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Regulatory T Cells and Periodontal Disease
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RESUMEN

La enfermedad periodontal requiere de un hospedero susceptible para su desarrollo y progresion. Dentro de las caracteristicas del hospedero se en-
cuentra la respuesta de células T reguladoras, que proveen de tolerancia frente antigenos propios, pero a la vez, participa durante las enfermedades
infecciosas y tumorales como mecanismos de evasion de la respuesta inmune efectora. En infecciones virales, parasitarias y bacterianas se ha visto
que los linfocitos T reguladores (Tregs) generan la persistencia de la infeccion en el tiempo y son responsables de muchos de los cambios patolégicos
de estas. Investigaciones recientes en enfermedad periodontal indican que se encuentran presentes en gran cantidad, pero su rol en la patogénesis
de la enfermedad se encuentra en estudio. Esta revisién muestra los resultados de los estudios publicados en el area de periodoncia, que sefialan
una posible asociacién entre los Tregs y la infeccion periodontal.
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ABSTRACT

Periodontal disease requires a susceptible host for it's development and progression. One of the characteristics of the host is the regulatory response
that give tolerance against own antigens , but at the same time, is used during infectious and tumoral diseases as a mechanism of evasion of the
immune response. In viral, parasitic and bacterial infections regulatory T cells (Tregs) cause persistence of the infection, and they are responsible of
many of the pathologic changes. Recent investigations in periodontal disease show that Tregs are present in a great quantity, but it’s role is in current
study. This review shows the results of published studies in periodontics that lead to a possible association between Tregs and periodontal infection.
Rev. Clin. Periodoncia Implantol. Rehabil. Oral Vol. 2(2); 86-90, 2009.
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INTRODUCCION

La periodontitis es una enfermedad de etiologia infecciosa y de
naturaleza inflamatoria que afecta a los tejidos de insercién del diente,
involucrando la destruccion del ligamento periodontal, cemento radicular
y hueso alveolar, la cual se manifiesta clinicamente con la formacién de
sacos periodontales y pérdida de insercién de los tejidos periodontales2.
Para el desarrollo de la periodontititis necesitamos no solo de patégenos
periodontales especificos sino también de un hospedero susceptible®?.

Los periodontopatégenos son los agentes etiologicos de la
enfermedad periodontal, sin embargo, un importante determinante de la
progresion y desarrollo de la enfermedad es la respuesta inmune del
hospedero®, es decir, la naturaleza de la respuesta inflamatoria influye
en el caracter destructivo de la enfermedad®.

Se han propuesto muchos modelos que intenten explicar
la patogénesis de la enfermedad que concuerde con la histologia
presente abundante en linfocitos®, entre ellas el balance entre las
respuestas autoinmunes y los mecanismos regulatorios®. Los linfocitos T
reguladores (Tregs) migran y se acumulan a nivel de tejidos inflamados,
como en los tejidos gingivales en periodontitis donde existe un infiltrado
inflamatorio®.

Existe una pequefa cantidad de estudios que investigan la
presencia Tregs y su relacion con enfermedades periodontales®®. Estos
han analizado en un nimero reducido de pacientes con periodontitis
crénica, muestras de sangre periférica y biopsias de tejido gingival,
analizandolas mediante citometria de flujo, reaccién de la cadena de
polimerasa en tiempo real (RT-PCR) e inmunohistoquimica.

Se ha observado que existe un patron diferencial tanto a nivel
de células como de citoquinas(IL-10, TGF-[1) entre la periodontitis crénica

y agresiva, con resultados disimiles??, no existiendo aln informacién
acerca de la presencia de Tregs en periodontitis agresiva. De lo cual
se desprende que esta es un area del conocimiento que aun esta en
desarrollo, tanto en los métodos mas adecuado para su deteccion asi
como las implicancias de su posible accion en la patogénesis de la pe-
riodontitis.

En la presente revision, se muestran los resultados de los
estudios publicados en el area de periodoncia, que apuntan a una
posible asociacion entre la respuesta inmune generada por los Tregs y la
infeccion periodontal.

Tregs Y SU FUNCION

El sistema inmune tiene el potencial de destruir a los
microorganismos invasores, controlar el crecimiento de células
tumorales y proveer de una auto-tolerancia®,con estrategias centrales y
periféricas.

En los afios ochenta se propuso la existencia de una célula T
supresora que restringe la induccién o expresion de las células efectoras,
para prevenir y controlar la respuesta inmune dafina y el desarrollo de
enfermedades autoinmunes, la que se denomina actualmente linfocito T
regulador.(®

Durante las infecciones, un control estricto de la respuesta
inmune debe estar presente, protegiendo al huésped a través de
meca-nismos que reconozcan y eliminen los invasores, y minimicen el
dafo colateral en los tejidos que podria causarse por una respuesta
exacerbada. El control del dafio esta a cargo de los Tregs naturales
(nTregs) y adaptativos (iTregs)\'?.

1. Cirujano-Dentista, Alumna Magister en Cs. Odontolégicas mencién Periodontologia, Laboratorio de Biologia Periodontal, Facultad de Odontologia,

Universidad de Chile. Chile.

2. Cirujano-Dentista, Magister en Cs. Odontolégicas mencién Periodontologia, Profesor asistente Area de Periodoncia, Laboratorio de Biologia Pe-
riodontal, Departamento de Odontologia Conservadora, Facultad de Odontologia, Universidad de Chile. Chile.
3. Quimico Farmacéutico, Doctor en Bioquimica, Profesor Titular, Centro de Estudios Moleculares de la Célula, Facultad de Cs. Quimicas y Farma-

céuticas, Universidad de Chile. Chile.

4. Cirujano-Dentista, Especialista en Periodoncia, Magister y Doctor en Cs. Odontolégicas, Director del Departamento de Odontologia Conservadora,

Facultad de Odontologia, Universidad de Chile. Chile.



Los Tregs son cruciales en el control de las enfermedades
autoinmunes y la mantencion de la homeostasis inmunolégica y la
tolerancia a lo propio!'®'?tanto en estados fisioldgicos como el embarazo'?
y patoldgicos como la presencia de tumores('*'7 e infecciones('®2%, |o cual
ha sido demostrado in vitro e in vivo. Experimentalmente se ha publicado
que constituyen el 1-3%2 6 5 - 15% de los linfocitos T CD4* circulantes
en sangre periférica®".

Ademas, se ha establecido que distintos tipos celulares son
capaces de realizar actividades regulatorias, como las células CD4+
secretoras de IL-10 (Tr1), células Th3 CD4+ secretoras de TGF-f,
células NKT, células CD8+CD28-Foxp3+, células y/d TCR+ y células T
CD4+CD25+Foxp3+ (nTregs)".

GENERACION DE Treg NATURALES

Los nTregs son células T helper (CD4+) que se desarrollan
y maduran en el timo por seleccion negativa??), ejercen su funcién
regulatoria durante la vigilancia de los auto-antigenos, sin embargo, se
propone su participacién en enfermedades infecciosas”). En sujetos
sanos, representan el 5 a 10% de la poblacién de los linfocitos T CD4+
periféricos, se caracterizan por la expresién constitutiva de altos niveles
del receptor de IL-2 6 CD25 independiente de su estado de activacion y
bajos de CD45RB( CD4+ CD25 @t CD45RB P& )(10),

Existen otras moléculas asociadas con nTregs, sin ser
exclusivas, como el antigeno asociado a linfocito T citotoxico (CD152
6 CTLA-4), CD103 (ae-integrina) y dos miembros de la superfamilia de
receptores del Factor de Necrosis Tumoral TNF CD134 (OX40; TNFRSF4)
y GITR (proteina similar al receptor de TNF inducida por glucocorticoides;
TNFRSF18)10),

Se propone que la generacion de nTregs en el timo ocurre al
entrar en contacto el receptor del linfocito T (TCR) del timocito con MHC-
péptido propio transcrito por el células que expresan AIRE (factor de
transcripcion regulador auto inmune) en el contexto de moléculas de co-
estimulacion B7- 1/B7-2, lo que determina la expresion del receptor del
factor de transcripcion NFxB (RANK) y, lo cual permite que se exprese el
factor de transcripcion Foxp3(".

Foxp3, miembro de los factores de transcripcion “forkhead”,
se considera regulador maestro del programa de los Tregs, siendo
e-sencial para su desarrollo y funcion®. La forma en que Foxp3 expresa
y promueve el fenotipo regulatorio es escasamente comprendida®. Se
ha determinado que timocitos pueden diferenciarse en precursores tipo-
Treg Foxp3+, resultando en la sobrevivencia, estabilizacién y mantencion
de estas células pero sin la propiedad supresiva®.

EI TGF-f en accién conjunta con IL-2 juegan un rol protagénico
en la activacion, maduracion, expansion y funcion efectora, mediante la
activacion de Foxp3. IL-2 por si sola no es capaz de generar activacion
de Foxp3 y el TGF-f por si solo no puede generar multiplicacion. TGF-3
tiene un rol positivo en la generacién, funcién y sobrevivencia de los
linfocitos reguladores aunque no es requerido para la generacién de
estas células in vivo a nivel del timo, pero si en los Tregs periféricos®?.

La formacién de linfocitos T reguladores se ha postulado, tanto
in vitro como in vivo, que ocurre por la presencia de INF-y y TGF-p("24),
La falta de INFy reduce la funcién y frecuencia de Tregs en un modelo
murino de encefalitis independiente de la co-estimulacién de otras
citoquinas o TCR®@",

GENERACION DE LINFOCITOS T REGULADORES PERIFERICOS (iTregs)

Los iTregs se desarrollan fuera del timo por multiples meca-
nismos, en estos podemos incluir ignorancia, anergia, derivacion Th1/
Th2 e inmunosupresioén activa. Los factores criticos in vitro de la gene-
racion periférica son la presencia de células dendriticas(DCs) inmaduras
y la presencia de IL-10 y/o TGF-§ durante la activacion de linfocitos T
virgenes, sin requerir de co-estimulacion para su desarrollo y funcion©,

Estos Tregs son células T CD4+ CD25- periféricas virgenes que
adquieren su actividad regulatoria durante su activacion, con expresion
variable de CD25. In vitro, poseen limitada proliferacion y requieren
estimulacion via TCR para inducir sus funciones regulatorias. Los iTregs
incluyen a células Tr1, Th3 y que expresen Foxp3, ejercen su funcién a
través de la secrecion de las citoquinas, IL-10 y/o TGF-f, sin estar claro
aun si es antigeno especifico?.

Linfocitos T Reguladores y Periodontitis

MECANISMOS EFECTORES DE Treg

Los Tregs son capaces de suprimir la proliferacion y/o la
produccién de citoquinas por células T efectoras mediante multiples meca-
nismos de accion" afectando a células T CD4+ y T citotoxicas (CD8+)
1®  Los nTregs podrian actuar directamente en las interacciones
célula-célula con las células presentadoras de antigenos y células T
efectoras, segun estudios in vitro, en cambio, las citoquinas IL-10 y/o
TGF-f son importantes in vivo para la accién de nTregs e iTregs(©.

La modulaciéon de DCs mediante Tregs es a nivel de maduracién
y funcién; previene que las DCs inmaduras se vuelvan inmunogénicas,
sintetizando grandes cantidades de IL-10 y expresando bajos niveles de
CD80, CD83, CD86. Otro mecanismo, es la expresion de CTLA-4 que
induce a las células presentadoras de antigeno a expresar la enzima IDO
(indoleamina 2,3-dioxigenasa), que degrada al triptéfano, aminoacido
esencial para la activacion de células T, promoviendo su a-poptosis('?.

Se propone una posible funcién citotdxica, por su capacidad
de liberar perforinas y granzima B en cultivo™®. Se ha propuesto que
existiria un efecto directo de nTreg en la produccion de INF-y o de la
expresion de PD-1 o molécula de muerte programada que mandaria una
sefial a las células con las que toma contacto('®. Las citoquinas cruciales
en el control de la inflamacién son IL-10 y TGF-f3, cada una con su
respectiva funcion?.

TGF-f se enfoca directamente en las células T y DCs para
asegurar la tolerancia a los antigenos propios. Los Tregs poseen TGF-3
unidos a su superficie, sin embargo, la supresién célula-célula es
dependiente del TGF-f3 soluble(.

Los Tregs son los principales productores de IL-10 que regula la
interfase entre la inmunidad innata y adaptativa, limitando la magnitud de
la respuesta inmune en respuesta a los antigenos microbianos. También
limita la produccién de citoquinas inflamatorias e inhibe la expresion de
moléculas MHC-Il y moléculas co-estimuladoras en DCs. Se ha de-
mostrado que ratones deficientes de IL-10 muestran una mayor activacion
de células T y una severa inmunopatologia luego de una infeccion?.

El papel de la IL-10 es muy importante en la presentacion
antigénica por parte de los tejidos alterados por infeccién o cancer®. Por
ejemplo, con respecto a las células tumorales esta citoquina disminuye
la expresion de MHC clase | en cancer mamario® y down- regula los
MHC tipo | y Il y la molécula de adhesién intercelular tipo | (ICAM-1) en
melanomas®”. En infecciones existe el mismo efecto, el virus Epstein
Barr (EBV) induce la produccion de IL-10 que down-regula TAP-1 en
los linfocitos B®@®, al igual que inhibe MHC-I, ICAM-1 y B7 en linfocitos
humanos®. La Clamidia pneumonia induce la expresion de IL-10 y
disminuye la expresion de MHC-I¢?),

Debido a que los nTregs expresan constitutivamente CD25, se
ha sugerido que la IL-2 podria tener algun rol en la actividad reguladora
de los Tregs, pero eso es aun controversial ya que ratones con Tregs con
delecion de su gen son capaces de suprimir la proliferaciéon de células T
in vitro. Otras moléculas con posible contribucion en la accién supresora
de los Tregs son cAMP, desactetilasa histona/proteina (HPDA) 7 y 9,
hemo-oxigenasa 1, galectinas, IL-9 e IL-35(19),

Tregs E INFECCIONES

Recientemente se ha discutido si la accién de los Tregs es
protectora frente a una respuesta inflamatoria exagerada o causa mayor
dafio al permitir la persistencia microbiana disminuyendo la respuesta
inmune, ademas, se ha observado que pueden interferir con la magnitud
y duracién de algunas vacunas(®.

Existen mecanismos de microorganismos y parasitos invasores
que utilizan los mecanismos de tolerancia a lo propio como formas de
evadir la respuesta inmune y de causar dafio al hospedero. Durante la
infeccion microbiana pueden existir cambios en la identidad molecular y
reaccion cruzada con antigenos microbianos, la alteracion de moléculas
propias producto de la infeccion, la inducciéon de expresion de HLA y
co-estimuladores en forma desregulada y la activacién policlonal de
linfocitos 1.

Existe abundante evidencia acerca de la capacidad de los Tregs
para inhibir la funcion de las células T efectoras en los sitios de infeccion, con
diferentes agentes microbianos, no pudiendo descartar su posible funcién en
la mayoria de las infecciones ocasionando la persis-tencia de la infeccion'®.

La especificidad de los iTregs se asocia con antigenos
microbianos, la naturaleza de los antigenos reconocidos por los nTregs
durante una infeccion aguda es contra auto-antigenos liberados por el
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tejido dafiado, mientras que en las infecciones crénicas son capaces de
reconocer también antigenos microbianos'®.

En el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) se ha de-
mostrado que en etapas iniciales los Tregs contribuirian a la replicaciéon
viral, debido por supresién de la proliferacién celular de células T CD4+ y
CD8+ en respuesta a los antigenos del VIH, pero existe una disminucion
progresiva de Tregs en sangre periférica y aumento en los tejidos
linfoides. En pacientes afectados con el virus de la hepatitis B y C, virus
linfotrépico tipo 1y citomegalo virus, los Tregs contribuirian a los cambios
patolégicos?.

Los Tregs estan presentes en todas las infecciones parasita-
rias investigadas a la fecha, donde estos patégenos se benefician de
la tolerancia generada para sobrevivir sin causar mayores dafios al
hospedero y asi transmitirse a otros. Esto se confirmaria con el hecho
de que nTregs se acumulan, producen grandes cantidades de IL-10
ylo TGF-f y persisten en el sitio de la infeccién evitando que células
inmunes efectoras sean capaces de eliminar el parasito, como en el caso
de Plamodium falciparum, Leishmania viannia brazilensis. Lo mismo
ocurre en infecciones fungicas con paracoccidioidomycosis, donde se ha
encontrado mayor frecuencia y actividad supresora de nTregs en sangre
periférica(®.

En una infeccién bacteriana crénica como la tuberculosis,
se ha observado aumento de nTregs en sangre periférica y en el sitio
de infeccién activa. En el liquido pleural y en sangre, este aumento de
frecuencia se correlaciona con la cantidad IL-10 y la sintesis de TGF-§
inducida por el Mycobacterium tuberculosis, sugiriendo que los Tregs
suprimen la respuesta inmune contra el agente infeccioso permitiendo la
persistencia de este en humanos(?.

Los Tregs aislados de los pacientes infectados cronicamente
con Helicobacter pilory, fueron capaces de suprimir las células T CD4+
especificas para esta bacteria pero no la respuesta a antigenos no
relacionados, sugiriendo el control de los Tregs en este tipo de infeccion
en forma antigeno especifica'?.

En la gran mayoria de los estudios, al depletar la poblacion de
Tregs se ha visto respuestas inmunes de mayor magnitud, sin saber
exactamente el mecanismo. En que condiciones se genera la induccién de
Treg y su participacion en la inmunidad contra microbios es muy discutido
aun, existiendo muchas teorias. Una de ellas incluye la posibilidad de la
activacion de los receptores tipo toll (TLR) en forma inespecifica por los
patdgenos y otra que sea antigeno especifico'®).

Tregs Y ENFERMEDAD PERIODONTAL

En el afio 2005, Ito y cols® estudiaron la expresion génica de
los linfocitos T CD4 encontrando patrones simultaneos de expresién para
respuesta del tipo Th1, Th2 y regulatoria en muestras tejidos gingivales
y sangre periférica de pacientes con periodontitis crénica. Fueron los
primeros en aislar y clonar células CD4+ que expresen simultaneamente
CD25+ 6 CTLA-4 provenientes de tejido gingivales, utilizando citometria
de flujo, concluyendo que existe presencia de Tregs en periodontitis
crénica. Ademas determinan la presencia de Foxp3 en tejido gingival,
mediante PCR.

También durante el afio 2005, Nakajima y cols® propusieron
que los Tregs juegan un rol importante en presencia de inflamacion en
las gingivitis y periodontitis cronica. Mediante inmunohistoquimica de
biopsias determinaron que en periodontitis crénica, su cantidad esta
aumentada en relacion con gingivitis sin presentar un patréon de
distribucion, ademas de una mayor cantidad de linfocitos B, y mas aun
en las cercanias del tejido conjuntivo al diente. También se estudio la
expresion génica de Foxp3, TGF-f e IL-10, encontrando mayores
niveles y una correlacion positiva entre ellos, en periodontitis crénica.
La desventaja de este estudio es que carece de sujetos controles y
cuantifica en forma semi-cuantitativa la expresiéon de los marcadores de
superficie por lo tanto sus resultados deben ser tomados con precaucion
y como un inicio de esta area de investigacion.

Posteriormente, Okui et al (2008)® caracterizaron los clones
de células T CD4+ Foxp3+ tomados a partir de lesiones inflamatorias
cronicas en pacientes con periodontitis crénica. En esta investigacion se
confirmé la presencia de Foxp3 con inmunohistoquimica, encontrando
su expresién en algunas células CD4+ y CD25+ pero no en CD8+. Los
clones fueron obtenidos de 3 pacientes con periodontitis avanzada
mediante separacion con esferas magnéticas, presentan caracteristicas
diferentes a las células obtenidas directamente de tejidos y de sangre,
mostrando una mayor expresion de CD25+ y una menor expresion de
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Foxp3, a pesar de la estimulacién realizada en su cultivo. De manera,
que los Tregs infiltrantes poseen una alta capacidad efectora por su
alta expresion de Foxp3, la cual es mayor que la que presentan los
Tregs de sangre periférica que no han sido reclutados ni estimulados
mediante TCR aun por un tejido inflamado e infectado, por lo tanto, son
funcionalmente diferentes.

En el estudio de Cardoso et al (2008)® se caracterizaron los
nTregs en el infiltrado inflamatorio de pacientes con periodontitis crénica,
mediante su factor de transcripcién, marcadores de superficie, citoquinas
y quimioquinas. Las células CD3+ (Linfocitos T) se encuentran en
cantidades significativamente mayores en enfermos que en sanos, en
cambio, los Linfocitos B (CD19+), macréfagos (CD14+) y DCs(CD11c) no
seobservo ningunadiferenciarelevante entre encia sanay con periodontitis
croénica evaluado mediante inmunohistoquimica y citometria de flujo. La
presencia de células CD4+CD25+ es mucho mayor en periodontitis,
evaluado mediante citometria de flujo e inmunofluorescencia. Se evalud
el fenotipo de los nTregs de sacos periodontales, encontrandose que la
mayoria son efectores ya que expresan Foxp3, CTLA-4, GITR, CD45R0O
y CD103;y ala vez existen células CD4+CD25- que también los expresan
pero en menor cantidad; de manera que existe mayor cantidad de nTregs
que iTregs en las lesiones periodontales.

La investigacion acerca de los Tregs ha estado enfocada hacia
su generacion y funcionamiento, sin embargo, existen pocos estudios del
reclutamiento a nivel de tejidos periféricos o homing de estos. Debido
a que estos linfocitos son capaces de inhibir la imprimacioén y la fase
efectora de la respuesta inmune, la supresion puede ocurrir en los tejidos
linfoides y en los sitios periféricos durante las reacciones inmunes®".

Los Tregs migran usualmente atraidos por las quimioquinas
CCL1, CCL17 y CCL22, ya que expresan los receptores CCR4 y
CCR8¢'-3), Cardoso et al(2008)® confirmaron que en biopsias de saco
periodontal hay un aumento significativo de estas 5 moléculas comparado
con un control sano, y que por lo tanto, existe un homing de Tregs hacia
estos sitios. Mediante inmunohistoquimica, pudieron determinar que
CCL17 esta principalmente asociado con epitelio, células endoteliales,
fibroblastos y linfocitos, mientras que CCL22 aparentemente es producido
por células con morfologia compatible con grandes leucocitos como los
histocitos.

Garlet et al (2003)", mediante la técnica de RT-PCR
caracterizaron los patrones de citoquinas, quimioquinas y sus receptores
en periodontitis crénica y agresiva. En periodontitis agresiva hay mayor
expresion de la proteina inflamatoria de macréfagos 1 alfa (MIP-1a o
CCL3) y de la proteina inducible por interferon gama (IP-10 o CXCL10),
y de sus respectivos receptores CCR5 y CXCRS; junto con una mayor
presencia de INF-y y una menor expresion de IL-10 que en periodontitis
crénica. En periodontitis cronica se observa una mayor expresion
de la proteina quimio-atrayente de monocitos (MCP-1 o CCL2) y su
receptor CCR4. Esto lleva a la hipotesis que la localizacién apropiada es
indispensable para la funcién de los Tregs in vivo y su comportamiento
migratorio de sus subtipos influencia su capacidad supresora®".

De lo anterior se deduce que en periodontitis crénica podria
existir mayor homing de Tregs, debido a la mayor expresiéon de CCR4 que
también tiene como ligando CCL22, lo cual estaria en concordancia con los
resultados encontrados por Cardoso et al (2008)®©. Ademas se observa una
mayor cantidad de IL-10® citoquina clave en la accién supresora de Tregs.

Cardoso et al (2008)® evaluaron la expresion de las citoquinas
supresoras, IL-10, TGF-3, y Foxp3 mediante RT-PCR en periodontitis
cronica, en biopsias de tejidos sanos y enfermos, demostrando que
los pacientes tienen un aumento significativo de todas las moléculas
analizadas en comparacion con los controles. De manera que proponen
que la respuesta de los tejidos en periodontitis crénica es determinado
por moléculas relacionadas con los Tregs y podrian estar mediando a
latencia y/o inflamacion multifactorial en estos pacientes.

Finalmente, para verificar que los leucocitos que expresan
CD25 son de hecho células regulatorias, Cardoso et al realizaron
microscopia confocal en biopsias de tejido gingival, visualizando la
co-expresion de CD25/ Foxp3 y CD25/ TGF-f. Experimentalmente se
han aplicado varias técnicas de laboratorio, sin embargo, aun no se ha
propuesto un protocolo universalmente aceptado para detectar y tipificar
Tregs en muestras de sangre periférica y biopsias, en enfermedades
periodontales, por lo que este estudio nos muestra diferentes enfoques
para buscar a los Tregs en estos casos®.

Suarez y cols (2004)® estudiaron las proporciones de las
células T y citoquinas que median y regulan la respuesta inmune en
pacientes con periodontitis agresiva comparandolos con individuos sanos.
Encontrando que existe una menor cantidad de células CD3+ en el total



de células mononucleares, y que dentro de estas existen mas CD8+ que
CD4+ en periodontitis agresiva. Ademas de una cantidad similar entre
ambos grupos de IL-2 e INF-3 por lo que no serian de importancia en la
patogénesis de la enfermedad. Se observé una mayor presencia de IL-5,
10, 13 y TGF-f en los sanos por lo que podrian considerarse citoquinas
protectoras y que el rol de las células citotdxicas seria limitado. Estos
autores resaltan el rol de la IL-10 en el balance entre salud y periodontitis
agresiva, ya que su presencia generaria la mantencion de la salud
gingival al inhibir la respuesta Th1, disminuir IL-1, TNF-a e IL6, reducir
los metabolitos tdxicos y aumentar la produccion de IL-1ra.

La presencia de polimorfismos de TGF-f3 fue investigado por
Atilla et al(2006)©®, determinando que existen leves diferencias en el ge-
notipo +915C entre la periodontitis crénica y el grupo control encontrando
una correlacion con una mayor severidad de la enfermedad, pero no se
observan diferencias para periodontitis agresiva.

Por otra parte, Glirkan y cols (2006)® observaron que existe
un aumento en la presencia de TGF-f en el fluido crevicular de pacientes
con periodontitis crénica y agresiva en comparacién con pacientes
sanos. En cambio, al analizar la concentracion de TGF-f3 es menor
en pe-riodontitis agresiva, luego en periodontitis cronica, y luego en
gingivitis, por el contrario los sanos presentan una menor cantidad total
pero una mayor concentracion en el fluido. Ademas, indican que existe
una correlacion entre la concentracion de esta citoquina y parametros
clinicos, por lo que se deduce que a mayor concentracion TGF-3
mejores parametros clinicos.

Por lo tanto, existe un patrén diferencial tanto a nivel de células
como de citoquinas entre ambos tipos de periodontitis con resultados
disimiles, por lo que seria interesante estudiar el balance entre regulacion
mediante Tregs y los procesos pro-inflamatorios de la respuesta Th17.

ANTAGONISMO ENTRE Treg Y CELULAS Th17

Las células Th17 tienen accién altamente inflamatoria, se su-
giere que promueven autoinmunidad tejido especifica y son responsables
de la induccion de la destruccion ésea y cartilaginosa. La presencia de IL-
23 las estimula a diferenciarse, y estas a su vez producen IL-17A, IL-17F,
IL-22 e IL-21. En resumen, todos los datos experimentales corroboran
a importancia de los linfocitos Th17 en la induccion de la inflamacion
autoinmune de los tejidos®®.

Aunque los Tregs y células Th17 efectoras juegan diferentes
roles, al menos in vitro, durante la patogénesis de las infecciones, se han
demostrado vias reciprocas para su generacion. En ausencia de injurias
el TFG- producido en el sistema inmune suprime la accion de las células
T efectoras e induce a los Tregs, las células T virgenes expuestas a
TGF-f up-regulan Foxp3 y se transforman en Tregs, manteniendo
la tolerancia a lo propio. Sin embargo, en presencia de inflamacion o
infecciéon o cuando se cultivan células T con TGF-§ e IL-6, se generan
células Th17 con actividad patogénica y disminuye la generacién de
Tregs. Los iTregs y Th17 podrian provenir de un mismo precursor y su
diferenciacién selectiva dependeria del microambiente de citoquinas('?.

Las células Th17 no son afectadas por la accién supresora
directa de los Tregs, sin embargo, el cambio en el nivel de citoquinas
generados por los Tregs es suficiente para disminuir su vida media y su
rapido agotamiento. Por lo tanto existe un antagonismo funcional entre
las células Th17 y Tregs en el control de la auto-inmunidad, tanto en su
generacion y funcién efectora®.

El potencial terapéutico de este balance podria ser explorado
por la inmunoterapia basada en citoquinas y en células. Actualmente,
la mayoria de las terapias anti-inflamatorias que involucran estrategias
anti-citoquinas han buscado del balance IL-23/Th17(9,

El potencial terapéutico de los Tregs ha generado mucha
expectacion 'y hay muchas publicaciones acerca de modelos
experimentales posibles, incluyendo in vitro e in vivo en ratas. Se ha
comprobado que los Tregs pueden suprimir la diabetes autoinmune en
forma dependiente de TGF-f, que alteran el curso del lupus, previenen
el rechazo de érganos trasplantados, un modelo de terapia combinada
se enfoca a inducir tolerancia y restaurar la funcion de las células
B pancreaticas durante la diabetes tipo 1 en ratas, pero es necesario
un mejor enten-dimiento de la fisiologia de los Tregs para buscar su
aplicacion terapéutica en humanos!'?,

Experimentalmente, el balance entre las células Th17 y los
Tregs ha sido estudiado por Oukka (2007)© durante la encefalomielitis
autoinmune, un modelo animal para la esclerosis mdltiple. Durante este
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estudio se desarrollo un ratén con mutacién para gen de Foxp3 vy la
glicoproteina mielina de los oligodendrocitos presentada MHC clase
Il para activar en forma antigeno-especifica a los linfocitos T. Al ser
inmunizados los ratones, al comienzo de la enfermedad se observé un
aumento de células T efectoras especificas para esta proteina a nivel del
sistema nervioso central, pero al ir en remision persiste una poblacién
de Tregs altamente supresivos, logrando el control de la respuesta
autoinmune.

DISCUSION

La generacion tanto de nTregs como de iTregs, esta bastante
dilucidada, en cuanto a las sefiales generadas‘'?, la importancia de Foxp3
como regulador maestro del programa®?, la necesidad de citoquinas
como IL-2, TGF-f y/o INF-y@'29 para la formacion, multiplicacion,
sobrevivencia y funcion.

Existen distintos tipos celulares que son capaces de realizar
actividades regulatorias!'?, de lo que se deduce que se deben considerar
para la investigacion tanto marcadores propios de los tipos celulares,
como nTregs e iTregs, como sus quimioquinas y citoquinas que
determinan su reclutamiento y actividad funcional.

Dentro de los multiples mecanismos efectores de los Tregs,
podriamos darle un papel importante, en la evasion de la respuesta
inmune por parte de los microorganismos, a la accién en la modulacion
de DCs ya que evitan que estas se vuelvan inmunogénicas!'® y se monte
una respuesta frente antigenos microbianos especificos('®.

En infecciones virales, bacterianas, fungicas y parasitarias(®'®
se ha observado una acumulaciéon de Tregs en el sitio de la infeccion,
relacién con la carga microbiana y los cambios patoldgicos durante la
enfermedad. Todo esto se correlaciona con un aumento de las citoquinas
cruciales en el control de la inflamacién IL-10 y TGF-3(19, previniendo que
las células efectoras T CD4+ sean capaces de eliminar al patdgeno(® y
quizas de esta manera exista evasion de la respuesta inmune por exceso
de regulacién por parte de los Tregs.

El exceso de control del sistema inmune por parte de Tregs
puede impedir el control efectivo de la infeccién, con lo cual se causaria
mas dafio al hospedero. Por ejemplo, pacientes con hepatitis sufren de
lesiones crénicas donde se observan Treg y una reduccién de la funcion
de linfocitos CD8+ y CD4+("8),

El balance entre disminuir el dafio colateral de la respuesta
inmune frente a la infeccion y la perpetuacion de esta en el tiempo!'®
es controversial y podria tener influencia en la presentacion clinica e
histolégica de la peridontitis®®.

Los estudios de Tregs en periodontitis comenzaron el afio
2005, con descripciones de la presencia de nTregs®, posteriormente se
ha enfocado la investigacion hacia la presencia de Foxp3, citoquinas®® y
quimioquinas® asociados a ambos tipos de Tregs, y por ende a la
respuesta regulatoria global. Todos estos estudios demuestran una gran
presencia y expresion de citoquinas en periodontitis cronica, ya sea
comparado con sujetos sanos o con gingivitis.

Existe un patron diferencial de células y citoquinas(IL-10,
TGF-) entre ambos tipos de periodontitis con resultados disimiles),
no existiendo aun informacion acerca de la presencia de Tregs en
periodontitis agresiva. Se puede deducir que en periodontitis agresiva
hay una importante disminucién de IL-10(8) y TGF-p®%, sin cambios en
citoquinas pro-inflamatorias como INF-y®, lo cual se ha correlacionado
con una enfermedad mas severa®. Por lo tanto, podemos inferir que la
alteracion de la homeostasis entre regulacion e inflamacién esta dada
mas por una disminucion de la supresién mas que por un aumento de la
inflamacion.

Ademas, no debemos olvidar que TGF-f tiene accion sobre los
fibroblastos presentes en el tejido conectivo periodontal, aumentando la
formacién de colageno, con correlacion positiva entre la cantidad de fibras
colagenas y su presencia®). De manera que no solamente afecta a la
respuesta efectora con esta citoquina sino que limita el dafio estructural
de este promoviendo la cicatrizacion®®,

La contraparte de la regulacion por parte de los Tregs es la
respuesta Th17, con un antagonismo funcional en el control de la auto-
inmunidad, su generacién y funcion efectora®), informacién acerca
de este balance en periodontitis ain no ha sido investigado. Sin embargo,
la respuesta Th17 se ha visto exacerbada en periodontitis tanto en fluido
gingival
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crevicular, sobrenadante de cultivos de tejidos®”, y tejido pe-riodontal 839,

Seria posible que una poblacion pequefia pero funcional de
células Th17 sean suficientes para inducir el quiebre en la homeostasis de
tejidos, perpetuacion del proceso inflamatorio, lesiones de reabsorcién dsea y
perdida dentaria®"%. Se propone que se necesitan mayores estudios acerca
de la regulacion reciproca Treg/Th17 en la pato-fisiologia de la enfermedad
peridontal®.

La ausencia de estudios con respecto a la respuesta pro-
inflamatoria Th17 en periodontitis agresiva y mas aun la ausencia
de estudios acerca de la respuesta antagonica de los Tregs, deja
una gran inte-rrogante acerca de la importancia de este balance en
comportamiento de esta patologia, abriendo un campo de investigacion
aun no explorado.

Es razonable asumir que la susceptibilidad a la destruccién de

Carré Ly cols.

tejido esta determinado, al menos en parte, por el balance entre la
respuesta inmune mediada por linfocitos autorreactivos y los mecanismos
regulatorios mediados por Tregs®", sin existir aun un estudio con este
enfoque en periodontitis que nos muestre un desbalance que podria
explicar el quiebre de la homeostasis.

Se necesitan mas estudios en relacion a los Tregs y como
su funcién puede ir cambiando las respuestas inmunes en enfermedad
periodontal, segun el tipo de microorganismos presentes y presentacion
clinica, para poder llegar a alguna aplicacion practica que pueda servir
para el diagndstico y/o tratamiento de diferentes patologias.

Financiamiento Proyecto FONDECYT 1090046.
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