detectados en la cavidad 
oral en humanos son a, b y c, siendo el serotipo b el detectado con 
mayor frecuencia en pacientes afectados de periodontitis agresiva(32). 
En este contexto, la mayor frecuencia de detección del serotipo b de 
A. actinomycetemcomitans en pacientes con periodontitis agresiva 
sugiere un mayor potencial patogénico y este podría asociarse a una 
mayor inmunogenicidad y virulencia(33). En efecto, el serotipo b evade 
oƒu" gÝec¦ogpvg" nc" hciqekvquku" rqt" ocet„hciqu(34), inhibe con mayor 
kpvgpukfcf" nc" rtqnkhgtcek„p" fg" ocet„hciqu" {" pgwvt„Ýnqu(35), produce 
mayores niveles de microvesículas citotóxicas(36) e induce un incremento 
en la secreción de IgG, IgM e IgA por linfocitos B activados(29). En efecto, 
el LPS es importante en A. actinomycetemcomitans dado que induce 
varibailidad en la respuesta inmune desplegada por el hospedero, 
a diferencia de los demás factores de virulencia (leucotoxina, toxina 
distensora citoletal, entre otros). Los distintos serotipos bacterianos 
podrían asociarse a un distinto potencial virulento, a una variable 
patogenicidad y a una asociación diferente en los estados de salud y 
enfermedad periodontal(20). Sin embargo, el rol de los distintos serotipos 
de A. actinomycetemcomitans" c¿p" pq" ug" jc" fgÝpkfq" gp" ncu" efinwncu"
dendríticas.
 La activación de la respuesta inmune involucra una serie de 
acontecimientos celulares y moleculares altamente coordinados cuyo rol 
fundamental es la defensa frente a la infección(38) y las células dendríticas 
son determinantes esenciales del tipo de respuesta inmune desarrollada 
cpvg"gn"dkqÝno(4,39). En este estudio, se analizaron las diferencias en la 
síntesis de citoquinas producidas por células dendríticas humanas al 
ser estimuladas con los serotipos más frecuentemente detectados de A. 

actinomycetemcomitans: a, b y c.

MATERIALES Y MÉTODOS

Cultivo y Recuento de Aggregatibacter actinomycetemcomitans

 Las cepas de A. actinomycetemcomitans ATCC̶ 43717™ 
(serotipo a), ATCC̶ 43718™ (serotipo b) y ATCC̶ 43719™ (serotipo c) 
se sembraron en medio de cultivo agar infusión cerebro-corazón (Oxoid 
Ltd., Hampshire, England) y fueron incubadas a 37ºC en condiciones 
fg"ecrpqÝnkc" *Q

2
 8% y CO

2
 12%) usando generadores CampyGen™ 

(Oxoid Ltd.).
 Para obtener número similar de microorganismos de los 
distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans para la estimulación 
celular, cada una de las cepas bacterianas se inoculó en 5 mL de caldo 
de cultivo infusión cerebro-corazón (Oxoid Ltd.) hasta alcanzar un nivel 
McFarland de 5 (bioMérieux̶ SA, Marcy l`Etoile, France). Diluciones 
seriadas log

10
 de -1 a -9 fueron realizadas con amortiguador fosfato 

salino (PBS) estéril y 100 μL de cada dilución fueron utilizados para la 
estimulación celular. El número de microorganismos de cada punto de 
estimulación celular fue establecido sembrando 100 μL de las diluciones 
-4, -5 y -6 en medio de cultivo agar infusión cerebro-corazón incubadas 
gp" eqpfkekqpgu" fg" ecrpqÝnkc0" Nwgiq" fg" 4" f‡cu." gn" p¿ogtq" fg" WHE1
mL de cada serotipo bacteriano fue establecido mediante recuento 
manual utilizando una lupa estereoscópica (STEMI 2000-C, Carl Zeiss 
Microscopy GMBH, Germany).

Selección de los Sujetos
 Muestras de sangre periférica se obtuvieron de 8 sujetos 
donantes sanos (sin periodontitis u otra enfermedad) voluntarios del 
banco de sangre del Hospital Dr. Luis Calvo Mackenna. A partir de las 
leuco-reducciones obtenidas durante el proceso de plaquetoféresis se 
rwtkÝectqp" nqu" oqpqekvqu" {" nkphqekvqu" VEF6+ circulantes periféricos tal 
como se describe en detalle más adelante. El protocolo de investigación 
ug" gzrnke„" c" vqfqu" nqu" rctvkekrcpvgu" fgn" guvwfkq." swkgpgu" Ýtoctqp" wp"
eqpugpvkokgpvq"kphqtocfq"crtqdcfq"rqt"gn"Eqokvfi"¡vkeq/Ekgpv‡Ýeq"fg"nc"
Facultad de Odontología de la Universidad de Chile.

RwtkÝecek„p"fg"Oqpqekvqu
 A partir de las muestras de sangre obtenidas, se aislaron 
las células mononucleares (PBMCs) usando una gradiente de Ficoll̶ 
de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Ficoll-Paque Plus, GE 
Jgcnvjectg."Wrrucnc."Uygfgp+0"Nqu"oqpqekvqu"ug"rwtkÝectqp"fgufg"ncu"
PBMCs mediante separación inmuno-magnética (MACS; Miltenyi Biotec, 
Bergich Gladbach, Germany). Brevemente, las PBMCs se lavaron 4 
veces en PBS EDTA 0,5 mM y luego se incubaron con un anticuerpo 
monoclonal (mAc) de ratón anti-CD14 humano conjugado con partículas 
inmuno-magnéticas durante 15 min a 4°C. Posteriormente, las células 
se lavaron y se resuspendieron en 500 μL de PBS frío y los monocitos 
ug" rwtkÝectqp" wucpfq" eqnwopcu" fg" ugrctcek„p" OU" oqpvcfcu" gp" wp"
campo electro-magnético. La fracción de células CD14+ separadas 
corresponden a los monocitos, los cuales se contabilizaron usando una 
eƒoctc" fg" Pgwdcwgt" {" uw" hgpqvkrq" ug" eqpÝto„" wucpfq" cpvkewgtrqu"
gurge‡Ýequ"ogfkcpvg"ekvqogvt‡c"fg"Þwlq0

Diferenciación y Estimulación de las Células Dendríticas
" Nqu" oqpqekvqu" rwtkÝecfqu" ug" uqogvkgtqp" kpogfkcvcogpvg" c"
un protocolo estandarizado de diferenciación a células dendríticas. Los 
monocitos CD14+ se cultivaron a una concentración de 1x106 células/mL 
en 3 mL de medio de cultivo RPMI-1640, suplementado con 10% de suero 
bovino fetal (Gibco Invitrogen Corp., Grand Island, NY, USA) y 20 ng/mL 
de los factores estimulantes de colonias de granulocitos-macrófagos (GM-
CSF) e IL-4 (R&D, Minneapolis, MN USA), durante 6 días. Las células 
dendríticas diferenciadas se estimularon con los distintos serotipos de A. 

actinomycetemcomitans a una multiplicidad infectante incremental (MOI) 
de 10-1-10-2 (razón bacterias/células dendríticas) durante 2 días. Como 
control positivo, células dendríticas se estimularon con 10 ng/mL del LPS 
de Escherichia coli cepa 0111:B4 (Fluka, Sigma-Aldrich Chemie, Buchs, 
Switzerland). Células dendríticas no estimuladas se utilizaron como 
control negativo. La diferenciación y activación de las células dendríticas 
ug"gxcnw„"eqp"cpvkewgtrqu"gurge‡Ýequ"ogfkcpvg"ekvqogvt‡c"fg"Þwlq0
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Análisis de Fenotipo Celular
" Nc"rwtkÝecek„p"fg" nqu"oqpqekvqu." uw"fkhgtgpekcek„p"c"efinwncu"
dendríticas y su posterior activación en presencia de los distintos 
serotipos de A. actinomycetemcomitans ug"ewcpvkÝe„"ogfkcpvg"ekvqogvt‡c"
fg" Þwlq" wucpfq" nqu" ukiwkgpvgu"oCe" fg" tcv„p" cpvk/jwocpq" eqplwicfqu"
eqp" Þwqtqetqoqu" RG." HKVE" q" RG1E{7<" cpvk/EF36" *oqpqekvqu+." EF3c"
(células dendríticas inmaduras), y CD83 (células dendríticas maduras) 
(BD Biosciences Pharmigen, San José, CA, USA) y utilizando un equipo 
FACScan de citometría (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA).

Expresión de las Moléculas Co-estimuladoras CD80 y CD86
 Con el objetivo de comparar los niveles de activación 
de las células dendríticas ante los distintos serotipos de A. 

actinomycetemcomitans, la expresión de las moléculas co-estimuladoras 
de la presentación antigénica CD80 y CD86 se evaluó mediante 
ekvqogvt‡c" fg" Þwlq" wucpfq"oCe"fg" tcv„p"cpvk/jwocpq" eqplwicfqu" eqp"
Þwqtqetqoqu"RG"{"HKVE."tgurgevkxcogpvg"*DF"Dkquekgpegu"Rjctokigp+0

Niveles de Expresión de mRNA de Citoquinas Analizada Mediante RT-PCR
 Luego de la estimulación celular, se procedió a la separación 
de las células dendríticas y el sobrenadante del cultivo celular mediante 
centrifugación a 5.000 xg durante 10 min. 
 Las células dendríticas se lavaron dos veces en PBS y se 
nkuctqp" gp" 622" たN" fg" uqnwek„p" fg" nkuku" Kigrcn̶ CA-630 0.5% (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO, USA), 50 mM Tris-HCl pH 8, 100 mM NaCl, 
5 mM MgCl

2
 y 10 mM de vanadyl-ribonucleosido (Gibco Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA). Luego de una centrifugación a 14.000 xg durante 
10 seg, el sobrenadante fue digerido con 25 μg/mL de proteinasa K 
(Roche Ltd, Basel, Switzerland), sulfato de sodio dodecil 1% y 15 mM 
de EDTA (Fluka Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) durante 30 min a 
37°C. El RNA citoplasmático total fue extraído con 400 μL de solución 
fenol:cloroformo:isoamylalcohol 25:24:1 (Fluka Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA), precipitado a -20°C con 0,3 M de acetato de sodio, 1 mL de 
etanol 100% y 20 μg/μL de glicógeno (Roche Ltd, Basel, Switzerland), 
recuperado por centrifugación a 14.000 xg durante 30 min y resuspendido 
en 30 μL de agua libre de RNAsas. El RNA obtenido se evaluó utilizando 
un bioanalizador (Agilent 2100B; Agilent Technologies, Palo Alto, CA, 
WUC+"{"ug"ewcpvkÝe„"wucpfq"wp"gurgevtqhqv„ogvtq" *Dkq/Vgm."Ykpqqumk."
XV."WUC+."rctc"cnocegpctnq"c"/:2̇E"c"wpc"eqpegpvtcek„p"Ýpcn"fg"3"μi1
μN0"C"rctvkt"fg"4"たi"fg"TPC"ug"rtqegfk„"c"nc"u‡pvguku"fg"nc"rtkogtc"ecfgpc"
de cDNA mediante transcripción reversa, utilizando el kit SuperScript̶ 
III First-Strand Synthesis SuperMix de acuerdo a las instrucciones del 
fabricante (Invitrogen, Grand Island, NY, USA).
" Nc" gzrtguk„p"fg" nqu"oTPC"fg" ncu" ekvqswkpcu" KN/3く." KN/7." KN/
8."KN/32."KN/34."KN/45."KHP/け"{"VPH/g"ug"cpcnk¦„"c"rctvkt"fg"72"pi1たN"fg"
eFPC"ogfkcpvg"TV/RET."wvknk¦cpfq"rctvkfqtgu"gurge‡Ýequ"*Vcdnc"3+"{"wp"
kit GoTaq Green Master̶ (Promega Corp, Madison, WI, USA), siguiendo 
gn" ukiwkgpvg" rtqvqeqnq" fg" cornkÝecek„p<" ;7̇E" fwtcpvg" 5" okpwvqu." 62"
ciclos de 95°C durante 30 segundos y 76°C durante 30 segundos y una 
kpewdcek„p"Ýpcn"c"96̇E"fwtcpvg"7"okpwvqu0"Nc"cornkÝecek„p"ug"gxcnw„"
mediante electroforesis en gel agarosa 2% revelado con GelRed™ 
*Dkqvkwo." EC." WUC+0" Eqoq" eqpvtqn" fg" cornkÝecek„p" ug" cpcnk¦ctqp" nqu"
niveles de expresión de la subunidad de RNA ribosomal 18S.

Secreción de Citoquinas Analizada Mediante ELISA
" C"rctvkt"fg"322"„"422"たN"fgn"uqdtgpcfcpvg"fg"ewnvkxq"egnwnct"
ug" ewcpvkÝe„" nc" ugetgek„p"fg" ncu" ekvqswkpcu" KN/3く." KN/7." KN/8." KN/32." KN/
34."KN/45."KHP/け"{"VPH/g"ogfkcpvg"GNKUC"ukiwkgpfq"ncu"kpuvtweekqpgu"fgn"
fabricante (R&D, Minneapolis, USA) y evaluando la absorbancia a 460 
nm y 560 nm usando un espectrofotómetro de placas (Bio-Tek, Winooski, 
VT, USA).

Análisis Estadístico
" Nqu" fcvqu" fg" ekvqogvt‡c" fg" Þwlq" ug" tgrtgugpvctqp" eqoq"
histogramas usando el software WinMDi 2.9 (The Scripps Research 
Inst., La Jolla, CA, USA) y se expresaron como porcentaje promedio 
± desviación estándar de células positivas. Los niveles de citoquinas 
evaluados mediante ELISA se expresaron como concentración promedio 
± desviación estándar. Los datos se analizaron estadísticamente usando 

el software SPSS v.15.0 (Lead Technologies Inc., Charlotte, NC, USA). 
La normalidad de la distribución de los datos se determinó usando 
la prueba de Shapiro-Wilk. Las diferencias en la expresión de los 
octecfqtgu"fg"uwrgtÝekg"EF:2."EF:5"{"EF:8"ug"cpcnk¦ctqp"ogfkcpvg"
nc"rtwgdc"ぬ)"{"nqu"pkxgngu"fg"ncu"ekvqswkpcu"ug"cpcnk¦ctqp"wvknk¦cpfq"nc"
pruebas ANOVA y de Tukey o las pruebas de Kruskal-Wallis y de Dunn. 
Ncu"fkhgtgpekcu"ug"eqpukfgtctqp"guvcf‡uvkecogpvg"ukipkÝecvkxcu"ewcpfq"
r/xcnwg<0.05.

RESULTADOS

 A partir de las PBMCs aisladas de sangre periférica, se obtuvo 
una población de monocitos de alta pureza, demostrado por los elevados 
pkxgngu"fg"gzrtguk„p"fgn"octecfqt"gurge‡Ýeq"EF36"*@;9'+"*Hkiwtc"3+0"
Wp"cnvq"rqtegpvclg"fg"gnnqu" *@;:'+"ug"fkhgtgpek„"c" efinwncu"fgpft‡vkecu"
ante la estimulación con GM-CSF e IL-4, tal como se demuestra por la 
pérdida del marcador de monocitos CD14 y el incremento en los niveles 
de expresión de CD1a (Figura 1).
 La Figura 2 muestra los niveles de activación de las células 
dendríticas ante los distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans. Tal 
como se demuestra por la elevada expresión del marcador de células 
dendríticas maduras CD83 y de las moléculas co-estimuladoras CD80 
y CD86, los niveles de activación de las células dendríticas fueron 
cnvqu" *@;7'+." ukp" fgvgevctug" fkhgtgpekcu" gpvtg" nqu" fkuvkpvqu" ugtqvkrqu"
de A. actinomycetemcomitans (CD83 p=0.938, CD80 p=0.532 y CD86 
p=0.933).
" Nc" gzrtguk„p"fg" nqu"oTPC"fg" ncu" ekvqswkpcu" KN/3く." KN/7." KN/
8."KN/32."KN/34."KN/45."KHP/け"{"VPH/g"gp"efinwncu"fgpft‡vkecu"guvkowncfcu"
con los distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans (MOI=10-2) se 
muestran en la Figura 3. La expresión de citoquinas fue característica de 
un patrón de respuesta tipo Th1 y Th17 y fue concordante con los niveles 
ugetgvcfqu"c"pkxgn"fg"rtqvg‡pcu0"Gp"ghgevq."gngxcfqu"pkxgngu"fg" KN/3く."
KN/8."KN/34."KN/45."KHP/け"{"VPH/g"hwgtqp"fgvgevcfqu."eqp"wp"ghgevq"fquku/
respuesta dependiente de la MOI de microorganismos estimulantes 
(Figura 4). Los niveles de secreción de IL-5 e IL-10 fueron marginales, 
no observándose producción dependiente de la dosis.
" Oc{qtgu"pkxgngu"fg"KN/3く."KN/34."KN/45."KHP/け"{"VPH/g"hwgtqp"
secretados por las células dendríticas estimuladas con el serotipo b de A. 

actinomycetemcomitans en comparación a los otros serotipos bacterianos 
(Figura 4). Estas diferencias fueron detectadas a MOI=10-2 para las 
ekvqswkpcu" vkrq"Vj3" KN/3く" *r?2026:+." KN/34" *r?20264+." KHP/け" *r>202223+"
{" VPH/g" *r>20223+" {" rctc" nc" ekvqswkpc" vkrq"Vj39" KN/45" *r?20237+." {" c"
MOI=10-1"rctc"ncu"ekvqswkpcu"vkrq"Vj3"KHP/け"*r?20225+"{"VPH/g"*r?20224+"
y la citoquina tipo Th17 IL-23 (p<0.001). Para las citoquinas tipo Th2 
IL-5 y tipo Treg IL-10 no se detectaron diferencias entre los distintos 
serotipos de A. actinomycetemcomitans. Además, no se observaron 
diferencias de secreción de ninguna citoquina entre los serotipos a y c de 
A. actinomycetemcomitans.

Citoquinas Partidor Forward Partidor Reverse

IL-1 ctgtcctgcgtgttgaaaga ttgggtaatttttgggatctaca

IL-5 ctctgaggattcctgttcctgt cagtacccccttgcacagtt

IL-6 gcccagctatgaactccttct gaaggcagcaggcaacac

IL-10 tgggggagaacctgaagac ccttgctcttgttttcacagg

IL-12 cactcccaaaacctgctgag tctcttcagaagtgcaagggta

IL-23 agcttcatgcctccctactg ctgctgagtctcccagtggt

IFN- ggcattttgaagaattggaaag tttggatgctctggtcatctt

TNF- cagcctcttctccttcctgat gccagagggctgattagaga

18S rRNA ctcaacacgggaaacctcac cgctccaccaactaagaacg

Tabla 1."Rctvkfqtgu"wvknk¦cfqu"rctc"nc"cornkÝecek„p"fg"nqu"oTPC"fg"ncu"ekvqswkpcu"
mediante RT-PCR. La expresión de la subunidad 18S del RNA ribosomal (18S 
tTPC+"ug"wvknk¦„"eqoq"eqpvtqn"fg"cornkÝecek„p0
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Figura 1. RwtkÝecek„p" fg" oqpqekvqu" {" fkhgtgpekcek„p" fg" efinwncu" fgpft‡vkecu0"
Cpƒnkuku"ogfkcpvg"ekvqogvt‡c"fg"Þwlq"fg" nqu"pkxgngu"fg"rwtkÝecek„p"fg"oqpqekvqu"
(células CD14+) a partir de las PBMCs y de su diferenciación a células dendríticas 
(células CD1a+) en presencia de GM-CSF e IL-4. Los histogramas mostrados 
son un experimento representativo y los valores de cada histograma representan 
el porcentaje (%) promedio ± desviación estándar de células positivas de 4 
experimentos independientes.

Figura 2. Activación de las células dendríticas ante los serotipos a, b y c de 
Aggregatibacter actinomycetemcomitans0"Cpƒnkuku"ogfkcpvg"ekvqogvt‡c"fg"Þwlq"fg"
los niveles de expresión de CD83 (marcador de células dendríticas maduras), CD80 
y CD86 (moléculas co-estimuladoras de la presentación antigénica) que evidencian 
la activación de las células dendríticas luego de la estimulación durante 48 horas 
con las cepas ATCC̶ 43717™ (serotipo a), ATCC̶ 43718™ (serotipo b) y ATCC̶ 
43719™ (serotipo c) de A. actinomycetemcomitans (MOI=10-2). Los histogramas 
mostrados son un experimento representativo y los valores de cada histograma 
representan el porcentaje (%) promedio ± desviación estándar de células positivas 
de 4 experimentos independientes.

Figura 3. Expresión de citoquinas en células dendríticas estimuladas con los serotipos 
a, b y c de Aggregatibacter actinomycetemcomitans. La expresión de los mRNA de 
ncu"ekvqswkpcu" KN/3く." KN/7." KN/8." KN/32." KN/34." KN/45." KHP/け"{"VPH/g" hwg"fgvgtokpcfc"
mediante RT-PCR en células dendríticas estimuladas durante 48 horas con las cepas 
ATCC̶ 43717™ (serotipo a), ATCC̶ 43718™ (serotipo b) y ATCC̶ 43719™ (serotipo 
c) de A. actinomycetemcomitans (MOI=10-2). Como control positivo, la expresión de 
los mRNA de las citoquinas fue determinada en linfocitos T Jurkat E61.2 estimulados 
con los anticuerpos monoclonales anti-CD3 y CD28 (J+). Como control de técnica, se 
analizaron los niveles de expresión de la subunidad rRNA 18S (18S). IFN: interferón, 
IL: interleuquina, MOI: multiplicidad infectante incremental (del inglés: multiplicity of 
infection) TNF: factor de necrosis tumoral.

Figura 4. Secreción de citoquinas en células dendríticas estimuladas con los serotipos a, 
b y c de Aggregatibacter actinomycetemcomitans0"Nc"ugetgek„p"fg"ncu"ekvqswkpcu"KN/3く."
KN/7."KN/8."KN/32."KN/34."KN/45."KHP/け"{"VPH/g"hwg"ewcpvkÝecfc"ogfkcpvg"GNKUC"gp"efinwncu"
dendríticas estimuladas durante 48 horas con las cepas ATCC̶ 43717™ (serotipo a), 
ATCC̶"43718™ (serotipo b) y ATCC̶ 43719™ (serotipo c) de A. actinomycetemcomitans 
(MOIs=10-1 y 10-2). Como control positivo, los niveles de secreción de citoquinas fueron 
ewcpvkÝecfqu"gp" efinwncu" fgpft‡vkecu"guvkowncfcu"fwtcpvg" 6:"jqtcu" eqp"32"pi1oN"fgn"
LPS de Escherichia coli cepa 0111:B4 (LPS). La secreción de citoquinas se expresa 
como niveles promedio ± desviación estándar de 8 experimentos independientes. 
IFN: interferón, IL: interleuquina, LPS: lipopolisacárido, MOI: multiplicidad infectante 
incremental (del inglés: multiplicity of infection), TNF: factor de necrosis tumoral. *p<0.05.
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DISCUSIÓN

 En el presente estudio, se evaluó la respuesta de células 
dendríticas expuestas a distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans 
analizando los niveles de expresión y secreción de citoquinas mediante 
PCR y ELISA, respectivamente. Los resultados obtenidos nos permiten 
establecer que el serotipo b de A. actinomycetemcomitans (cepa ATCC̶ 
43718TM+" kpfweg"oc{qtgu" pkxgngu" fg" KN/3く." KN/8." KN/34." KN/45." KHP/け" {"
VPH/g."ekvqswkpcu"fgn"rgtÝn"Vj3"{"Vj39."gp"eqorctcek„p"c"nqu"ugtqvkrqu"
a y c.
" KN/3く" gu" wpc" ekvqswkpc" swg" ogfkc" nc" kpÞcocek„p" {" gu"
conocida como un factor de activación de osteoclastos(40), mientras que 
IL-6 participa en el proceso de diferenciación de linfocitos B a células 
plasmáticas, la diferenciación selectiva de linfocitos Th17, la liberación 
de proteínas de fase aguda, la activación de la cascada del complemento 
y la inhibición de la diferenciación de linfocitos Treg Foxp3+(41,42). Además, 
KN/3く." KN/8" {" VPH/g" vkgpgp" rctvkewnct" korqtvcpekc" gp" nc" ocfwtcek„p" {"
migración de las células dendríticas, en la interacción de ellas con los 
Linfocitos TCD4+"fwtcpvg"nc"rtgugpvcek„p"cpvkifipkec"{"gp"nc"fgÝpkek„p"fgn"
estado clínico de la enfermedad(43).
" Gp"hqtoc"ukoknct"c"KN/3く"g"KN/8."wp"kpetgogpvq"gp"nqu"pkxgngu"fg"
IL-12 e IL-23 ha sido detectado en pacientes con periodontitis comparado 
con individuos sanos(44) y estos se han asociado a la actividad de las 
células dendríticas(27,45)0" Cfgoƒu." gp" eqplwpvq" eqp" KN/8" {" VIH/く." uqp"
capaces de inducir la diferenciación selectiva de linfocitos Th17(46).
" Fwtcpvg"ncu"rgtkqfqpvkvku." KHP/け"ug"jc"fgvgevcfq"gp"gngxcfqu"
niveles de lesiones periodontales progresivas y/o severas(47) y estos 
elevados niveles se han asociado a un incremento en la secreción de 
KN/3く."KN/8"{"VPH/g"{"c"nc"rfitfkfc"fg"kpugtek„p"eqpgevkxc"{"tgcduqtek„p"
ósea alveolar(48-50).
 La variabilidad en la secreción de citoquinas y la respuesta 
de los linfocitos TCD4+ durante las periodontitis podría explicarse por 
las diferencias de concentración y composición de patógenos o sus 
cpv‡igpqu"gp"nqu"ukvkqu"rgtkqfqpvcngu"kphgevcfqu0"Gp"ghgevq."gp"gn"dkqÝno"
subgingival es posible encontrar diferentes concentraciones de bacterias 
periodonto-patógenas que dependen, por ejemplo, de las condiciones 
del micro-ambiente local(2). Además, la concentración y composición del 
dkqÝno"uwdikpikxcn"pq"u„nq"xct‡c"gpvtg"wp"kpfkxkfwq"ucpq"{"wp"rcekgpvg"eqp"
periodontitis, sino que también entre sitios sanos y lesiones periodontales 
en el mismo individuo(51), pudiendo relacionarse directamente con la 
presencia de un serotipo o bacteria en particular. Así, las variaciones 
en la frecuencia de detección de A. actinomycetemcomitans entre las 
distintas formas de periodontitis, la detección en sujetos sanos y la 
persistencia en el ambiente subgingival de sujetos sanos posterior al 
tratamiento periodontal podrían deberse a una distribución distinta de sus 
serotipos dependiente del estado clínico periodontal del sujeto(52) y esta 
variable distribución estaría asociada a la potencial distinta virulencia y 
patogenicidad entre estos serotipos bacterianos.
 Recientemente, se ha establecido que A. actinomycetemcomitans 
posee una mayor capacidad inmunogénica en comparación a R0"ikpikxcnku(27) 
y que entre los distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans existe 
una variable asociación a la enfermedad(53). En efecto, la mayor frecuencia 
de detección del serotipo b de A. actinomycetemcomitans en pacientes 

30"Ctokvcig"I0"Fgxgnqrogpv"qh"c"encuukÝecvkqp"u{uvgo"hqt"rgtkqfqpvcn"fkugcugu"cpf"
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2. Socransky S, Haffajee A. Periodontal microbial ecology. Periodontol 2000, 2005; 
38: 135-187.
3. Teng YT. Immune cell involvement in periodontal bone loss. In: Henderson B, 
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Biology, Wiley Blackwell; 2009: 407-426.
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5. Offenbacher S. Periodontal diseases: Pathogenesis. Ann Periodontol, 1996; 1: 
812-869.
6. Salvi G, Lang N. Host response modulation in the management of periodontal 
diseases. J Clin Periodontol, 2005; 32(Suppl 6): 108-129.
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2005; 32: 310-316.
8. Listgarten M. Pathogenesis of periodontitis. J Clin Periodontol, 1986; 13(5): 418-
430.

con periodontitis agresiva sugiere un mayor potencial patogénico del 
microorganismo, asociado a una mayor inmunogenicidad(33).
 En este estudio se evidenciaron los niveles de producción 
de citoquinas por las células dendríticas ante distintos serotipos de A. 

actinomycetemcomitans"{"ug"rtq{gevc"uw"rqvgpekcn"tqn"gp"nc"fgÝpkek„p"fgn"
tipo de linfocito Th predominante en las lesiones periodontales luego de 
la presentación antigénica. Así, sobre la base de los datos presentados, 
podemos especular que el serotipo b de A. actinomycetemcomitans 
eventualmente induciría una diferenciación predominantemente de 
linfocitos Th1 y/o Th17.
 Esta especulación es concordante con datos previos obtenidos 
por nuestro grupo de investigación. Cuando las células dendríticas 
fueron estimuladas con distintos serotipos capsulares K de R0"ikpikxcnku, 
se detectó que los serotipos K1 y K2 indujeron una mayor expresión de 
KN/3く." KN/8." KN/34." KHP/け." VPH/g" {"VPH/く." gp" eqorctcek„p" c" nqu" qvtqu"
serotipos(27), y promovieron un patrón de respuesta tipo Th1 o Th17 en 
Linfocitos TCD4+ activados, con mayores niveles de secreción de IL-
3く."KN/4."KN/8."KN/34."KN/39."KN/45."KHP/け."VPH/g"{"VPH/く."{"gzrtguk„p"fg"
V/dgv y RORC2, genes ocuvgt/uykvej que determinan la diferenciación 
selectiva de linfocitos Th1 y Th17, respectivamente.
 En conclusión, el serotipo b de A. actinomycetemcomitans 
induce una respuesta inmune en células dendríticas de mayor intensidad 
en comparación a la inducida ante los serotipos a y c, con un predominio 
de un patrón de respuesta tipo Th1 y Th17 sobre la base de la 
secreción de citoquinas. Así, el serotipo b de A. actinomycetemcomitans 
potencialmente se asociaría a la inducción de una respuesta inmuno-
kpÞcocvqtkc"{"quvgq/fguvtwevkxc"fwtcpvg"ncu"rgtkqfqpvkvku"{"nqu"ugtqvkrqu"
a y c podrían asociarse a una ausencia de progresión de la enfermedad, 
a una remisión de la misma o a condiciones de salud periodontal. En 
este contexto, la variable virulencia entre los distintos serotipos de A. 

actinomycetemcomitans podría implicar un re-análisis de las estrategias 
cevwcngu"fg"kfgpvkÝecek„p"fg"rcv„igpqu"rgtkqfqpvcngu"{"nc"fgvgtokpcek„p"
fg"uw"cuqekcek„p"c"ncu"rgtkqfqpvkvku."tgeqogpfƒpfqug"wpc"tg/fgÝpkek„p"
swg"kpxqnwetg" nc"xctkcdknkfcf"ugtqv‡rkec"fgÝpkfc"gp"tgncek„p"cn" hcevqt"fg"
virulencia más importante del microorganismo estudiado, tal como es el 
LPS de A. actinomycetemcomitans.
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