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RESUMEN

La enfermedad periodontal afecta una gran parte de la poblacion
mundial. Dicha enfermedad es resultado de la interaccion del
hospedero con los microorganismos de la biopelicula, por lo
cual, el tipo de respuesta inmunolégica que prevalezca determi-
naréa el grado de la enfermedad. Se determiné el balance TH1/
TH2 por la determinacion inmunohistoquimica de interferén gam-
ma e interleucina-13 en cortes histologicos de biopsias de encia
de sujetos diagnosticados clinicamente e histolégicamente, en-
contrando un predominio de la respuesta Thl en salud, que se
va perdiendo, con equilibrio Th1/Th2 en gingivitis y finalmente, un
predominio Th2 en la periodontitis.
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INTRODUCCION

Entre los padecimientos mas frecuentes del perio-
donto se encuentra la enfermedad periodontal crénica,
gue consiste en la inflamacién que comienza en la en-
cia (gingivitis), la cual al extenderse a las estructuras
de soporte del diente se transforma en periodontitis.
Desafortunadamente ésta es resultado, en gran medi-
da, de la respuesta del hospedero contra los microor-
ganismos de la biopelicula.*?

En 1976 Page y Shoeder relacionaron la imagen
histopatoldgica con la patogenia de la enfermedad,
dividiéndola en cuatro estadios: lesion inicial, lesion
temprana, lesién establecida y lesién avanzada. En
la lesion establecida predominan linfocitos T y ma-
créfagos, mientras que en la lesién avanzada se
observa un incremento de linfocitos B y células
plasmaticas.>*11

Por otra parte, Brecx et al*?!® reportan la presencia
de células inflamatorias en la encia sana, principal-
mente linfocitos T, con pocos linfocitos B y células
plasmaticas. Asimismo, se ha publicado que la acu-
mulacion de placa provoca el aumento del infiltrado de
linfocitos, principalmente células plasmaticas, que
persisten aun meses después de haberse controlado
la enfermedad.**

ABSTRACT

The periodontal disease affects a great part of the world’s popu-
lation. This disease is a result of the interaction of the host with
the microorganisms in the biofilm; therefore the type of immuno-
logical reaction will determine the grade of the disease. The Thl/
Th2 balance, was determined by immunohistochemistry (using
interferon gamma and interleukin-13) in histological sections of
biopsies of the gum of patients previously diagnosed clinical and
histologically. The result was a prevalence of Thl in health and a
balance Th1/Th2 in gingivitis with a trend toward Th2 in peri-
odontitis

Ademas, se ha asociado la presencia de linfocitos
B con niveles aumentados de IgG en las lesiones pe-
riodontales activas.>’

Los linfocitos T se clasifican en dos subpoblacio-
nes: los CD4+ o cooperadores y los CD8+ o citotoxi-
cos. A su vez, los CD4+ se subdividen en TH1y TH2,
dependiendo del patrén de citocinas que secreten;
asi, los TH1 secretan IFN-y, TNF-f e IL-2, mientras
gue los TH2 secretan IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13. Los lin-
focitos TH1 estan asociados con la respuesta celular,
y los TH2 con la respuesta humoral.*®

Fujihashi et al, en 1994, aislaron linfocitos T
CD4+ gingivales de pacientes con periodontitis croni-
cay analizaron la expresion de RNAm para diferentes
citocinas, y encontraron que siempre se expresan
IFN-vy, IL-6 e IL-13, ocasionalmente IL-10 y no se de-
tecto la expresion de IL-2, IL-4 ni IL-5.

* Departamento de Inmunologia de la Escuela Nacional de
Ciencias Biologicas del Instituto Politécnico Nacional. Becario
PIFI.

5 Departamento de Inmunologia de la Escuela Nacional de
Ciencias Bioldgicas del Instituto Politécnico Nacional.

' Especializacibn en Endoperiodontologia. FES Iztacala.
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El objetivo de este trabajo fue determinar la asocia-
cion de la respuesta Thly Th2 en biopsias de encia de
sujetos con salud periodontal, gingivitis y periodontitis.

METODOLOGIA
Sujetosdeestudio

Se incluyeron 108 pacientes con edad entre 20 a 65
afios de la UNAM-FES- Iztacala, Clinica Iztacala y del
CICS, Unidad Santo Tomas, IPN. A los sujetos que
participaron en este estudio se les realiz6 una evalua-
cion de las condiciones periodontales, para clasificar-
los como sanos, gingivitis (leve, moderada o severa)
y periodontitis (leve, moderada o severa). El estado
sistémico fue determinado por la historia clinica médi-
ca y los signos clinicos. Se excluyé a todos aquellos
gue bajo terapia antiinflamatoria o inmunolégica.

Se obtuvieron muestras de los grupos descritos en
la (Figura 1).

Conforme a la edad el grupo de sujetos sanos y con
gingivitis fue muy similar, promedio para los sanos de
30.16 y en gingivitis de 31.08, en el caso de periodon-
titis ésta aumento6 a 51.51 (Figura 2).

Clasificacion dela enfermedad periodontal

Se realizaron periodontogramas, registrando las ca-
racteristicas clinicas del periodonto, asi como profun-
didad de bolsa (sonda periodontal tipo Michigan), le-
sién en furca (sonda de Nabers), indice de placa,
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En la figura se observa que el numero de mujeres sanas (S/F)
comprende al triple de los hombres sanos (S/M), mientras que en
el grupo de gingivitis de mujeres (G/F) abarca un poco més del do-
ble, en relacion al grupo de los hombres (G/M); por ultimo el grupo
de periodontitis presenta un cincuenta por ciento menor en el gru-
po de las mujeres (P/F) comparado con el de los hombres (P/M).

Figura 1. Distribucion de los sujetos estudiados por diag-
nostico y género.

pérdida de adherencia y se obtuvo la pérdida 6sea a
través de radiografias periapicales.

Procesamiento dela muestra

Se anestesié con xilocaina con epinefrina al 2% de
forma local para retirar el tejido gingival con la técnica
quirargica apropiada (gingivectomia, gingivoplastia,
cufia distal o mesial, ENAP). El tejido fue fijado en for-
mol amortiguado, en el que permanecieron por un mi-
nimo de 72 horas, para proseguir con la deshidratacion
e inclusién en parafina. Se obtuvieron cortes de 5 um
con el micrétomo American Optical rotatorio 820.

Los cortes fueron desparafinados y rehidratados
para realizar en cada uno la técnica de hematoxilina-
eosina (H-E) y las técnicas de inmunohistoquimica.

Se emplearon anticuerpos primarios anti IL-13 (Anti-
human IL-13 monoclonal antibody, clona JES10-5A2,
isotipo 1gG, de rata para inmunohistoquimica de BD
Pharmigen) y anti-IFN-gamma (Anti-human IFN-y mono-
clonal antibody, clona B27, isotipo IgG, de raton, parain-
munohistoquimica de DB Pharmigen). Se revelaron con
el anticuerpo secundario correspondiente (anti-rat IgG, y
anti-mouse IgG, de DB Pharmigen). Se empled estrepta-
vidina-peroxidasa y se revel6 con DAB (3" 3-diaminoben-
cidina) y se contrastd con hematoxilina de Harris.

Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico se contabilizaron 10
campos a 100X en cada muestra, una por sujeto para
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51.51
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[ ] sanos [ ] Gingivitis
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Se observa un promedio de edad similar en los grupos de sanos
y de gingivitis, mientras que la periodontitis aumenta.

Figura 2. Distribucion de los sujetos estudiados de acuer-
do con el promedio de edad.
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cada citocina, y se analizaron las que dieron positiva
la reaccién, sin importar la intensidad, nimero de cé-
lulas o area, contra las negativas, empleando la prue-
ba estadistica de chi-cuadrada, Kruskal-Wallis o la
prueba exacta de Fisher.

RESULTADOS

El estudio histopatoldgico demostré la presencia de
células inflamatorias, predominantemente linfocitos, en
los sujetos sanos, pero se observé un aumento, confor-
me se incrementé la gravedad de la enfermedad. La can-
tidad de células inflamatorias varia entre los sujetos de
un Mismo grupo Yy aun entre los campos observados de
cada muestra (Figura 3).

La prueba de Kruskal-Wallis demostré que no hay dife-
rencia significativa en la positividad a IFN-gamma entre
las gingivitis (leve, moderada y severa) (P = 0.800) ni en-
tre las periodontitis (leve, moderada y severa) (P = 0.200).

Con la chi-cuadrada se determiné la diferencia esta-
distica del IFN-gamma entre los diferentes grupos, ob-
teniéndose entre salud contra gingivitis una P = 0.031,
entre salud contra periodontitis una P = 0.001 y entre
gingivitis contra periodontitis una P = 0.006. Por la
misma prueba estadistica se compararon los diferen-
tes subgrupos, obteniendo diferencia sélo entre salud
y gingivitis severa (P = 0.011) y salud contra perio-
dontitis severa (P = 0.001) (Cuadro I).

Los resultados de IL-13 se evaluaron de la misma
forma que los de IFN-gamma. No se obtuvo diferencia
entre los subgrupos de gingivitis (P = 0.333) ni entre
los de periodontitis (P = 0.933) realizados con la
prueba de Kruskal-Wallis. Con chi-cuadrada se compa-
raron los subgrupos con los sanos, mostrando sélo di-
ferencia significativa entre sanos y periodontitis severa
(P = 0.001), con la misma prueba entre grupos sa-
nos contra gingivitis no muestran diferencia significa-
tiva (P = 0.070), pero si entre sanos y periodontitis
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tingue exudado inflamatorio crénico
HE, 100X. En B, el corte histologico
de encia de un sujeto con gingivitis
HE, 100X, se observa mayor canti-
dad de células inflamatorias. En C,
el tejido gingival de un sujeto con
periodontitis; se aprecia el abun-
dante exudado en el tejido conecti-
vo. HE, 40X.

Figura 3. Grados de inflama-
cién en diferentes estados pe-
riodontales.
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(P =0.001). Con la prueba exacta de Fisher se determiné
la diferencia entre gingivitis y periodontitis (P = 0.016).

Se compararon las muestras positivas y negativas
para IL-13 contra las de IFN-gamma obteniéndose di-
ferencia significativa en salud (P = 0.001), donde se
presenta mas el IFN-gamma, en gingivitis no se pre-
senté diferencia (P = 1.0), y en periodontitis la diferen-
cia se vuelve a presentar pero con un predominio de
IL-13 (P = 0.001) (Figura 4 y Cuadro II).

DISCUSION

Los resultados obtenidos demuestran que todas las
muestras, aun las diagnosticadas clinica y radiografi-
camente como sanas, presentan células inflamatorias
crénicas. Es igualmente notable la presencia de an-
giogénesis y varias de las muestras presentan zonas
de necrosis.

A pesar de la persistente inflamacién, los grados de
avance de la enfermedad periodontal si corresponden
a la cantidad de células inflamatorias presentes. Cabe
destacar que aun las muestras que fueron tomadas de
un paciente a un mismo tiempo presentan diferencias
tanto clinicas como histolégicas. Este hallazgo coinci-
de con lo reportado por varios autores, quienes afir-
man que la enfermedad periodontal puede variar de un
diente a otro o inclusive en el mismo diente encontrar
areas con diferente grado de avance de la enferme-
dad. Esto lleva sin duda a mas interrogantes, ya que
es probable que sitios cercanos estén siendo agredi-
dos por los mismos microorganismos periodontopato-
genos o sus productos y resultaria dificil pensar que
la respuesta inmune del mismo huésped sea eficaz
en un area del diente mas que en otra.

Los hallazgos histoldgicos coinciden con los repor-
tados con Page y Shoeder (1974) en cuanto al aumen-
to de células inflamatorias, aunque en nuestro caso no
se detect6 el estado de salud histologico, no por esto
se afirmaria que la encia siempre presenta células in-
flamatorias. En relacion con esto se han realizado di-

ferentes estudios de gingivitis experimental, aun en
humanos, donde se ha demostrado que el tejido gingi-
val puede estar ausente de exudado inflamatorio.

Los estudios de inmunohistoquimica demostraron
que en la salud periodontal predomina el IFN-gamma,
por tanto, predomina una respuesta TH1, a diferencia
de la gingivitis, donde no hay una diferencia entre las
dos citocinas estudiadas, sin predominio de TH1 o de
TH2. Al analizar las periodontitis, especialmente en
los estadios severos, se ve el cambio hacia la res-
puesta donde predomina la TH2, establecida por la
presencia de IL-13.

Es importante recordar, que este estudio esta enfo-
cado en determinar el microambiente que favorece
una respuesta TH1 o TH2 en la gingivitis y periodonti-
tis crénica, asi como en estados de salud. Probable-

En la figura A se observa una reaccion positiva a la citocina,
mientras en la figura B se presenta una reaccion negativa.

Figura 4. Reaccion positiva y negativa por inmunohisto-
quimica.

Cuadro Il. Muestras positivas y negativas a la IL-13.

Cuadro I. Muestras positivas y negativas al IFN-y. Grupos Positivas Negativas
Grupos Positivas Negativas Salud 14 15
Gingivitis 17 4
Salud 25 0 Periodontitis 42 1
Gingivitis 15 4
Periodontitis 7 24

Se observa como todas las muestras del grupo de sanos dieron
positivos al IFN-y, al igual que la mayoria de las gingivitis, pero
en el caso de periodontitis la mayoria es negativa a esta citoci-
na. Esto indica que el INF-y se encuentra en salud y va dismi-
nuyendo en gingivitis y aln mas en periodontitis.

La presencia de IL-13 es muy peculiar ya que se presenta casi en
la mitad de las muestras en salud, mientras en la gingivitis la mayor
parte de los tejidos son positivos y en la periodontitis s6lo una es
negativa. Es decir, en la periodontitis predomina la presencia de IL-
13. Hay que recalcar que la Unica muestra negativa a dicha citocina
corresponde a la periodontitis leve, en donde se ha iniciado la pér-
dida de los tejidos de soporte.
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mente el prevalecer un tipo de respuesta, permita
comprender cémo es que algunos individuos permane-
cen en salud o en gingivitis sin progresar a periodonti-
tis. Nuestros resultados sugieren que el cambio a una
respuesta TH2 determina el establecimiento de la pe-
riodontitis crénica, lo que requeriria estudiar las cau-
sas que la originan.

Por lo anterior, se concluye que en salud, la res-
puesta inmunoldgica tiende a una respuesta TH1, que
disminuye en la gingivitis, donde no hay predominio
de TH1 o de TH2, mientras en la periodontitis predo-
mina una respuesta TH2.

CONCLUSIONES

En salud periodontal existe en la encia una res-
puesta Thl, en la cual, al establecerse la gingivitis se
modifica, llevando a un cambio hacia una respuesta
Th2 por lo que no se presentan diferencias entre Th1/
Th2, si la enfermedad avanza a periodontitis la res-
puesta se modifica prevaleciendo Th2.

El estudio demostré que la modulacion de la res-
puesta inmunolégica es importante para el desarrollo
de la enfermedad periodontal. De esto surgen otras in-
guietudes como son el determinar si el cambio de la
respuesta Thl a Th2 es regulado por las propias célu-
las del hospedero o son las bacterias, las cuales al
penetrar en el tejido modifican el tipo de respuesta.
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