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RESUMEN

Introduccion: La periodontitis cronica y agresiva se caracteriza por
pérdida de insercién gingival y destruccion ésea alveolar. Sin embargo,
la pérdida de insercion es mas rapida en los pacientes con periodontitis
agresiva. La respuesta inmunoinflamatoria y la angiogénesis en la pe-
riodontitis se inicia por una gran variedad de moléculas, que incluyen el
IFN-y, IL-12 e IL-18, asi como sus receptores. El IFN-y, al unirse a su
receptor (IFN-yR) sobre monocitos-macréfagos estimula la liberacion de
IL-12 e IL-18, que se sinergizan y actian sobre las células T y NK. Se
ha descrito que los niveles de IL-12 e IL-18 varian entre los pacientes
con periodontitis agresiva y crénica. Sin embargo, el IFN-yR no se ha
estudiado en esta patologia. Material y métodos: La expresion del IFN-
yR se detectd por inmunohistoquimica en muestras de tejido gingival de
pacientes con periodontitis agresiva, periodontitis crénica y controles
sanos. Resultados: No se encontraron diferencias significativas de
la expresion del IFN-yR1 (Mann-Whitney U) entre los grupos, pero se
observé una expresion elevada del IFN-yR2 en las células endoteliales
de todos ellos. Asi mismo, se advirtié un aumento en la vascularidad y
el diametro de los vasos en los pacientes con periodontitis agresiva y
crénica en comparacion con los controles sanos. Conclusiones: Se
puso de manifiesto un aumento en la vascularidad en los pacientes
con periodontitis agresiva y cronica, asi como una fuerte expresion
del IFN-yR2 en células endoteliales de todos los grupos estudiados.

Palabras clave: IFN-yR1, IFN-yR2, IFN-y IL-12, IL-18, angiogénesis,
periodontitis.

ABSTRACT

Introduction: Chronic and aggressive periodontitis are charac-
terized by gingival insertion loss and alveolar bone destruction.
However, insertion loss is faster in aggressive periodontitis than in
the chronic variety. The immune-inflammatory response and the
angiogenesis in periodontitis is initiated by the release of a wide
variety of molecules, including IL-12, IL-18, IFN-y and their receptors
on T and NK cells. It has been reported that levels of IL-12 and IL-
18 in patients with aggressive periodontitis are different to those in
individuals with the chronic one. Nevertheless, these cytokine recep-
tors have not been studied regarding this pathology. Material and
methods: IFN-yR expression was detected by immunohistochem-
istry in gingival tissue samples of people with chronic periodontitis,
aggressive periodontitis and healthy subjects. Results: We found
no significant differences in the IFN-yR1 expression (Mann-Whitney
U) of the three groups, but we did observe an increased IFN-yR2
expression in the endothelial cells of all groups. We could also notice
a significant increase in the vascularity and vessel diameter of the
patients with aggressive and chronic periodontitis when compared
to healthy subjects. Conclusions: We detected an increased vas-
cularity in patients with aggressive and chronic periodontitis, as well
as an increase in the expression of IFN-yR2 in all the study groups.

Key words: IFN-yR1, IFN-yR2, IFN-y IL-12, IL-18, angiogenesis,
periodontitis.
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INTRODUCCION

La enfermedad periodontal es una de las dos prin-
cipales que afectan a la poblacién en el mundo.2
Esta patologia implica desérdenes inflamatorios
que incluyen a la gingivitis y estados irreversibles
como la periodontitis, donde patégenos especificos,
como Porphyromonas gingivalis (Pg), Tannerella
forsythia (Tf) y Aggregatibacter actinomycetemcomi-
tans (Aa), estan asociados con la forma progresiva
de la enfermedad.?

La periodontitis créonica (PC) y agresiva (PA) se
encuentran en el grupo de las enfermedades perio-
dontales, y cada una presenta caracteristicas que la
distinguen. En la PA el paciente puede tener una
historia clinica sin particularidades, existe agrega-
cién familiar de casos, hay rapida pérdida 6sea y de
insercién, la cantidad de depdsitos microbianos es
incompatible con la cantidad de destruccién, y se
encuentra una proporcion elevada de Aa y Pg. En
cambio la PC puede estar asociada a factores sistémi-
cos, es de avance lento —aunque puede exacerbarse
en cualquier estadio—, y el calculo subgingival esta
invariablemente presente en los sitios enfermos don-
de la magnitud de destruccién de los tejidos guarda
relaciéon con la higiene y los niveles de la placa, donde
a su vez la biopelicula subgingival alberga una gran
variedad de especies bacterianas que puede cambiar
entre individuos y sitios.*®

Sin embargo, en ambos tipos de periodontitis
se ha observado aumento de la angiogénesis y una
fuerte respuesta inflamatoria a nivel inmunolégico,
ya que se ha demostrado una gran discrepancia en
los niveles de citocinas proinflamatorias (como el
IFN-y, IL-12 e IL-18) y sus receptores especificos
entre los pacientes con PC y PA, en comparacién
con controles sanos (CS).67

IFN-y (PROTEINA)

ElTFN-y es un homodimero formado por dos cadenas
polipeptidicas idénticas de 17 KDa. Estas cadenas se
asocian de una forma antiparalela y producen una
molécula que exhibe un eje doble de simetria de 50
kDa. Esto sugiere que un solo homodimero de IFN-y
puede unirse a dos moléculas del receptor (subuni-
dades a).%° E1 IFN-y es sintetizado exclusivamente
por linfocitos T y células natural killer (NK). Entre
las principales funciones pleiotrépicas que realiza
se encuentran efectos para promover mecanismos
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especificos y no especificos contra agentes infecciosos
y tumores. Ademas el IFN-y es el responsable de la
sobrerregulaciéon de las moléculas clase I y II del
complejo principal de histocompatibilidad (CPH) y
es el maximo activador de fagocitos mononucleares.
También regula la respuesta inmune humoral indu-
ciendo el cambio del isotipo (switch) de las cadenas
pesadas de IgG en células B.

ReceptoR A IFN-y

Aguet y colaboradores definieron la composicién de
los receptores a IFN-y. El receptor funcionalmente
activo esta formado por dos tipos de cadenas: alfa
(IFN-yR1), de 90 KDa, que sirven para la unién del
ligando; y beta IFN-yR2), de 62-67 KDa, que son las
responsables del sefialamiento (Figura 1).%10 Este
receptor se expresa en casi todas las células (250-
25,000 sitios/célula); ademads, es un receptor de alta
afinidad (ka=109-1010 M-1) y es especie-especifico.?

El IFN-yR1 (CDw119) se encuentra constituti-
vamente en altos niveles de células de ratones y
humanos, y su expresion no esta regulada por esti-
mulos externos.!! Esta codificado por un gen de 30
Kb localizado en el brazo largo del cromosoma 6. El
gen esta formado por siete exones. El exén 1-5 codi-
fica para el dominio extracelular, el exén 6 codifica
para una pequefia porciéon de la regiéon proximal a
la membrana del dominio extracelular y el dominio
transmembranal.l®

Por su parte, el gen para IFN-yR2 esta localizado
en el cromosoma 21g22.1.12 La forma madura de
la proteina esta constituida por 226 aminoacidos
para el dominio extracelular, 24 aminoacidos para
el dominio transmembranal y 66 aminoacidos para
el dominio intracelular.®

Poco se ha conocido acerca del trafico intracelular
del TFN-yR2. Sin embargo, el mismo IFN-y parece
regular la expresiéon de IFN-yR2 sobre ciertos tipos
celulares y determinar la capacidad de estas célu-
las para responder a una subsecuente exposicion
al ITFN-y. Recientemente se ha demostrado que el
tratamiento de células T con ésteres de forbol o
anticuerpos CD3 afecta la induccién de la expresién
del RNAm del IFN-yR2. Juntos, estos resultados
demuestran que la expresion del IFN-yR2 puede
ser regulada negativamente o positivamente de una
manera estimulo-especifica.l?

En una célula no estimulada las dos subunida-
des del receptor no estan altamente preasociadas



Herrera MMC y cols. Receptor a IFN-y y angiogénesis en pacientes con periodontitis cronica y agresiva

108

Rev Mex Periodontol 2013; IV (3): 106-113

Interferon gama

Cadena beta
IFN-yR2

IFN-yR1

> <«

Cadena beta
Cadena alfa
Cadena alfa

JAK-2

Ruta JAK/STAT

unas con otras. La asociacién se induce después del
estimulo, lo que inicia el proceso de transduccién.!?
La unién del ligando resulta en la fosforilacién de
las JAK-1 y JAK-2 y la subsecuente fosforilacion
de STAT-1. La fosforilacién de las STAT provoca la
dimerizacién y translocacién directamente al nicleo
einduce la transcripcién de los genes especificos.!2-14

Varios tipos de células expresan el receptor a
IFN-y, pero éste es de particular importancia en
los monocitos/macroéfagos, ya que lo requieren para
el control de infecciones bacterianas.'®16 El IFN-y,
a través de su receptor especifico sobre monocitos/
macréfagos, promueve la transcripeiéon de numero-
sos genes, incluyendo los que codifican para IL-12
e IL-18. A su vegz, las IL-12 e IL-18 liberadas por
monocitos/macréfagos en respuesta al estimulo
antigénico actian sinérgicamente para inducir la
produccién de IFN-y por parte de células T y NK.7
Se ha descrito que el IFN-y, la TL-12 e IL.-18, asi
como sus receptores especificos, juegan un papel
importante en la defensa contra enfermedades
crénico-inflamatorias como la lepra, la tuberculosis
y, por supuesto, la periodontitis (Figura 2). 15-16.18-21

Varios autores han reportado que los pacientes
con PA y PC presentan una desregulacién en los ni-
veles de IL-12 e IL-18 en muestras de tejido gingival
y suero, en comparacién con controles sanos.!?21 A
su vez, se ha descrito que la IL-12 esta altamente

Cadena alfa

Ensamblaje del complejo
para el receptor activo IFNy

Figura 1.

Estructura del receptor a IFN-y. La
cadena alfa (IFN-yR1) es una glico-
porteina de 90kDa y es la responsable
de la unién de manera especifica con
el IFN-y. La cadena beta (IFN-yR2) es
una glicoproteina de 62kDa que se re-
quiere para la sefalizacion a través de

la ruta JAK/STAT. Una vez que el IFN-y
se une a las cadenas IFN-yR1, se in-
duce el ensamblaje del complejo para
el receptor activo y la fosforilacion de
las JAK/STAT-1. Las STAT-1 fosforila-
das se translocan al nucleo para iniciar
la transcripcién de varios genes, entre
ellos los de la IL-12 e IL-18. (Modificado

Cadena beta

JAK-2

de: Bach et al, 1997.)8

relacionada con el proceso de angiogénesis.?? Debido
a que la liberacion de estas interleucinas depende
de la unién del IFN-y a su receptor, nos planteamos
como objetivo de estudio evaluar la expresién del
IFN-y y la angiogénesis en muestras de tejido gin-
gival de pacientes con PC y PA.

MATERIAL Y METODOS

Sujetos de estudio. En el estudio se incluyé a 22
pacientes que acudieron a la Clinica de Periodoncia
del Centro Universitario de Ciencias de la Salud de
la Universidad de Guadalajara. Los que aceptaron
participar en el estudio firmaron el consentimiento
informado basado en la Norma General de Salud de
México (NOM-008-SSA2-1993), aprobado por los Co-
mités de Etica de la Universidad de Guadalajara y de
acuerdo en general con la Declaracién de Helsinki.

Dentro de los criterios de inclusién se tomé en
cuenta que los pacientes fueran sistémicamente
sanos y que no estuvieran bajo tratamiento médico
(inmunosupresores, antiinflamatorios, antibiéticos,
etcétera) ni lo hubieran estado en los seis meses
previos al estudio. Se excluyeron pacientes embara-
zadas, fumadores o con algin otro habito pernicioso
que pudiera afectar la expresién de la periodontitis.

Examinacién clinica. Esta fue realizada por un
solo investigador calibrado en seis sitios sobre los
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dientes existentes, con sonda periodontal (American
Eagle). Las condiciones periodontales se establecie-
ron basandose en los siguientes parametros: indice
de placa (IP), sangrado al sondeo (SS), profundidad
al sondeo (PS) y pérdida de insercién clinica (PIC).2?

Grupo de estudio. Se obtuvieron las historias
clinicas, periodontogramas y estudios radiograficos
de todos los participantes y se diagnosticaron de
acuerdo a la clasificacién de 1999 de la Academia
Americana de Periodontologia.?*

Grupo de controles sanos (CS). Se form6 un grupo
con seis pacientes (tres mujeres y tres hombres),
con un promedio de edad de 30.0 afios, que acudie-
ron a la Clinica de Periodoncia para realizarse la
extraccién de un 6rgano dentario por indicaciones
del Departamento de Ortodoncia o Prostodoncia, y
en quienes el sitio no presenté evidencia clinica de
PIC o pérdida ésea. El tejido gingival clinicamente
sano se establecié con una PS <3 mm.

Grupo de periodontitis crénica. Se incluyé a 10
pacientes (seis mujeres y cuatro hombres), con un
promedio de edad de 35.5 afios, que presentaron PS>
6 mm y PIC >5 mm en varios sitios de la cavidad oral.

Grupo de periodontitis agresiva. En este grupo
se incluyé a seis pacientes (cuatro mujeres y dos
hombres), con un promedio de edad de 30.0 afnos,
que presentaron un patrén de dafio severo con PIC
> 5 mm en ocho dientes o mas, donde por lo menos

Th2

de histocompatibilidad (CPH). 2) La cé-
lula T reconoce al antigeno a través del
TCR-CD. 3) Se activa y produce IFN-y.
Este IFN-y es captado por el macréfago
(MQ) a través de su receptor especifico,
activandose y liberando IL-12 e IL-18. 4)
T/NK La IL-12 e IL-18 se sinergizan, activan
IL-10  alas células Ty natural killer (NK) via
receptor especifico e inducen la expan-
sién clonal de Th1 o Th2. (Modificado de:
Altare et al, 1998.)'5

tres de ellos fueran dientes permanentes distintos
a los primeros molares o incisivos.

Recoleccion de las muestras del tejido gingival.
El tejido fue recolectado durante la fase quirurgica
periodontal. En los CS esto se realizé antes de las
extracciones de los dientes, por indicaciones del
Departamento de Ortodoncia o Prostodoncia. Las
muestras de los tejidos se colocaron en un buffer
con paraformaldehido y se enviaron con un histo-
tecndlogo para ser incluidas en bloques de parafina.

Inmunohistoquimica. Para los cortes de tejido
se utilizaron portaobjetos silanizados, que para
este efecto se colocaron en silano al 2% (p/v, en
agua bidestilada) durante 2 min; posteriormente
se lavaron dos veces en agua destilada por 5 min;
se dejaron en el horno de secado a 60 °C de 12 a 24
horas, y finalmente se guardaron a temperatura
ambiente.

Las secciones de tejido de 5 mm fueron mon-
tadas sobre los portaobjetos silanizados y secadas
al aire. Las laminillas fueron desparafinadas por
30 min a 56 °C, y posteriormente sumergidas dos
veces en xilol por 5 min. Se rehidrataron por 5 min
en cada uno de los siguientes: alcohol al 100% (dos
veces), 96, 70 y 30%, y con agua destilada. Para el
desenmascaramiento antigénico, las laminillas se
colocaron en buffer de citrato 10mM pH 6.0 (2.1 g
de acido citrico aforado a un litro con agua desti-
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lada, pH 6.0 con NaOH) durante 30 min en una
vaporera. Se lavaron con PBS (buffer de fosfatos)
por 5 min. Se utilizé el kit de inmunohistoquimica
Histostain® Plus 3rd Gen IHC Detection, de Invi-
trogen/Novex® by Life Technologies. Se bloqueé la
peroxidasa endbgena con el reactivo bloqueador de
peroxidasa por 5 min a temperatura ambiente y las
laminillas se lavaron con TBS (buffer salino) por 5
min. Se incubaron las laminillas con anticuerpos
policlonales de conejo para detectar el IFN-yR1
(1:.50) y el IFN-yR2 (1:200) de humano. Ambas
sustancias fueron provistas por Santa Cruz Bio-
technology, Santa Cruz, EUA. Enseguida, se incu-
baron con el anticuerpo secundario 30 min, el cual
esta conjugado con HRP (horseradish peroxidase).
Se lavaron por 5 min con TBS y se incubaron con
el cromégeno 3-amino-etilcarbazol por 10 min. Se
lavaron con agua corriente y luego se contratifieron
con hematoxilina QS (Vector Laboratories, Inc.,
Burlingame, CA); se montaron los cubreobjetos con
Glicergel (Dako Corp, Carpinteria, EUA). Como
control negativo, el proceso se siguié de la misma
manera, omitiendo el anticuerpo primario.

Evaluacion de la reactividad inmunohistoquimi-
ca. Esta fue analizada por dos patblogos de manera
independiente. Para ello, se tomé en cuenta la inten-
sidad de tincién y el porcentaje de células positivas
de acuerdo a Remmele y Stegner, reportado por
Ikeda,2* con ciertas modificaciones:

IRS=ITx PP

IRS = calculo de inmunorreactividad (del inglés
immunoreactive score)

IT = intensidad de tincién

PP = porcentaje de células positivas

La IT se determiné como negativo, 0; ligero, 1;
moderado, 2; y fuerte, 3. E1 PP se definié como nega-
tivo, 0; del 1 al 10% de células positivas, 1; del 11 al
50% de células positivas, 2; del 51 al 75% de células
positivas, 3;y del 76 al 100% de células positivas, 4.2°

El nimero de vasos se cuantificé con el objetivo
de 10X contabilizando los vasos de cinco campos,
y se calculé un valor promedio. El diAmetro de los
vasos se definié como: 1 (pequerio), 2 (mediano) y 3
(aumentado).

Se tomaron fotomicrografias de cortes represen-
tativos con un microscopio Olympus CX31 y una
camara Olympus C5060 con 5.1 megapixeles de
resolucion.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados fueron analizados con una prueba no
paramétrica U de Mann-Whitney, debido a que la
poblacién de estudio fue pequeiia y los datos no mos-
traron una distribucién normal cuando previamente
se sometieron a la prueba estadistica Kolmogorov
Smirnov. El andalisis de los datos se realiz6 con el
paquete estadistico SPSS versién 10.0.

REsuLTADOS

Los resultados de la expresion del IFN-yR1 e IFN-
vR2 se presentaron como promedios = DE del ISR
= (% de células positivas) (la intensidad de tincién)
de los grupos estudiados.

Al realizar la prueba U de Mann-Whitney no se
encontraron diferencias estadisticamente significa-
tivas del IFN-yR1 entre los diferentes tipos celulares
del tejido gingival de los grupos estudiados. Respecto
a la expresion del IFN-yR2, no se hallaron diferen-
cias estadisticamente significativas en los diferentes
estratos del tejido gingival de los pacientes con PA'y
PC, en comparacion con los CS. Sin embargo, cabe
sefialar que el IFN-yR2 se expresa fuertemente
tanto en las células endoteliales de los CS como en
los individuos con PA y PC (Figura 3).

Por otra parte, se observé que los sujetos con PA
y PC mostraron un aumento en la vascularidad en
comparacién con los CS. Sin embargo, no se detec-
taron diferencias significativas, por lo que se decidid
contabilizar el nimero de vasos sanguineos y se
puso de manifiesto un aumento significativo en las
personas con PA y PC en comparacién con los CS.
Finalmente, se evalué el didmetro de los vasos y se
advirtié un aumento significativo en los pacientes
con PA y PC en comparacién con los CS (Figura 4).

Discusion

En el presente estudio no se observaron entre los
grupos diferencias estadisticamente significativas de
la expresion del IFN-yR1, lo cual es congruente con
la literatura, debido a que esta cadena del receptor
a IFN-y se encontra de manera constitutiva en una
gran variedad de células, incluso en algunas que no
tienen una funcién inmunolégica primaria.®

De forma interesante, en este trabajo el IFN-yR2
se expresé fuertemente en las células endoteliales
de los grupos estudiados, lo que concuerda con una
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Figuras 3. Expresion del IFN-yR2. A. Los resultados se presentan como promedios + DE de la expresion del IFN-yR2 en las células
endoteliales de las muestras de tejido gingival de los grupos estudiados. Aunque observamos una expresion elevada de este receptor
en todos los grupos estudiados no se encontraron diferencias estadisticas significativas. B. Fotografia representativa que demuestra la
alta expresion del IFN-yR2 en las células endoteliales (60X), contratincion con hematoxilina.
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Figuras 4. Vascularidad en la periodontitis. Los resultados se presentan como promedio + DE de los grupos estudiados. A. Nimero de
vasos. B. Diametro de los vasos. C. Cortes histoldgicos que demuestran el aumento del nimero y didmetro de los vasos marcados con
el IFN-yR2 en los pacientes con PA. D. Niveles de significancia *p<0.05. E. PC. F. En comparacion con los controles sanos.
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investigacion realizada por Methe y su grupo en
donde describe una expresién elevada en células
endoteliales adrticas.?6 Aunque el IFN-yR2 es una
cadena inducible, pareciera que en las células
endoteliales se expresa de manera constante; sin
embargo, no existen estudios que clarifiquen el pa-
pel que juega la expresiéon elevada del IFN-yR2 en
las células endoteliales. El hecho de que quedaran
marcadas las células endoteliales con el IFN-yR2
en el tejido gingival tanto de los CS como de los
pacientes con PA y PC nos permiti6 analizar la
angiogénesis entre los grupos de estudio de una
manera contundente.

Con respecto a la angiogénesis, se encontr6 un
aumento significativo en el nimero, didmetro y
prominencia del endotelio de los vasos sanguineos
en las muestras de tejido gingival de los pacientes
con PC y PA, en comparacién con los CS. Dichos
resultados concuerdan con lo reportado por Artese
y Bonakdar.”2” En este sentido, se conoce que los
tejidos de la cavidad oral representan una de las
areas mas vascularizadas del cuerpo humano. En la
actualidad, se ha hipotetizado que una inflamacién
crénica en el periodonto puede desencadenar un
efecto proinflamatorio generalizado, con influencia
a su vez en la respuesta tisular a nivel sistémico, lo
que subraya la necesidad de mas informacién sobre
el proceso patoldgico de la enfermedad periodontal,
incluyendo el rol de la angiogénesis.?®

La angiogénesis esta regulada a través de
moléculas senalizadoras (citocinas, moléculas de
adhesidn, factores de crecimiento, etcétera) involu-
cradas en la remodelacién de la matriz extracelular,
migraciéon de las células endoteliales, proliferacién,
diferenciacién capilar y anastomosis.2” En la perio-
dontitis, la vascularidad incrementada puede par-
ticipar en la liberacién de leucocitos y mediadores
proinflamatorios, promoviendo que los vasos estén
altamente permeables y desencadenando a su vez un
incremento en el edema tisular y la destruccién de
los tejidos de soporte. Sin embargo, la angiogénesis
también es un evento temprano en la reparacién
tisular: provee al sitio de la lesién cantidades ade-
cuadas de nutrientes, oxigeno y células que aseguran
la remocién del tejido necrético.2”-28

Existe un nimero limitado de investigaciones
acerca de la influencia de la angiogénesis en el desa-
rrollo, progresién y regeneracion de las lesiones pe-
riodontales. Incluso se utilizan algunos marcadores
de las células endoteliales para la angiogénesis.”?7

Los hallazgos del presente estudio proponen al
IFN-yR2 como un marcador de células endoteliales
para contabilizar y analizar la estructura de los
vasos, ademas de tratar de dilucidar el papel que
juega el IFN-yR2 en la angiogénesis de la enferme-
dad periodontal.

CONCLUSION

Actualmente existe controversia respecto a si el aumen-
to en la angiogénesis es responsable del desarrollo de
las patologias en el periodonto. En este trabajo, el en-
contrar altamente expresado el IFN-yR2 en las células
endoteliales nos hace suponer que esta cadena podria
ser utilizada como un marcador de la angiogénesis en
la periodontitis. Sin embargo, se requieren pruebas mas
especificas que nos permitan determinar qué papel jue-
ga la expresion del INF-yR2 en las células endoteliales.
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