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RESUMEN

La presente investigacion reporta un estudio el cual tuvo como propdsito evaluar las
proporciones de linfocitos T y subpoblaciones en sangre periférica, en los pacientes
con Periodontitis Crénica que acuden al &rea clinica de Periodoncia de la FOUC
durante el periodo Enero-Febrero 2005. La muestra fue seleccionada de una forma no
probabilista intencionada, quedando conformada por 18 pacientes periodontalmente
comprometidos y 5 pacientes controles sanos, a los cuales se les tomo6 una muestra de
sangre periférica con el fin de determinar proporciones de linfocitos T CD3+ y
subpoblaciones TCD4+ y TCD8+, comparar las proporciones TCD4+ y TCD8+ en
sangre periférica y por Gltimo se analizo el indice TCD4+/TCD8+. La recoleccion de
la informacion se realizé a través de una técnica de observacion directa. Las muestras
de sangre fueron procesadas a traves de la técnica de citometria de flujo utilizado
anticuerpos monoclonales especificos para cada subpoblacién, obteniéndose los
siguientes resultados: TCD3+: 87.83% en pacientes periodontalmente comprometidos
y 85.96% en controles sanos. TCD4+: 54.23 % en pacientes periodontalmente
comprometidos y 49.03% en controles sanos. TCD8+ 33.88 % en pacientes
periodontalmente comprometidos y 36.92 % en controles sanos, el indice
TCD4+/TCD8+ fue de 1.65 en pacientes periodontalmente comprometidos y 1.46 en
controles sanos. Los resultados obtenidos demostraron que existe una proporcion
elevada de linfocitos TCD3+,TCD4+ e indice TCD4+/TCD8+ en los pacientes
enfermos con respecto a los sanos, y una proporcion con poca diferencia significativa
de linfocitos TCD8+ en los pacientes periodontalmente comprometidos con respecto
a los sanos, lo que reveld el papel importante que desempefian los linfocitos T ante
la presencia de agentes periodontopatdgenos en el organismo.

Palabras claves: Linfocitos/ Periodontitis Cronica / Citometria de flujos / TCD3+ /
TCD4+ / TCD8+ / Indice TCD4+/TCD8+.



INTRODUCCION

La enfermedad periodontal es un conjunto de enfermedades inflamatorias que
afectan los tejidos de soporte del diente y se considera como resultado del
desequilibrio entre la interaccion inmunologica del huésped y la flora de la placa
dentobacteriana marginal que coloniza el surco gingival (AAP 2000).

Dentro de las enfermedades periodontales la periodontitis cronica es una de
las patologias mas frecuentes. Es una enfermedad destructiva crénica que envuelve la
unidad dento-gingival y que se extiende a los tejidos de soporte. Se caracteriza
porque usualmente comienza luego de los 35 afios, progresa lentamente, presenta
reabsorcién dsea de tipo horizontal, a demas de estar presentes irritantes locales y de
no existir anormalidades en la defensa del huésped. (Barrios, G 1989)

La patogénesis de la enfermedad periodontal se inicia con la biopelicula de la
placa bacteriana que alberga nutre y protege a la cavidad bucal por medio de las
defensas organicas de una gran poblacion microbiana, que se encarga de producir
enzimas liticas y toxinas (endotoxinas generalmente), que van a causar efectos
deletéreos sobre las células gingivales y periodontales, esto lo hace con el fin de
invadir tejidos profundos en busqueda de espacio y nutrimento.

Estas sustancias o subproductos bacterianos afectan a veces irreversiblemente
a los tejidos y ellos desencadenan una reaccion organica defensiva (inflamacion),
enviando a los tejidos afectados una serie de células (linfocitos, monocitos,
macrofagos, plasmocitos) que producen a su vez sustancias conocidas como
interleuquinas (IL1, IL2, IL3, etc.), que atraen a mas células defensivas lo que lleva a
sustituir tejido sano fisiolégicamente activo por tejido defensivo.

La presencia de linfocitos B y T y de anticuerpos contra diferentes
componentes de bacterias involucradas en la periodontitis, sugiere que en la
etiopatogenia de la enfermedad periodontal., las reacciones inmunitarias juegan un
papel importante, que no sélo intentaria proteger al huésped, sino que también seria

responsable parcial de la destruccion del soporte periodontal, de la destruccién



provocada directamente por las bacterias o sus productos y finalmente de la rapidez
con que esta destruccion tiene lugar en diferentes individuos.

Los linfocitos B son importantes ya que son las células que secretan
anticuerpos, es decir, son responsables de la inmunidad humoral, pero también son
células presentadoras de antigeno a los linfocitos T, por medio de sus
inmunoglobulinas de superficie pueden endocitar selectivamente antigenos o
particulas reconocidos por estas inmunoglobulinas, y disponen de toda la maquinaria
de presentacion y coestimulacion necesaria para esta funcion de presentacion de
antigenos a las células T. Asimismo, son importantes porque son las células
responsables de la memoria inmunolégica humoral.

Los linfocitos T son los encargados del reconocimiento y muerte de las células
que han sido infectadas por algin patdgeno ademas de regular la respuesta inmune
celular por medio de las citoquinas, y la iniciacion de la produccion de anticuerpos
por las células B. Los linfocitos T se subdividen en dos poblaciones funcionalmente
distintas, entre las cuales encontramos a las células T colaboradoras (CD4+) y las
células T citoliticas o citotoxicas (CD8+).

El dafio celular es inducido por accion bacteriana y una vez afectado
irreversiblemente los tejidos, estos deben ser removidos para dar cabida a las células
reparativas, y en todo esto los linfocitos T4 (CD4+, ayudadores o colaboradores)
juegan un papel fundamental al excretar IL1a (antes conocida como factor activador
de osteoclastos) que hace que las células indiferenciadas se transformen en
osteoclastos, con el fin de remover ese tejido afectado.

Los linfocitos T4 6 LTCD4+ son las células que dirigen la respuesta defensiva
organica, en tanto que los LT8 6 LTCD8+ (supresores o citotoxicos) son los
encargados de suprimir o regular esta respuesta en virtud de que no desborde si
existe una reaccion positiva a favor de los LTCD4+, la respuesta sera exagerada,
determinando excesiva inflamacion y destruccion tisular, al igual que si los LTCD8+
estan disminuidos.

El presente trabajo de investigacién tendra como objetivo general evaluar la

proporcién de linfocitos T totales y sus subpoblaciones en sangre periférica, a través



de la técnica de Citometria de flujos, en los pacientes con Periodontitis que acuden al
area clinica de Periodoncia de la FOUC durante el periodo Enero 2004- Febrero
2005, para comprender mejor la respuesta inmunolégica de los tejidos periodontales
ante la agresioén de la placa bacteriana.

La presente investigacion esté estructurada de la siguiente manera:

En el Capitulo I se muestra el planteamiento del problema, los objetivos de la
investigacion y la justificacion.

El Capitulo Il presenta el marco teérico, en el cual se encuentran desarrollados
los antecedentes de la investigacion, las bases teoricas, la operacionalizacion de
variables y un glosario para definir términos.

El Capitulo 11l detalla qué tipo de investigacion se utilizé para realizar el
estudio, poblacién y muestra, técnica e instrumentos de recoleccion de datos,
materiales y procedimientos y por ultimo validez.

El capitulo 1V representa los resultados obtenidos, su andlisis, las conclusiones
y recomendaciones a las cuales se llego al finalizar la investigacion.

Finalmente, se presentan las referencias bibliograficas.



CAPITULO I
EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

La Periodontitis Cronica es considerada una enfermedad universal, ya que el
75% de la poblacion la padece (Genco y col. 1990). Asi mismo se han realizado
estudios en donde se manifiesta que la prevalencia de la enfermedad periodontal se
encuentra en mayor proporcion en la poblacion venezolana que la de Estados
Unidos, demostrando asi que 85% de la poblacion adulta padece de afecciones a nivel
periodontal. Este elevado porcentaje de individuos afectados por la enfermedad
periodontal no s6lo en Venezuela sino también a nivel mundial refleja que dicha
enfermedad es un problema de salud publica (Fundacredesa 1989).

A nivel regional, Jiménez L. (2003), refleja una elevada incidencia de
Periodontitis Crénica con 79,76% en la poblacion que asiste al area clinica de
Periodoncia en la Facultad de Odontologia de la Universidad de Carabobo (FOUC).

La enfermedad periodontal se considera como un conjunto de enfermedades
inflamatorias que afectan principalmente a los tejidos de soporte del diente, creando
ésta un desequilibrio entre la interaccion inmunoldgica del huésped y la flora de la
placa dento-bacteriana marginal que se encuentra colonizando el surco gingival (AAP
2000). El principal factor desencadenante de la Enfermedad Periodontal es la placa
dento-bacteriana la cual se define como depositos blandos que forman una bio-
pelicula adherida a la superficie dentaria u otras superficies duras en la boca
(Carranza 2003). La placa dento-bacteriana desencadena un proceso inflamatorio
agudo, constituido principalmente por células redondeadas de linfocitos T y B,
células plasmaticas y macrofagos. La respuesta inmunoldgica va a estar mediada a

través de los linfocitos B responsables de la respuesta inmunolégica humoral y los



linfocitos T responsables de la respuesta inmunologica celular, donde se encuentran
subpoblaciones que juegan un papel importante en la destruccion de los tejidos
periodontales como son los linfocitos TCD4+ colaboradores o inductores, los cuales
estimulan la diferenciacion de las células B y los TCD8+ supresores o citotoxicos que
estimulan la produccion de células T. (Stites D 1995).

La Periodontitis es una enfermedad que se caracteriza por presentar un
proceso inflamatorio que conlleva a una destruccion progresiva de los tejidos de
sostén del diente.

La cuantificacion de los linfocitos TCD4+ y TCD8+ en los tejidos
afectados con Periodontitis crénica surgio a mediados de los afios 70, como
consecuencia de que varias investigaciones anteriores habian arrojado que la
Periodontitis es una enfermedad infecciosa multifactorial, ya que la placa dento-
bacteriana no s6lo juega un papel importante en el desarrollo de esta enfermedad sino
que también involucra la condicidn general y sistémica del paciente, es decir; que las
bacterias que producen esta enfermedad desarrollan una destruccién tisular
indirectamente, ya que activan los sistemas de defensa del huésped, quedando asi
establecida una destruccion de los tejidos de sostén y facilitando de esta manera la
instalacion de la enfermedad como tal.

Es enigmatico como los mismos sistemas de defensa del huésped que proveen
proteccion sean también los responsables de su destruccion. Algunos hallazgos
sugieren que la enfermedad puede ser mas destructiva si ciertos aspectos de los
mecanismos de defensa del huésped, dentro del tejido local, predominan méas que
otros. Lo anterior parece deberse a la hiperactividad del huésped o a un reto
bacteriano aumentado en el &rea del surco gingival.

Los estudios sobre los linfocitos T y sus subpoblaciones tanto en Periodontitis
crénica como en Periodontitis agresiva han dado resultados controversiales al evaluar
las proporciones de linfocitos TCD4+, TCD8+, tanto a nivel local (tejido gingival)
como a nivel sistémico. La presente investigacion tiene como finalidad evaluar por
medio de la técnica de Citometria de flujo las proporciones de linfocitos T (TCD3+) y

subpoblaciones de linfocitos TCD4+ y TCD8+, en pacientes con Periodontitis cronica



moderada a severa que acuden al area de Periodoncia de la FOUC, lo cual permitira
corroborar si existe un desbalance entre dichas poblaciones linfocitarias. Por esta
razon y dado que enfermedad es de etiologia multifactorial se hace necesario la
realizacion de este estudio, debido al importante papel que juegan los antes
mencionados en la patogénia de la periodontal.

Sobre la base de los argumentos planteados anteriormente, y considerando la
relevancia de los mismos, surgio la inquietud de dar respuesta a las siguientes

interrogantes:

¢Cual de las subpoblaciones linfocitarias se encuentra en mayor proporcion en
los pacientes con Periodontitis Crénica que acuden al area de Periodoncia de la
FOUC?

Obijetivos de la Investigacion
Objetivo General

Evaluar las proporciones de linfocitos T y subpoblaciones en sangre periférica, en
los pacientes con Periodontitis Cronica que acuden al area clinica de Periodoncia de
la FOUC durante el periodo Enero-Febrero 2005.
Objetivos Especificos
- Determinar las proporciones de linfocitos T (CD3+) totales en sangre periférica, en
los pacientes con Periodontitis Crénica que acuden al area clinica de Periodoncia de
la FOUC durante el periodo Enero-Febrero 2005.
- Cuantificar las proporciones de las subpoblaciones linfocitarias TCD4+ y TCD8+

en sangre periférica en los pacientes con Periodontitis Cronica, que acuden al area

clinica de Periodoncia de la FOUC durante el periodo Enero-Febrero 2005.



- Comparar las proporciones TCD4+ y TCD8+ en sangre periférica, en los pacientes
con Periodontitis Crénica, que acuden al area clinica de Periodoncia de la FOUC,

durante el periodo Enero-Febrero 2005.

- Analizar el indice TCD4+/TCD8+ a nivel sistemico en los pacientes con
Periodontitis Cronica, que acuden al area clinica de Periodoncia de la FOUC, durante
el periodo Enero-Febrero 2005. Con el fin de obtener informacion sobre el grado de

inmunidad de los pacientes en estudio

Justificacion

El estudio de las reacciones inmunitarias ante una enfermedad infecciosa y
multifactorial tal como lo es la Periodontitis, es de vital importancia y mucho mas
aun la cuantificacion de las subpoblaciones de linfocitos T ante esta enfermedad
especificamente la Periodontitis crénica.

Los estudios mas recientes se han realizado a traves de técnicas
inmunohistoquimicas, los cuales han arrojado resultados importantes sobre las
proporciones de los linfocitos B y de las diferentes subpoblaciones de linfocitos T,
pero éstos han estado orientados hacia la Periodontitis severas y la gingivitis inducida
por placa; por esta razon se hace pertinente la realizacion de un estudio por medio de
otras técnicas como la citometria de flujo en pacientes que padezcan de Periodontitis
Crodnica, ya que esta técnica también permite obtener resultados concretos sobre las
poblaciones y subpoblaciones linfocitarias las cuales permitiran analizar otra de las
formas de enfermedad periodontal como lo es la Periodontitis Cronica y asi conocer
el comportamiento de las células T y subpoblaciones en las diferentes patologias
periodontales. Dado que son pocos los estudios realizados en el pais, se le otorga de
esta manera un caracter novedoso a esta investigacion.

Esta técnica permite realizar procedimientos menos invasivos y poco traumaticos

al momento de la recoleccion de la muestra requerida. Al analizar las proporciones



de la poblacion y subpoblaciones linfocitarias, permitird por medio de un indice
evaluar la condicion inmunoldgica de los pacientes; a mayor indice mejor estara el
estado inmunoldgico del paciente.

Por otra parte, también se debe mencionar que esta investigacion, posee un valor
importante debido a que son pocos los estudios que se han realizado sobre las
proporciones de linfocitos TCD3, TCD4+, TCD8+ e indice TCD4+/TCD8+ en los
pacientes con Periodontitis Cronica de moderada a severa con respecto a su estado
inmunoldgico, por esta razon este estudio se enfoca desde este punto de vista para
ampliar las lineas de investigacion.

Con respecto a los resultados que se obtengan se podra de una u otra manera
analizar la patogenia de la enfermedad periodontal y en un futuro moderar o

intervenir la respuesta inmunoldgica.



CAPITULO Il
MARCO TEORICO

Antecedentes

En el afio 1987 Reinhard A.y colaboradores, fueron los pioneros en este tipo
de investigacion, donde realizaron un trabajo con 31 pacientes adultos con
Periodontitis recurrentes para cuantificar las subpoblaciones de linfocitos in situ entre
zonas periodontalmente estables, dichos pacientes se encontraban en la fase de
mantenimiento de la terapia periodontal. SO6lo 20 de estos pacientes fueron
seleccionados para reunir todo el criterio clinico y para completar toda una
evaluacion histoldgica y de sangre periférica. A los mismos se le determind el nivel
de insercidn profundidad de sondaje y recesion gingival.

En las zonas en donde se encontraba activa la enfermedad se observaron en
mayor cantidad las células B en relacion con las zonas sanas. Aun cuando las
caracteristicas clinicas son similares; la reduccién de la relaciéon T/B es evidente y se
le atribuye al predominio de células B. Estos resultados son consistentes con la teoria
de activacion policlonal de células B, la cual asume que mitégenos encontrados en
bacterias periodontopatogenas no estimulan especificamente a linfocitos B para
proliferar y producir inmunoglobulinas y/o linfoquinas dominando el incremento de
inflamacion y destruccion de tejido.

Las células B fueron frecuentemente encontradas en bandas de agregados y
asociados con las areas de degeneracion avanzada de colageno.

Afos mas tarde se realizd un estudio que tiene relacion con la presente
investigacion, la cual fue realizada en 1993, y pretendia determinar la proporcién
anormal de las células T en sangre periférica en los pacientes con enfermedad
periodontal. Para la ejecucion de este proyecto se tomaron muestras de sangre

periférica de 8 pacientes con periodontitis del temprano-inicio (EOP), de 8 pacientes



con periodontitis de tarde-inicio (LOP), y de 17 sujetos sanos (HS) fueron
determinadas por analisis de la inmunofluorescencia usando y& T de la sangre
periférica en contra de células y& T de un anticuerpo monoclonal (TCR-81) esto
estudia las cualidades de la poblacion de células en pacientes con enfermedad
Periodontal. La distribucion de las proporciones de células yd T en pacientes con
EOPy LOP fue establecida como una media para una y otra, mas amplias que la de
los HS; sin embargo, no habia diferencia significativa en la proporcion de celulas yd
T entre cada grupo. Una parte anormalmente elevada de células y6 T de la sangre8
periférica resulto en las células T las cuales se encontraban elevadas (> 9.90%) y fue
observada en 37.5% de los pacientes de EOP y de los pacientes del LOP. Una
proporcion anormalmente baja (< 5.57%) fue observada en el 50% de los pacientes de
EOP y en el 25% de los pacientes del LOP. El acontecimiento més grande es la
diferencia alta o baja de las proporciones de las células yo T, las cuales eran
significativas entre EOP y HS, y entre EOP + LOP y HS. También se observé que no
habia correlacion entre la proporcién de células yd T, edad y los otros pardmetros
clinicos del estado Periodontal. Al final de este estudio se llego a la conclusion de que
existe una proporcion anormal de células yd T, la cual es detectada con frecuencia en
pacientes con enfermedad Periodontal. Estos resultados concuerdan con el papel
propuesto de las células yo T para desempefiar un rol Gnico ya que es la primera linea
de defensa contra infecciones en el cuerpo.(Nagai A. y Col 1993).

Posteriormente en 1995, fue emprendido un estudio para determinar si existia
la posibilidad de que una anormalidad fenotipica de la subpoblacién de linfocitos
sistemico o de su funcion de los linfocitos en sangre periférica esta implicada en la
etiologia de los pacientes con EOP. Para la realizacion de este estudio se tomaron
catorce (14) pacientes con periodontitis juvenil (JP), 18 con Periodontitis de progreso
rapido (RPP), 22 con periodontitis del adulto (AP), y 33 con un periodonto saludable
(HP) para que participaran en el mismo. Los subconjuntos de linfocitos fueron
determinados usando los paneles de los anticuerpos monoclonal (MABS) y del flujo

fluorescente por citometria. La blastogénesis de las células T fue evaluada por [3H]
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la captacion del tymidina. La introduccién de agentes mitogenicos en el saco indujo
inmunoglobulinas G (IgG) en el mismo, a demas de la sintesis de IgM, las cuales
fueron detectadas unidas a las enzimas y en el ensayo inmunoabsorbente habia
distribuciones amplias de valores en todas las examinaciones entre sujetos. Ninguna
diferencia significativa se podria encontrar entre los pacientes con periodontitis y los
del grupos HP con la excepcidn de un alto cociente CD4+/CD8+ en todos los grupos
del paciente (p < 0.000 i) y los porcentajes deprimidos de las células positivas CD3
conocidas en el grupo paciente con AP (p < 0.0001). Estos resultados sugieren que la
mayoria de los pacientes con EOP no muestran una diferencia significativa en los
perfiles de los linfocitos para con los pacientes con AP y los sujetos con HP, y que en
esos linfocitos no siempre se ven los trastornos celulares, incluso en los pacientes de
EOP. (Takahashi K'y Col. 1995).

Mas tarde en 1998 se ejecutd una investigacion en la que se determind la
produccion anormal de citoquinas por la activaciéon de los linfocitos T en pacientes
con Periodontitis juvenil o de inicio temprano. Aqui se tomo en cuenta la importancia
del sistema inmune en la patogenia de la Periodontitis, para asi poder caracterizar mas
lejos la disfuncién inmunoreguladora posible que podian existir en las células
mononucleares de la sangre periférica (PBMC) en pacientes con periodontitis, por
esta razon se investigaron aspectos funcionales de PBMC de los pacientes con
periodontitis de ataque temprano (EOP) vy los pacientes con periodontitis del adulto
(AP). Comparados los controles, se observd una respuestas proliferativa disminuidas
de PBMC de pacientes con EOP después de la estimulacion con un estimulo
mutagénico (phytohemagglutinin). Para investigar si esta anormalidad refleja una
modulacion en la produccion de Citoquinas, se midié la produccién in vitro de
interleuquina IL-3, IL-5, macrofago (GM-CSF), e interferones - y (IFN-y) por PBMC
activados. PBMC en los pacientes con EOP expresd niveles significativamente
disminuidos de IFN-y en respuesta al estimulo mutagénico. La secrecién de IFN-y
reducida era asociada con IFN-y disminuido e IL-2 la expresion del RNAm en estas
células, asi como la expresion superficial disminuida de HLA-DR en los monocitos.
Por otra parte también se observaron niveles perceptiblemente més altos de IL-5y de
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GM-CSF en el mismo sistema usando PBMC en pacientes con AP. Estos eran
comparables a los niveles observados en los pacientes con asma alérgica. Estos datos
implicaron que esto se encuentra esta asociado con la disminucion de TH1-y como la
expresion de citoquinas y que la respuesta de PBMC en los pacientes con AP es
predominantemente Th2/ThO en la naturaleza. (Sigusch de T.y Col. 1998).

En el mismo afio 1998 Morgado y Mufioz realizaron una investigacion
denominada “Estudio inmunohistoquimico de la enfermedad periodontal
(Periodontitis)” dicho trabajo consisti6 en un estudio inmunohistoquimico con
anticuerpos monoclonales CD8+ en 20 pacientes de los cuales 13 eran del sexo
femenino y 7 del sexo masculino con un promedio del grupo etario entre el rango de
41 a 50 afios de edad; los pacientes fueron clasificados de acuerdo al indice
periodontal de Russell, dando como resultado que 17 presentaron una enfermedad
periodontal destructiva tanto inicial como establecida y 3 presentaron una gingivitis
simple. En este estudio se usaron dos técnicas de coloracion, una técnica de
Hematoxilina-Eosina y la de Streptavidina-Biotina en los cortes de encia obtenidos de
los pacientes seleccionados. En los analisis histopatolégicos se observo la existencia
de un 100% de infiltrado inflamatorio de tipo mononuclear y epiteliotropismo
positivo (+). En el 75% de los cortes la distribucién del infiltrado inflamatorio se
ubico en 1/3 (+1), seguido de un 25% en 3/3 (+3) y un 10% en 2/3(+2);
independientemente del tipo de lesion periodontal.

Los resultados de esta investigaciéon arrojaron como conclusion que en los
cortes tefiidos con Streptavidina-Biotina se observd escasa presencia de células T
CD8+ dentro del infiltrado.

Dos afios mas tarde Seguier S y Col. realizaron un estudio comparativo y
cuantitativo por immunohistoquimica y analisis automatizado de la imagen de las
fibras de colageno y las células inflamatorias en los tejidos gingivales humanos
saludables y enfermos. En donde los mismos tenian como base para la ejecucion de
dicha investigacion que la enfermedad Periodontal histolégicamente es caracterizada
por la degradacion de los componentes extracelulares de la matriz asociados a una

infiltracion gingival de las poblaciones de células inflamatorias. EI propdsito de esto
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en el estudio in situ era cuantificar subconjuntos celulares inflamatorios y la fraccion
de area (AA%) que se ocupo por fibras de colageno en el tejido gingival saludable y
enfermo a nivel del tejido conjuntivo para investigar la asociacion, si que pudiera

existir, entre la pérdida de colageno y el infiltrado celular inflamatorio.

El método que se utilizé fue parafina en las secciones gingivales del tejido
fino, a partir de 10 pacientes sanos del grupo control (C), 9 pacientes con gingivitis
(G), y 10 pacientes con Periodontitis crénica severa (P) y los anticuerpos contra
CD45, CD3, CD8, CD20, CD68, TIA-1, y las moléculas de GrB donde por medio de
la técnica de la immunohistoquimica, las fibras del coldgeno fueron manchadas
usando el sirius F3Ba rojo. Las evaluaciones cuantitativas de los nimeros de las
células inflamatorias y el AA% ocupado por las fibras del colageno fueron realizadas

por el morphometric y el analisis automatizado de imagen.

Esta investigacion arrojo como resultado que en el grupo P, los anticuerpos
CD45+, CD20+, CD68+, TIA-I+, y GrB+ aumentaron los numeros celulares
significativamente (P <0.05) cuando se compard con los del grupos C y los del grupo
G. El estudio presente revel6 las diferencias significativas (P <0.01) entre los medios
de AA% observadas en el grupo C (63%), grupo G (46%), y grupo P (26%), y se
observo que las AA% entre los grupos G y P se presento una correlacion inversa con
los nimeros de TIA-1 + las células (P <0.01) y células de GrB+ (P <0.01 y P <0.05,
respectivamente).

Al finalizar este estudio se mostré que existian grandes diferencias en el
numero de los subconjuntos de las células inflamatorias distintas segun la severidad
de la enfermedad periodontal e hizo pensar que la activacion de las células citotoxicas
podria tocar al papel giratorio en la pérdida de fibras de colageno observada durante
estos estados patoldgicos. Durante la periodontitis, la pérdida de coladgeno se puso en
correlacion significativamente con los nudmeros de subconjuntos celulares
inflamatorios. Finalmente, la evaluacién cuantitativa del fragmento del area ocupada
por fibras de colageno del tejido gingival puede reflejar la severidad clinica de la
enfermedad periodontal.
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En el mismo afio, Chinea E y cols., elaboraron un estudio descriptivo para
evaluar la inmunidad celular, la muestra estuvo conformada por 57 pacientes sin
distincion de sexo, en donde se cuantificaron subpoblaciones de linfocitos CD3+,
CD4+, CD8+ e indice CD4+/CD8+ en sangre periférica mediante la técnica opti-cim,
en el mismo se pudo observar un deterioro de la inmunidad celular periférica (células
CD3+ y CD4+), manteniéndose los CD8+ dentro de los valores normales al igual que
el indice CD4+/CD8+. No se pudo evidenciar cambios significativos en las
subpoblaciones del grupo afectado.

Un afo mas tarde en Agosto del 2001 Petit M D y cols., realizaron un
analisis del fenotipo y la funcion de las células T en sangre periférica, para estudiar
la inmunidad celular en respuesta de la patogenia de la enfermedad periodontal. En el
estudio escogieron 2 grupos de pacientes: uno constituido por 16 pacientes altamente
susceptibles con periodontitis severa y un grupo control. Los resultados arrojaron que
el nimero de células CD3+ CD4+ y CD8+ asi como también el radio CD4/CD8 y la
capacidad proliferativa de las células T, no fueron diferentes entre los 2 grupos de
sujetos.

Durante el mismo afio (2001), meses mas tarde Emingil G y cols., elaboran
otro estudio donde determinaron el fenotipo y la actividad funcional en sangre
periférica de células mononucleares (PBMC) en pacientes con periodontitis agresiva
y Periodontitis Cronica. Se realizo el contaje de células T CD3+, CD4+, CD8+ y de
células B (CD19+) las cuales fueron analizadas por medio de la citometria de flujo
usando anticuerpos monoclonales. Los resultados demostraron que no hubo
diferencias significativas en el contaje de células mononucleares (PBMC) en ambos
grupos con la excepcion de una disminucion relativa de células CD3+. En este
estudio se concluyo que los pacientes de ambos grupos tienen cantidades similares de
células inmunes comparadas con los sujetos saludables, ademas existe una reducida
actividad funcional de esas células lo cual puede deberse a la existencia de defectos
en los mecanismos inmune celular por la susceptibilidad a la enfermedad periodontal.

Mas tarde Ocampoy Rodriguez en el afio 2003 realizaron un estudio llamado

“Caracterizacion de linfocitos T gingivales en pacientes con Periodontitis agresiva”
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el cual tenia como finalidad determinar la localizacion y distribucion de los
linfocitos T en el tejido gingival afectado de pacientes con Periodontitis agresiva y
gingivitis Inducida por Placa Bacteriana. Las biopsias se obtuvieron de 20 pacientes
entre 18 y 41 afios de edad y fueron procesadas para estudios histopatoldgicos e
inmunohistoquimicos. Los linfocitos T gingivales (CD3+), las células T ayudadoras
(CD4+) y las T supresoras-citotoxicas (CD8+) fueron identificadas usando
anticuerpos monoclonales y la técnica de inmunoperoxidasa. EIl infiltrado
inflamatorio en gingivitis inducida por placa fue escaso y se localizo principalmente
en la lamina propia debajo del epitelio surcular y de union, y estuvo dominado por
linfocitos T, mientras que en las biopsias de Periodontitis agresiva se localizo
primordialmente en el tejido conectivo profundo, debajo del epitelio de la bolsa y
estaba compuesto de linfocitos y células plasmaticas. El porcentaje de células CD3+
disminuyo en la Periodontitis agresiva, al compararlo con la gingivitis producida por
placa, como consecuencia de una reduccion de las células CD4+ especialmente. Estos
hallazgos sugieren un papel inmunoregulador de las células T en la patogénia de la

enfermedad periodontal.

Bases Tedricas
Periodontitis

La Periodontitis es una enfermedad inflamatoria del periodonto que se
caracteriza por destruccion progresiva de los tejidos que sostienen el diente. Su
etiologia principal esta constituida por una serie de infecciones microbianas mal
definidas, que pueden estar compuesta por alguna de las 300 especies bacterianas que
se han reconocido en la cavidad oral.

La gravedad de la enfermedad periodontal aumenta progresivamente con la
edad de manera directa, siendo entre lo 35 y 40 afios la edad promedio del adulto en
la que se entra en la fase inicial de la enfermedad periodontal destructiva, (National
Institute of Dental Research —NIDR).

La enfermedad se considera que se desarrolla en episodios periddicos,

relativamente cortos, ocasionando destruccion tisular rapida, seguida por reparo y
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periodos prolongados de remision. El resultado de la destrucciéon tisular exhibe un
patron simétrico de pérdida de hueso alveolar y formacion de sacos, a pesar de la
distribucion aparentemente desordenada de los episodios de la actividad de la
enfermedad, el cual es comun en varias de las formas de Periodontitis, aunque la
distribucion de los dientes més afectados pueda variar entre las enfermedades y la
condicion de los pacientes.

La invasion de las bacterias hacia el interior de los tejidos desde el fondo del
saco es muy comun, evidenciada por recurrencia de bacteriemias en pacientes con
Periodontitis seguido a la masticacion o a procedimientos de higiene oral, sin
embargo es importante diferenciar la invasion pasiva de bacterias en los tejidos
periodontales de la invasién activa, como puede ocurrir en una infeccion aguda, ya
que las implicaciones patoldgicas son completamente diferentes. (Lisgarten 1996)

Es importante resaltar que ninguna persona se encuentra exenta de padecer
cualquiera de los tipos de enfermedad periodontal existentes, siendo menos frecuente
la aparicion de la misma en los pacientes que presentan edades por debajo de los 19
afios, evidenciando mayor recurrencia y severamente después de los 35 afios de edad.
La informacidon que se tenia antes de realizarse un estudio integral de la odontologia,
era que en Venezuela la poblacion por encima de los 7 afios, tenia una prevalencia de
la enfermedad de 2 de cada 3 individuos venezolanos, padeciendo la enfermedad en

diferentes grados.

Factores etiologicos de la Periodontitis:

Los factores etiologicos de la enfermedad periodontal por lo general se
clasifican en locales y generales, aunque se correlacionan sus efectos. Los factores
locales son los relacionados estrechamente con el periodonto, los cuales pueden
causar inflamacion, que es proceso patologico iniciador de la enfermedad
periodontal, en cuanto a los factores generales estan relacionados con el estado de
salud general del paciente, el cual contribuird junto con los factores locales a la
reaccion de los tejitos, por lo que el efecto de los irritantes locales pueden ser

agravados en gran medida por situaciones generales desfavorables. (Carranza-2003)
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Siguiendo el mismo orden de ideas, Ramfjord (1989) divide estos factores de
la siguiente manera: factores iniciadores que son los responsables del desarrollo de la
enfermedad (placa bacteriana, calculo y bacterias) y los factores modificadores que
son los que alteran la respuesta inflamatoria del terreno. Estos Gltimos los clasifica en
extrinsecos que acttan localmente y los intrinsecos que son los de origen sistémico y
general. (Bascones- 1992).

Por otra parte, también es necesario destacar que a través de los afios se
crearon diferentes tipos de clasificacion para organizar y dar nombre a los diversos
trastornos y entidades patoldgicas periodontales, pero la clasificacion de Periodontitis
mas aceptada es la de la Academia Americana de Periodontologia (A.A.P.) 1999:

= Periodontitis Crénica:

Localizadas < 30 % de sitios involucrados.

Generales > 30 % de sitios involucrados.

Incipiente- Moderada- Severa.

= Periodontitis Agresiva:

Localizadas < 30 % de sitios involucrados.

Generales > 30 % de sitios involucrados.

Incipiente- Moderada- Severa.

= Periodontitis asociada a Manifestaciones Sistémicas:
Desordenes hematoldgicos y genéticos.

» Enfermedad Periodontal Necrotizante.
-Gingivitis Ulcerativa Necrotizante.
-Periodontitis Ulcerativa Necrotizante.

= Abscesos del Periodonto
-Absceso Gingival, Periodontal o Pericoronal.

= Lesiones Endoperio.

= Deformidades del Desarrollo o Adquirida
-Relacionada a dientes.

-Deformidades Mucogingivales.

-Trauma Oclusal Primario y Secundario.
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Es de conocimiento actual que la enfermedad gingival y periodontal son
producidas por la acumulacion de placa y las bacterias de esta las causantes por si
mismo o por sus productos de caracteristicas patoldgicas de los cuadros, pero el
huésped desarrolla un mecanismo de defensa que hace que se active un sistema
inmunitario e inflamatorio completo.

Estas enfermedades comienzan con una inflamacion en la encia y que se
extiende a las estructuras periodontales del diente.

Esta alteracion se puede dividir en gingivitis y Periodontitis sobre la base de la
pérdida de insercion en su progresion hacia apical de la linea amelocementaria. Por
ello, las gingivitis se localizan a nivel de la encia y la Periodontitis afecta al resto de
los tejidos de sostén del diente, como lo son: cemento, ligamento periodontal y hueso
alveolar. A pesar de que la gingivitis y la Periodontitis se agrupen juntas, a su vez se
diferencian en que se desarrollan en distintos estadios de la misma enfermedad y
ademas se consideran como las afecciones mas frecuentes dentro de las enfermedades
que se desarrollan en el organismo del ser humano.

La acumulacion y progresion de la placa dentobacteriana dentro de la cavidad
bucal hace que gradualmente la enfermedad evolucione de una gingivitis a una
Periodontitis en la mayoria de los casos, aunque también es posible encontrar una
gingivitis que persista por mucho tiempo y no progrese a Periodontitis, ya que la
cantidad de placa acumulada no es directamente proporcional al efecto que esta
ejerce sobre los tejidos.

Los estudios sobre el desarrollo de la enfermedad periodontal han tenido
como base principal las caracteristicas ultraestructurales y de histopatologia de la
encia en cada una de las etapas del desarrollo de dicha patologia.

En la actualidad se conoce con certeza que los diferentes tipos de enfermedad
periodontal se encuentran intimamente relacionados con los mecanismos de defensa
del huésped, debido a que en el desarrollo de la enfermedad periodontal en cualquiera
de sus tipos existe una interaccion entre los microorganismos y los mecanismos de

respuesta del huésped, representados por los mecanismos inmunopatol6gicos. Los
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microorganismos son los encargados de producir antigenos, los cuales a su vez van a

desencadenar una respuesta por parte del huésped. (Bascones, 1992)

Patogenia de la Enfermedad Periodontal:

Los leucocitos PMNs son las primeras células que reaccionan ante la
presencia de antigenos para desencadenar la respuesta del huésped. La poblacion de
PMNs es reemplazada progresivamente por células redondas de tipo linfocitos,
células plasmaticas y macréfagos respectivamente. Los mastocitos, eosinofilos y
basofilos también participan en la respuesta inmunoldgica del huésped, aparecen en
escena diferentes mediadores quimicos de la inflamacion, entre las cuales se deben
mencionar los leucotrienos (sustancias lentas de anafilaxis), prostaglandinas,
anafilotoxinas y monoquinas. Todo el comportamiento de la red inmunoldgica esta
dirigido principalmente por los macréfago, los cuales estimulan a los linfocitos T
para que secreten dos citoquinas proinflamatorias, IL-1 y el factor de necrosis
tumoral (TNF), los cuales cumplen un papel protagonista en la destruccion de los
tejidos periodontales. La IL-1 se encuentra en dos formas activas, IL-1a e IL-1, las
cuales son codificadas a su vez por genes separados. Las dos son moléculas de tipo
proinflamatorias potentes y son los principales constituyentes de lo que alguna vez se
[lamo *“factor activador de osteoclastos”. En la familia de la IL-1 también se
encuentra el antagonista del receptor de IL-1 (IL-1ra) que se une al receptor de IL-1
sin estimular la célula huésped. ElI TNF al igual que la IL también se encuentra en
dos formas las cuales son TNF o y TNF B. El TNF o comparte muchas de las
actividades bioldgicas de la IL-1, sin dejar atras la estimulacion de la reabsorcion
Osea.

Por otra parte cabe destacar que ademas de todas las reacciones anteriormente
mencionadas la Periodontitis Crénica se caracteriza por afectar directamente la
activacion de la via alternativa, con degradacion de C3 y B a nivel de los liquidos
gingivales. Esto a su vez hace pensar que, aunque se forman anticuerpos especificos

contra el patdgeno en la Periodontitis Cronica, no predomina la activacion de la via
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clasica del complemento por procesos en los que hay union antigeno-anticuerpo.
(Carranza 2003).

Cuando el 60% del volumen del epitelio de union esta constituido por PMNs,
se puede observar como el mismo se desprende de la superficie radicular.
Clinicamente es importante que el profesional entienda que este fenémeno que se esta
presentando de destruccion del aparato de sostén y profundizacion del surco normal
para convertirse en patologico, es totalmente independiente del grado de inflamacion.
Al examen clinico se puede observar un aspecto exterior totalmente normal, pero este
proceso patoldgico se puede estar produciendo en el interior.

El exudado inflamatorio estara formado por la acumulacion de los
componentes séricos, la fibrina, los hematies y los granulocitos. La respuesta se
presenta ya a los 2-4 dias de la acumulacion de la placa (lesion inicial) y constituye la
gingivitis aguda. Esta respuesta puede ser protectora o destructiva. La naturaleza del
huésped hara que esta lesion involucione o evolucione hacia una lesion inflamatoria
cronica.

La liberacion de histamina, 5 hidroxitriptamina, quininas, componentes del
complemento y prostaglandinas aumentaran la permeabilidad vascular. La histamina
puede derivar de las células endoteliales plaquetas o los mastocitos. Los mastocitos al
desgranularse producen por los efectos bacterianos directos endotoxicos, complejos
inmunes pépticos y enzimas proteoliticas, asi como por la hipersensibilidad inmediata
mediada por IgE.

Después de conocer lo anteriormente se expuesto se procedera a explicar de
una forma mas especifica como es la respuesta inmunoldgica del huésped ante un
proceso infeccioso.

La respuesta inmunoldgica del huésped se encuentra mediada por dos
fendmenos bioldgicos que conducen a la de dos variedades inmunoldgicas: la
humoral y la celular. La primera célula en actuar es el macréfago, el cual procesa al
antigeno, lo condensa y posteriormente lo presenta al linfocito.

Dentro de la medula 6sea roja se diferencia la célula madre o pluripotencial,

en sus dos vias: una hematopoyetica que va a conduce a la formacion de celulas
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sanguineas no linfoides como plaquetas, eritrocitos, macréfagos y las llamadas
“Natural Killer Cells”; y la otra via que lleva a la formacion de las células del sistema
linforeticular que a su vez dan origen a las células del tejido linfoide,
especializandose luego en linfocitos T ayudadores y favoreciendo a la diferenciacion
de otro tipo de células. En la via linfoide se pueden diferenciar los linfocitos B, que
terminaran dando lugar a células plasmaticas, encargadas de sintetizar las
inmunoglobulinas o anticuerpos. (Mufioz-1991).

En los mamiferos los linfocitos B son generados primeramente en el higado
fetal y luego en la medula 6sea, cuando esta se convierte en el tejido hematopoyético
primario. Los precursores de los linfocitos B son las células especializadas que se
forman a partir de las células madres y que permanecen en la medula 6sea, cuya
maduracion ocurre en la medula 6sea en dos fases: una independiente y otra
dependiente del contacto con un antigeno.

Las celulas pre-B inician la primera fase; las mismas son células grandes,
carentes de inmunoglobulinas citoplasmaticas y de superficie, las cuales se dividen y
dan lugar a las inmunoglobulinas M (M+), en el citoplasma s reordenan los genes
que codifican las cadenas pesadas y después los responsables de codificar las cadenas
livianas de la inmunoglobulina. Al completarse el reordenamiento, en su superficie
las células expresan cadenas de inmunoglobulinas. Convirtiéndolas en células B
maduras con capacidad de interactuar con antigenos y de captar sefiales reguladoras
de linfocitos T para asi poder proliferarse y diferenciarse, ademas de presentar
numerosas moléculas en su superficie relacionadas con las capacidades funcionales.

Luego los linfocitos B abandonan la medula 6sea y se ubican en el tejido
linfoide periférico.

No esta claramente definido el proceso de maduracion de los linfocitos T, no
obstante cuando dejan el timo ya han sido dispuestos para actuar como reguladores en
la funcién inmunoldgica por medio de el aparato transductor (TCD3+) que va a ser el
facultado de la transmision de la informacion hacia las células, lo cual conlleva a la
estimulacion de la respuesta inmunolégica por los linfocitos TCD4+ (ayudadores) o a

la eliminacion de la misma por medio de los linfocitos TCD8+ (supresores). Estas
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células estan ademas totalmente dotadas para el reconocimiento de los antigenos,
interaccion con receptores y todas las demas funciones propias de los linfocitos T.
(Carranza- 2003).

Ademas de el receptor de linfocitos T durante su desarrollo intratimico
adquieren una estructura conformada por dos grupos de proteinas: la primera llamada
Ti constituidas por dos moléculas () parecidas a las cadenas de inmunoglobulinas; la
segunda denominada T3 que tiene tres moléculas (3,e,y) de menor peso molecular.
Dicho receptor constituye el sitio de unién de los antigenos y las moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad (CMH). Los anticuerpos monoclonales son
un derivado homogéneo de una unica clona celular B, con los han definido
subpoblaciones funcionales de linfocitos T y marcadores de superficie de ciertos
grupos de estas células.

Para iniciar la respuesta inmulogica deben existir 4 tipos de células
inmunoldgicas competentes: las células presentadoras de antigenos APC, los
linfocitos B maduros, los linfocitos T CD4+ ayudadores o inductores y los linfocitos
T CD8+ supresores 0 citotoxicos.

Las células especializadas captan el antigeno, tanto por el sistema monoclonal
fagocitario como por otras células con funcion de APC. Se cumple asi el
procedimiento antigénico y las células presentadoras de antigeno profesional (APPC)
las cuales transfieren la informacion sobre sus caracteristicas a los linfocitos CD4+,
en algunos casos la informacion pasa directamente a los linfocitos B, esto sucede con
los llamados antigenos timo independiente.

Los linfocitos CD4+ inducen a la activacion de los linfocitos CD8, de los
linfocitos B y de otras subpoblaciones de linfocitos T, dando como consecuencia de
esto, que los linfocitos CD8+ se involucren en la respuesta produciendo sefiales
supresoras dirigidas hacia los linfocitos CD4+, linfocitos B y APC, diferenciandose
en células citotoxicas especificas para el Ag. Dichas sefiales reguladoras emitidas los
CD4+ y CD8+ ayudan a la activacion de los linfocitos B y a la produccion de
anticuerpos especificos. La respuesta de hipersensibilidad retardada es producida por

la otras subpoblaciones de linfocitos T (CD4+ THL1 y 2) que se activan y producen
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diversas linfoquinas cuyo funcién es la de reclutar el mayor nimero de elementos
celulares para intentar la eliminacion del antigeno.

Existen valores normales en sangre periférica para los linfocitos T, los mismos
son medidos en forma porcentual, segun Abbas (2002) y Roitt (2000) son:

Linfocitos T (TCD3+): 65-80%.

Linfocito TCD4+: 50-60%.

Linfocito TCD8+: 20-25%.

indice TCD4+/TCD8+:1-2.1 ( estado inmunoldgico del paciente)

El primer método puesto en practica que actualmente es de uso generalizado
para la produccion de anticuerpos homogéneos o monoclonales de especificidad
conocida fue descrito por George, Kholer y Cesar Milstein en 1975. Esta técnica se
basa en el hecho de que cada linfocito B produce anticuerpo para una Unica
especificidad. Esto se lleva a cabo mediante fusién celular o hibridacion de células
somaticas entre una célula B productora de anticuerpo normal y una celula de
mieloma seguido de la seleccion de la células fusionadas que secretan el anticuerpo
de la especificidad deseada derivado de la célula B normal. Estas lineas celulares
derivadas de la fusién, inmortalizadas y productoras de anticuerpos se denominan
hibridomas, y los anticuerpos que producen reciben el nombre de anticuerpos
monoclonales. (Abbas-2002)

En inmunologia su aplicacion ha permitido localizar glucoproteinas de
membrana con las que se ha logrado identificar, enumerar y purificar subpoblaciones
de celulas involucradas en la respuesta inmunoldgica, usando el microscopio de
fluorescencia o el citometro de flujo, instrumento con capacidad para controlar y/o

separar subpoblaciones de linfocitos. (Bascones-1992).

Citometria de Flujo

La Citometria de Flujo (CMF) es una técnica de andlisis celular
multiparamétrico cuyo fundamento se basa en hacer pasar una suspension de
particulas (generalmente células) alineadas y de una en una por delante de un haz de

laser focalizado. El impacto de cada célula con el rayo de luz produce sefiales que
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corresponden a diferentes parametros de la célula y que son recogidos por distintos
detectores. Estos convierten dichas sefiales en sefiales electronicas que posteriormente
seran digitalizadas para permitir la medida simultanea de varios pardmetros en una
misma célula. Estos parametros son:

- Pardmetros relacionados con caracteristicas intrinsecas de la célula, como su tamafio
y la complejidad de su nucleo y citoplasma.

- Parametros relacionados con caracteristicas antigénicas de cada célula
(inmunofenotipo).

Por lo tanto la CMF es capaz de identificar una célula por medio de sus
caracteristicas antigénicas y/o por sus caracteristicas morfoldgicas de tamafo y
complejidad.

Por otra parte, cabe destacar que es una técnica sencilla que se aplica en la rutina
diaria de muchos laboratorios clinicos y de investigacion, capaz de proporcionar
resultados de forma rapida que pueden ser aplicables al diagnostico. Gracias a su gran
especificidad es capaz de distinguir entre varias poblaciones celulares diferentes, y
detectar una poblacion celular en una muestra en la que predominan otras poblaciones
celulares mayoritarias. Pero la principal caracteristica de la CMF es que puede ofrecer
informacién simultanea de varios parametros de cada una de las células analizadas y
la relacion entre los parametros de una célula y los de otra célula también analizada.
Permite el andlisis de dos parametros de dispersion, SSC/FSC vy tres de fluorescencia

(en equipos con un solo laser), FI1, FI2 y FI3, y de una cuarta fluorescencia en

equipos con dos laseres. (http://www.citometriadeflujo.com)

Las sefiales producidas por la interaccién de las células con el haz de luz son
de dos tipos:

-Sefiales de dispersion.

- Sefiales de fluorescencia.

a) Sefales de dispersion: La dispersion resulta de la interaccion de la luz con
una particula que produce un cambio de direccion (no de la longitud de onda) en
todas las direcciones del espacio. Las caracteristicas morfoldgicas que determinan la
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dispersion de la luz son fundamentalmente el tamafio celular, la membrana, el ndcleo
y el material granular del interior de la celula, llamado complejidad. En  los
Citometros de Flujo se miden dos fracciones de  dispersion:
-La luz dispersada en angulo conico pequefio (0-10°) que casi coincide con la
direccion de la luz incidente, llamada FSC (Forward Scatter). Es una medida
proporcional al tamafio de la particula que produce la dispersion.
-La luz dispersada en angulo recto llamada SSC (Side Scatter). Es proporcional a la
complejidad de la  estructura interna de la  particula.  (http:

[Iwww.citometriadeflujo.com)

b) Sefiales de Fluorescencia: Un fluorocromo es una molécula quimica que
absorbe luz a una determinada longitud de onda (energia) y emite a una longitud
superior (menor energia). El espectro de absorcidn o excitacion es el rango sobre el
que un fluorocromo absorbe luz, y el espectro de emisién es el rango sobre el que un
fluorocromo emite luz. Cuando un fluorocromo interacciona con la luz de excitacion
procedente del laser emite energia radiante. Debido a que parte de la energia se utiliza
para la absorcién, la luz emitida es de menor energia que la luz de excitacién, es decir
la longitud de onda emitida es mayor. La diferencia entre la longitud de onda de
absorcion y emision se denomina Stokes Shiff. Los citometros de flujo permiten
detectar sefiales de fluorescencia procedentes de complejos Antigeno/Anticuerpo
marcados con un fluorocromo y situados en una célula, siendo la cantidad de sefial de
fluorescencia emitida igual a la proporcion de la cantidad de componentes

fluorescentes de la particula.

Caracteristicas De La Citometria De Flujo

La CMF es una técnica sencilla que se aplica en la rutina diaria de muchos
laboratorios clinicos y de investigacion, capaz de proporcionar resultados de forma
rapida que pueden ser aplicables al diagnostico. Gracias a su gran especificidad es
capaz de distinguir entre varias poblaciones celulares diferentes, y detectar una

poblacion celular en una muestra en la que predominan otras poblaciones celulares
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mayoritarias. Pero la principal caracteristica de la CMF es que puede ofrecer
informacidn simultanea de varios parametros de cada una de las células analizadas y

la relacion entre los parametros de una célula y los de otra célula también analizada.
Permite el andlisis de dos parametros de dispersion, SSC/FSC vy tres de fluorescencia
(en equipos con un solo laser), FI1, FI2 y FI3, y de una cuarta fluorescencia en

equipos con dos laseres.

Ventajas e Inconvenientes De La Citometria De Flujo

Debido a la necesidad de utilizar una suspension de particulas (células,
nucleos, cromosomas, etc.), para ser leidos de una en una hace que se pierda
informacidn sobre la arquitectura de los tejidos que componen las células o de las
propias células, asi como la interaccién entre estas y el medio que las rodea (patrones
nodulares o difusos de los linfomas). Frente a este inconveniente la CMF presenta
multiples ventajas frente al microscopio de fluorescencia y las técnicas citoquimicas,
como:
- Posibilidad de empleo de multiples marcajes frente a un solo marcaje de la
citoquimica y la microscopia de fluorescencia.
-Posibilidad de analizar un elevado nimero de particulas en un corto periodo de
tiempo (5000 particulas/segundo).
- Posibilidad de cuantificar la intensidad antigénica por medio de los canales medios
de fluorescencia.
- Mayor sensibilidad y objetividad que le permiten detectar enfermedad minima
residual y caracterizar poblaciones celulares poco abundantes en condiciones
normales como los basofilos.
- Posibilidad de analizar poblaciones celulares y epitopos celulares. - Permite
almacenar informaticamente la informacion del analisis para poderla utilizar en
cualquier momento y reanalizar analisis hechos con anterioridad.
- Posibilidad de cuantificar las moléculas antigénicas presentes en un grupo celular.
(http: //www.citometriadeflujo.com)
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El Citometro
El citometro es un aparato capaz de medir varios parametros celulares a partir
de una suspension celular por medio la interaccion de las células con un haz de luz

laser guiadas mediante un flujo continuo. (http: //www.citometriadeflujo.com)

Esquema Facscan de BD

Esquema Facscan de BD

Componentes De Un Citometro

Bésicamente un citdmetro esta compuesto por:
a) Sistemas de fluidos:

- Inyeccion de la muestra.

- Cémara de flujo.

b) Sistemas Opticos:

- Fuentes de luz.

- Detectores.

c) Sistemas electrénicos y computadora:

- Amplificador-convertidor.

- Sistema informatico.

Representacion Grafica De Poblaciones Celulares

Los citogramas usados habitualmente tanto en la adquisicion celular como en
su analisis se presentan sobre un eje de coordenadas X/Y. Las poblaciones celulares,
representadas por agrupaciones homogéneas de puntos, se situaran en los citogramas

dependiendo de sus caracteristicas fisicas de dispersion (SSC/FSC) y antigénicas
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Definicion de Términos Basicos

Anafilotoxina: Sustancia por activacion del complemento, que causa un
incremento en la permeabilidad vascular por liberacién de mediadores con actividad
farmacoldgica.

Anticuerpo (Ab): Proteina producida como resultado de la induccion de un
antigeno y que tiene la capacidad de combinarse con el antigeno que combino su
produccion.

Antigeno (Ag): Sustancia que puede inducir una respuesta inmunitaria
detectable cuando se introduce en un animal.

Células Polimorfonucleares (PMN): Conocido también como neutrofilo o
grannulocito, un PMN se deriva de una célula hematopoyetica de la medula 6sea y se
caracteriza por un nucleo multilobulado. Los PMN emigran de la circulaciéon a un
sitio de inflamacién por quimiotaxis y actian como fagotitos de bacterias y otras
particulas.

Célula Pre-B: Células B en desarrollo presentes solo en tejido
hematopoyético que se encuentran en un estadio de maduracion caracterizado por la
expresion de cadenas pesadas citoplasmaticas Ly por cadenas ligeras sustitutivas de
Ig, pero no cadenas ligeras.

Célula Presentadora de Antigenos (APC): Célula que expone en su
superficie fragmentos peptidicos de antigenos proteicos, asociados a moléculas de
MHC, y activa a las células T especificas de los antigenos.

Citometro: Es un aparato capaz de medir varios parametros celulares a partir
de una suspensiédn celular por medio de la interaccion de las células con un haz de luz
de laser guiado mediante un flujo continuo.

Citometria de Flujo: Técnica de analisis celular multiparamétrico cuyo
fundamento se basa en hacer pasar una suspension de particulas (generalmente
células) alineadas y de una en una por delante de un haz de laser focalizado.

Complejo Mayor de Histocompatibilidad: Locus genético de gran tamafio

que consta de genes muy polimorficos que codifican las moléculas de unién al
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péptido que son reconocidas por los linfocitos T. El locus MHC contiene genes que
codifican citoquinas moléculas que participan en el procesamiento antigénico y
proteinas del complemento.

Inmunidad Celular: Forma de inmunidad adaptativa que esta mediada por
los linfocitos T y que actla como mecanismo de defensa contra los microorganismos
que sobreviven en el interior de los fagocitos o que infectan células no fagociticas.
Las respuestas de estas consisten en la activacion mediada por las células TCD4+ de
los macréfagos que han fagocitados los microorganismos, ademas de la destruccion
de las células infectadas por los linfocitos TCD8+.

Inmunidad Humoral: Tipo de respuesta inmunitaria adaptativa mediada por
anticuerpos producidos por los linfocitos B. la inmunidad humoral es el principal
mecanismo de defensa contra los microorganismos extracelulares y sus toxinas.

Linfocitos: Ceélulas mononucleares de 7 a 12um de didmetro cuyo ndcleo
contiene cromatina empacada en forma densa y el citoplasma es un anillo pequefio.
Los linfocitos comprenden a las células B y T que desempefian funciones primarias
en la inmunidad.

Linfocitos TCD3+ (aparato transductor): Encargados de la activacion de
los receptores de antigeno de las células T (TCR) y la transmision o transduccion
final de la sefial de las células.

Linfocitos TCD4+ (inductores): Ayudan en la reaccion de las células B para
que se diferencien en células plasmaticas y produzcan anticuerpos.

Linfocitos TCD8+ (citotoxicos): Estimulan la actividad citotdxica y
microbicida de las células inmunitarias.

Macrdéfagos: Célula mononuclear fagocitica derivada de los monolitos de la
medula dsea y que se encuentra en los tejidos y en el sitio de inflacién. Los
macro6fagos tienen funciones accesorias en al inmunidad celular.

Monocitos: Célula sanguinea fagocitica circundante que originan a los

macrofagos titulares.
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Periodontitis Croénica: Es una enfermedad que se caracteriza por presentar
un proceso inflamatorio que conlleva a una destruccion progresiva de los tejidos de
sosten del diente.

Respuesta Inmunitaria: Desarrollo de resistencia (inmunidad) a una
sustancia extrafia (por ejemplo, un agente infeccioso). Puede ser mediada por

anticuerpos (humoral) y mediada por células (celular) o ambas.
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Sistema de Variables.

Variable X:
La Periodontitis Crénica

Definicién Conceptual

La Periodontitis es una enfermedad que se caracteriza por presentar un
proceso inflamatorio que conlleva a una destruccién progresiva de los tejidos de
sostén del diente. (Carranza, 2003)

Variable Y:
Cantidad de linfocitos TCD3+, TCD4+ y TCD8+ en los pacientes con
Periodontitis cronica atendidos en la Facultad de Odontologia de la Universidad de
Carabobo.

Definicién conceptual

Linfocitos TCD3+: (aparato transductor) son los linfocitos encargados de la
activacion de los receptores de antigeno de las células T (TCR) y la transmision o
transduccion final de la sefial de las células.(Roitt 2000)

Linfocitos TCD4+: (inductores). Son las precursoras de las células T
colaboradoras cuyas principales funciones efectoras estan mediadas por la produccién
de citoquinas, ademas de ayudar en la reaccion de las células B para que se
diferencien en células plasmaticas y produzcan anticuerpos.(Abbas 2003)

Linfocitos TCD8+: (citotoxicos) Son las precursoras de los linfocitos T
citoliticos, cuya principal funcién efectora consiste en lisar células dianas infectadas,
y ayudan a estimular la actividad citotéxica y microbicida de las células inmunitarias.
(Abbas 2003)

Definicion Operacional

Por medio de la citometria de flujo se cuantificaran las subpoblaciones
linfocitarias TCD3+/ TCD4+/TCD8+, para luego comparar el grupo experimental con
el control.
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OPERACIONALIZACION DE VARIABLES.

OBJETIVO DE LA VARIABLE DEFINICION DEFINICION DIMENSION | INDICADORES
INVESTIGACION CONCEPTUAL | OPERACIONAL

Linfocitos CD3+: (aparato

. transductor) encargados de . . .
Subpoblaciones | ia activacion de los recep- | POr medio de la | Linfocitos

Evaluar las propor- . . ! | . . . .
. S Prop de linfocitos | tores de antigeno de las ce- | citometria de flujo | TCD3+ Citometria de
ciones de linfocitos T lulas T (TCR) y la transmi- e i
. TCD3+, TCD4+ | sion o transduccion final de | S€ cuantificaran las flujo.

subpoblaciones en
Yy subp ot y TCD8+ la sefial de las células. subpoblaciones lin-
sangre periférica, en o .

gre pe Linfocitos TCD4+: (induc- | focitarias  TCD3+, Cantidad de
los pacientes con (

. Y o - tores) Son las precursoras | TCD4+ y TCDS8+ linfocitos
Periodontitis Cr(')nlca, de las células T colabora- !

d | 4 doras cuyas principales | para luego comparar TCD3+, TCD4+
ql{e_ acuaen _a are_a funciones efectoras estan | g grupo y TCD8+ por CC3
clinica de periodoncia &« o, pJOdUCCign experimental con el | Linfocitos

e citoquinas, ademas de
de la FOUC durante el ayudar en la reaccion de las | TCD4+
: y control.
periodo Enero Febrero células B para que se
2005 diferencien en  células

plasmaticas y produzcan
anticuerpos.

Linfocitos TCD8+: (supre-
sores o citotoxicos) Son las
precursoras de los linfocitos

T citoliticos, cuya principal Linfocitos
funcién efectora consiste en
lisar células dianas infec- TCD8+

tadas, y ayudan a estimular
la actividad citotéxica y mi-
crobicida de las células
inmunitarias.

Enfermedad  inflamatoria

Periodontitis del periodonto que se carac-
L. teriza por destruccion pro-
Cronica gresiva de los tejidos que

sostienen el diente.
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CAPITULO Il
MARCO METODOLOGICO

Tipo y Disefio de la Investigacion

La investigacion que se realizd fue de tipo descriptiva (Hernandez, S. R.,
Fernandez C., & Bastidas L., P 1998.), ya que se detectaron y describieron ciertas
variables con las cuales se pudo fundamentar este estudio.

En otro contexto, cabe acotar que la presente investigacion tiene un disefio no
experimental transeccional descriptivo en donde Hernandez y Col. (1998) lo definen
como:

Los disefios no experimentales son aquellos en donde la investigacién “se

realiza sin manipular deliberadamente las variables. Es decir, se trata de

una investigacion donde no hacemos variar intencionalmente las

variables independientes. Lo que hacemos en la investigacion no

experimental es observar fendmenos tal y como se dan en su contexto

natural, para después analizarlos. (p. 184).”

Por otra parte también se debe tomar en cuenta que las variables independientes
ya han ocurrido y no pueden ser manipuladas, por esto el investigador no tiene un
control directo sobre dichas variables y no puede influir sobre ellas, ni sobre sus
efectos porque ya ocurrieron.

Los disefios transeccionales descriptivos tienen como objetivo indagar la
incidencia y los valores en que se manifiesta en una o mas variables. El
procedimiento consiste en medir en un grupo de personas u objetos una o,
generalmente, mas variables y proporcionar su descripcion (p.187). Esta
investigacion posee un disefio transeccional descriptivo, ya que en la misma se
cuantificaron las proporciones de linfocitos T (TCD3+), subpoblaciones TCD4+ y

TCD8+.



Poblacion y Muestra

Poblacion:

Para Hurtado y Toro (1997), la poblacion es el conjunto de todos los elementos o
sujetos, objeto de estudio, que poseen una serie de caracteristicas comunes que la
definen y para la cual serdn vélidas las conclusiones que se obtengan de la
investigacion.

La investigacion que se llevé a cabo tuvo como poblacion o universo a todos los
pacientes con diagnoéstico definitivo de Periodontitis cronica de moderada a severa
que acudieron al area de Periodoncia de la Facultad de Odontologia de la Universidad
de Carabobo durante el lapso Enero-Febrero 2005, sin distincion de sexo, edad, ni

procedencia, quedando conformada la poblacién por 60 pacientes.+

Muestra:

Morles (1977) define muestra como una porcién representativa de un universo o
poblacion, la cual permite generalizar los resultados de la investigacion a esa
poblacion. De la poblacion anteriormente mencionada se tomd una muestra no
probabilista intencionada que cumplié con los criterios de inclusion establecidos. El
porcentaje que se utilizo en este estudio fue del 30% de los pacientes que acudieron
en el periodo comprendido, el total de la muestra quedé conformada por 23 los cuales
estdn distribuidos de la siguiente manera: 18 pacientes periodontalmente
comprometidos y para mayor rigurosidad cientifica se tomé una muestra de 5
pacientes, periodontalmente sanos los cuales seran denominados “controles sanos”,

gue actuardn como patron de referencia con respecto a los valores ya establecidos.

Criterios de Seleccion
Criterios de Inclusion:
Se incluirén en esta investigacion:
- Pacientes con diagndstico de periodontitis crénica moderada a severa que
presente clinicamente:

> Perdida de insercion de 3 a 7 mm.
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Sangrado al sondaje.

Presencia de secreciones purulentas.
Profundidad de bolsa de 6 a 8 mm.
Perdida 6sea entre un 40 y 60%.
Moderada invasion de furca.

V V. V V V VY

Pacientes que acepten por voluntad propia ser objeto de estudio. .
(Carranza 2003).

Criterio de Exclusion
» Pacientes que estén ingiriendo antibidticos, corticoesteroides y AINES en
los ultimos 6 meses.

» Pacientes fumadores, embarazadas, alcoholicos.

A\

Pacientes que hallan recibido terapia periodontal en los Gltimos 6 meses.

> Paciente con deficiencias nutricionales.

Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos

Pérez (2002) afirma que “La técnica es el método y los instrumentos son
aquellos que permiten al investigador obtener y recabar datos acerca de las variables
de estudio” (p.67)

Por otra parte Sabino (1992) define que “Un instrumento de datos es, en un
principio, cualquier recurso del que se vale el investigador para acercarse a los
fendmenos y extraer de ellos informacién” (p.143).

La presente investigacion se considera que se realizd por medio de una
observacion estructurada (Pérez 2002) ya que se emplearon los sentidos para observar
fendmenos en una forma general y ademas se utilizaron técnicas e instrumentos para
calcular y organizar toda la informacion obtenida como lo son las balanzas, los
termdmetros, los microscopios, etc. (Pérez 2002), en este caso se empleo el citometro

de flujos, el cual fué necesario para la realizacion de esta investigacion.
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La recoleccion de la informacion se llevd a cabo en el area clinica de
Periodoncia, ubicada en el pabellon 9 de la FOUC, sector Barbula, Valencia-Edo.
Carabobo, a través de una técnica de observacion directa durante el periodo Enero-
Febrero 2005, utilizdndose un instrumento que fue disefiado por las autoras de la
investigacion, denominado guia de observacidn, el cual consta de dos partes:

Una primera parte (1) la cual incluye datos del paciente tales como: Nombre,
Apellido, Edad, Sexo, Direccion, Teléfono, Firma del Paciente.

Una segunda parte (1) donde se registraran todos los datos obtenidos por
medio de la citometria de flujo: Cantidad de Linfocitos CD3+; CD4+, CD8+ y
CD4+/CD8+.

Validez

Al finalizar la elaboracion del instrumento, nace la imperiosa necesidad de
realizar una serie de procesos por medio de los cuales se permitio conocer si los datos
obtenidos son certeros y si se puede seguir confiando en el proceso que se utilizé
para la recoleccion de datos.

La validacién se llevo a cabo a través de un juicio de expertos que se hizo.
Esto se refiere a la revision exhaustiva que se le realiza al instrumento de
investigacion antes de ser aplicado, con el fin de evitar o disminuir los errores. Es
ejecutado por una serie de especialistas expertos en el tema y con experiencia en el
area de metodologia de la investigacion (Pérez 2002).

La guia de observacion por dos (2) expertos en contenido de Periodoncia y un
experto en metodologia, que evaluaron los objetivos y los items de la guia de
observacion, los cuales reflejaron observaciones que permitieron ajustar de una mejor

manera la investigacion.

Técnica de Analisis de los Resultados
La interpretacion de los datos fue elaborada mediante el analisis descriptivo,
cuyos resultados fueron registrados, analizados y presentados a través de

cuadros estadisticos, graficos de barra y graficos lineales. Para ello se procedié al uso
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del estadistico de distribucion T de Student, utilizando el criterio de un nivel de

significacion del 5% (p<0.05), a fin de comparar estas proporciones en cada grupo.

Materiales y Métodos para la Recoleccion de Datos

Para la realizacion de esta investigacion se requiri6 de una serie de

materiales, que fueron necesarios para la obtencion de los resultados por medio de la

citometria de flujo. Entre los materiales que se utilizaron se encuentran:

Inyectadoras.

Tubos de Ensayo.

Anticuerpos monoclonal CD4 casa DAKO F0766
Anticuerpos monoclonal CD8 casa DAKO F0765
Anticuerpos monoclonal CD3 casa DAKO F0818
Isoton

Solucién Lizada de globulos rojos.

Portaobjetos

Cubreobjetos

Colorantes

Pipeta automatica 10 — 100 ml

Pipeta automatica 100 — 1000 ml

Pipeta automatica 1000 — 5000 ml.

Gradillas metalicas para laminas

Laminas porta objetos Standard.

Colorante wright

Tubos falcon para citometria de flujo.

Equipos:

Citometro de flujo,
Microscopio optico
Centrifuga

Voltex.

Hematocitdmetro o camara de Neubawer.
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Previo diagnostico de los pacientes afectados periodontalmente se procedié a

tomar la muestra de sangre periférica que luego se analizaria a traves de la citometria

de flujo por medio de los siguientes pasos:

A cada paciente se le extrajo 5 ml. de sangre periférica y se colocé en un tubo

de ensayo que contenia 50 pl. De anticoagulante E.D.T.A.

Con la muestra de sangre se hizo un frotis y se coloreo con colorante Wright

para realizar el recuento diferencial de globulos blancos, ademas de ello se obtuvo la

poblacion total de leucocitos a través del uso de un hematocitometro, realizado de

forma tradicional. Una vez obtenido lo anterior se procedié al marcaje de linfocitos T

(CD3+) y subpaoblaciones, CD4+ y CD8+ procesandolos de la siguiente manera:

1.

9.

© N o g b~ w DN

Se afnadieron 10 pl. del anticuerpo monoclonal CD3+, CD4+ y CD8+ en un
tubo de ensayo falcon, donde previamente, se habia colocado de la muestra de
50 pl sangre.

Se tapararon los tubos, se agitaron.

Se incubaron en la oscuridad durante 20 minutos a temperatura ambiente.

Se afiadieron 2ml de solucion de lizado de globulos rojos.

Mezclar en el voltex.

Dejar los tubos a temperatura ambiente por 10 min. Sin exceder el tiempo.

Se centrifugaron durante 5 minutos.

Se extrajo con una pipeta calibrada aspiro el liquido sobrenadante, dejando las
celulas en suspension (pellet).

Luego se afiadié 0.5ml de isoton.

10. Y por dltimo se leyo en el citometro y se cuantificaron las células marcadas.
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CAPITULO IV
ANALISIS E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

En el presente capitulo, se presentan los resultados obtenidos de la guia de
observacion estructurada aplicada a fin evaluar las proporciones linfocitarias de
TCD3+, TCD4+ y TCD8+ en los pacientes periodontalmente comprometidos y
pacientes sanos, atendidos en la Facultad de Odontologia de la Universidad de
Carabobo y UNIMPA durante los meses Enero-Febrero 2005. El analisis e
interpretacion de los resultados se realizd en funcion de los objetivos formulados

comparando los resultados a su vez con el basamento teorico.

Presentacion de Resultados

El analisis descriptivo de los datos recopilados con la guia de observacion
se realiz6 de forma porcentual, se procedid a la elaboracion de los cuadros y
graficos de acuerdo a los objetivos de la investigacion. En estos cuadros se
muestran las proporciones linfocitarias de TCD3+, TCD4+, TCD8+ vy
TCD4+/TCD8+ en los pacientes periodontalmente comprometidos para luego
compararlos con el grupo control sanos y con los valores normales previamente
establecidos; para ello se procedié al uso del estadistico de distribucion T de
Student, utilizando el criterio de un nivel de significacion del 5% (p<0.05), a fin

de comparar estas proporciones en cada grupo.

El primer objetivo de esta investigacion tuvo como propoésito determinar
las proporciones de linfocitos T (CD3+) totales en sangre periférica, en los
pacientes con Periodontitis Crénica que acuden al area clinica de Periodoncia de
la FOUC durante el periodo Enero-Febrero 2005 y los resultados se describen a

continuacion:



Cuadro N° 1. Valores promedio (Media + Desviacion estandar) de Linfocitos
TCD3+ en pacientes periodontalmente comprometidos y controles sanos.
UNIMPA Facultad de Odontologia Universidad de Carabobo 2005.

SIGNIFICACION

PACIENTES X+S _
ESTADISTICA

Periodontalmente DIFERENCIA = 1.87

Comprometidos 87.83+3.2 T (Student) = 0.258
G.L. =44
P<0.05

Control Sano 85.96 +1.3 o
(significativa)

Fuente: Guia de Observacion Millano-Palma 2005.

88, 87,83
87,9
87
86.5 85,96
86
85,5
85

Porcentaje TCD3+

Periodontalmente Control
Comprometidos Sano

PACIENTES

Grafico N° 1. Valores promedio (Media + Desviacion estandar) de Linfocitos
TCD3+ en pacientes periodontalmente comprometidos y controles sanos.

UNIMPA Facultad de Odontologia Universidad de Carabobo 2005.

Fuente: Cuadro N° 1
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Anélisis e Interpretacion del Cuadro y Grafico N° 1

En el cuadro No. 1, se determina que hubo una diferencia significativa (p>
0.05) en el grupo de pacientes periodontalmente comprometidos en la dimension
TCD3+. Como puede apreciarse este grupo obtuvo un porcentaje promedio de
87.83 puntos con desviacion estandar de 3.2 punto con respecto al grupo de
pacientes sanos. La existencia de diferencia (con exactitud de 1.87) corresponde a
un valor de la t (Student) igual a 0.258, para 44 grados de libertad y con
significacidn correspondiente al 5% (p< 0.05).

Este resultado confirma que hubo cambios significativos en el grupo de
pacientes periodontalmente comprometidos comparado con el grupo de pacientes
sanos; en este grupo se aprecia un promedio mas bajo en lo que respecta a los
resultados de Linfocitos TCD3+.

Chinea E y cols en el afio 2000 realizan un estudio en sangre periférica a
57 pacientes con gingivitis cronica y periodontitis de aparicion temprana y tardia
mediante la técnica opti-cim, donde refieren la existencia de un deterioro de la
inmunidad celular periférica (TCD3+) difiriendo con los resultados obtenidos en
esta investigacion, ya que en la misma la poblacion de linfocitos TCD3+ se
encuentra aumentado en los pacientes periodontalmente comprometidos con

respecto a los pacientes controles sanos.

Cuadro N° 2. Valores promedio (Media + Desviacion estandar) de Linfocitos
TCD3+ en pacientes periodontalmente comprometidos y valores normales.
UNIMPA Facultad de Odontologia Universidad de Carabobo 2005.

Pacientes Porcentaje Promedio

Periodontalmente comprometidos
87.83

Valores Normales 65a 80

Fuente: Guia de Observacion Millano-Palma 2005 y Valores normales de
Roitt 2000.
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Gréfico N° 2. Valor promedio (porcentaje) obtenidos en la comparacion de las
proporciones TCD3+ en sangre periférica, entre los pacientes Periodontalmente
comprometidos y los valores normales. UNIMPA Facultad de Odontologia
Universidad de Carabobo 2005.

Fuente: Cuadro N° 2.

Analisis e Interpretacion del Cuadroy Grafico N° 2

El cuadro N° 2 muestra los resultados obtenidos en linfocitos TCD3+,
determinandose que el promedio obtenido en el grupo periodontalmente
comprometido, compuesto por 18 elementos muéstrales; obtuvieron un porcentaje
promedio de 87,83% lo que determina que sobrepasa el rango en sangre periférica
para los linfocitos TCD3+; ya que segun Roitt (2000) éstos oscilan entre 65 —

80%; revelando el estado inmunitario de los pacientes en estudio.

El segundo objetivo tiene como fundamento cuantificar las proporciones
de las subpoblaciones linfocitarias TCD4+ y TCD8+ en sangre periférica en los
pacientes con Periodontitis Cronica, que acuden al area clinica de Periodoncia de
la FOUC durante el periodo Enero-Febrero 2005.
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Cuadro N° 3. Valores promedio (Media + Desviacion estandar) de Linfocitos

TCD4+ en pacientes periodontalmente comprometidos y controles sanos.
UNIMPA Facultad de Odontologia Universidad de Carabobo 2005.

SIGNIFICACION

PACIENTES X ES _
ESTADISTICA
Periodontalmente DIFERENCIA =5.02
comprometidos 54.23+2.2 T (Student) = 0.558
G.L.=44
P< 0.05
Control Sano 4903+1.3

(significativa)

Fuente: Guia de Observacion Millano-Palma 2005.
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Grafico N° 3. Valores promedio (Media + Desviacion estandar) de Linfocitos

TCD4+ en pacientes periodontalmente comprometidos y controles sanos.
UNIMPA Facultad de Odontologia Universidad de Carabobo 2005.

Fuente: Cuadro N° 3
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Anélisis e Interpretacion del Cuadro y Grafico N° 3

En el cuadro No. 3, se determind que hubo una diferencia significativa
(p> 0.05). Como puede apreciarse el grupo de pacientes periodontalmente
comprometidos obtuvo un porcentaje promedio de 54.23 puntos con desviacion
estandar de 2.2 puntos; mientras que el grupo de pacientes sanos obtuvo un
porcentaje promedio de 49.03 puntos. La existencia de diferencia (con exactitud
de 5.02) corresponde a un valor de la t (Student) igual a 0.558, para 44 grados de
libertad y con significacion correspondiente al 5% (p< 0.05). Este resultado
confirma que hubo cambios significativos en los pacientes periodontalmente
comprometidos comparado con el de pacientes sanos; en este grupo se aprecia un

promedio mas bajo en lo que respecta a los resultados de Linfocitos TCD4+.

Para el afio 2000 Emingil G y cols. realizaron estudios en sangre
periférica, donde determinaron el contaje de diversas celulas, entre las cuales
cuantificaron TCD4+, por medio de la citometria de flujo, los resultados de esta
investigacién demostraron que los pacientes de ambos grupos tenian proporciones
similares de células inmunes (TCD4+) comparadas con los sujetos saludables, lo
que difiere con los resultados obtenidos en este estudio ya que la proporcién de
linfocitos TCD4+ obtenida tuvo una diferencia de 2% entre los pacientes
periodontalmente comprometidos y el grupo control sano, lo que quiere decir que
la subpoblacién TCD4+ se encuentran en proporciones elevadas en los pacientes

enfermos con respecto a los pacientes sanos.
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Cuadro N° 4. Valores promedio (Media + Desviacion estandar) de Linfocitos
TCD4+ en pacientes periodontalmente comprometidos y valores normales.
UNIMPA Facultad de Odontologia Universidad de Carabobo 2005.

Pacientes Porcentaje Promedio
Periodontalmente Comprometidos 54.23
Valores Normales 50 a 60

Fuente: Guia de Observacion Millano-Palma 2005 y Valores normales de
Abbas (2002).
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Grafico N° 4. Valor promedio (porcentaje) obtenidos en la comparacién de las
proporciones TCD4+ en sangre periférica, entre los pacientes Periodontalmente
comprometidos y los valores normales. UNIMPA Facultad de Odontologia
Universidad de Carabobo 2005.

Fuente: Cuadro N° 4
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Anélisis e Interpretacion del Cuadro y Grafico N° 4

El cuadro N° 4 muestra los resultados obtenidos en linfocitos TCD4+,
determinandose que el promedio obtenido en el grupo enfermo, compuesto por 18
elementos muéstrales; fue de 54.23% lo que determina que estan en el rango de
los valores normales de TCD4 + en sangre periférica establecidos por Abbas
(2002) los cuales oscilan entre 50-60%; revelando el estado inmunitario de los
pacientes en estudio.

Cuadro N° 5. Valores promedio (Media + Desviacion estandar) de Linfocitos
TCD8+ en pacientes periodontalmente comprometidos y controles sanos.
UNIMPA Facultad de Odontologia Universidad de Carabobo 2005.

SIGNIFICACION

PACIENTES X ES _
ESTADISTICA
Periodontalmente DIFERENCIA =-3.04
Comprometidos 33.88+1.2 T (Student) = 0.058
G.L.=43
P> 0.05
Controles Sanos 36.92+2.3

(No significativa)

Fuente: Guia de Observacién Millano-Palma 2005.
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Grafico N° 5. Valores representativos (Meda + Desviacion estandar) de los
resultados obtenidos en la Dimension Linfocitos TCD8+ + en pacientes

periodontalmente comprometidos y control sano.

Fuentes: Cuadro N°5

Anélisis e Interpretacion del Cuadro y Grafico N°5

En el cuadro No. 5, se determina que no hubo una diferencia significativa
(p> 0.05). Como puede apreciarse el grupo periodontalmente comprometido
obtuvo un porcentaje promedio de 33.88 puntos con desviacion estandar de 1.2
puntos; mientras que el grupo sano obtuvo un porcentaje promedio de 36.97
puntos. La existencia de diferencia negativa (con exactitud de -3.04) corresponde
a un valor de la t (Student) igual a 0.058, para 43 grados de libertad y con
significacion correspondiente al 5% (p>0.05). Este resultado confirma que no
hubo cambios significativos en el grupo de pacientes comprometidos comparado
con el grupo sano; en este grupo se aprecia un promedio mayor en lo que respecta
a los resultados de Linfocitos TCD8+.

Estos resultados no concuerdan con los obtenidos por Chinea E y cols en

el afio 2000 donde se mantienen los TCD8+ dentro de los valores normales y a
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diferencia de la presente investigacion donde los encontramos por encima de los

valores normales, lo que sugiere un mayor control de la variable.

Cuadro N° 6. Valores promedio (Media + Desviacion estandar) de Linfocitos
TCD8+ en pacientes periodontalmente comprometidos y valores normales.
UNIMPA Facultad de Odontologia Universidad de Carabobo 2005.

Pacientes Porcentaje Promedio
Periodontalmente Comprometidos 33.88
Valores Normales 20-25

Fuente: Guia de Observacion Millano-Palma 2005 y Valores normales de
Abbas(2002).
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Grafico N° 6. Valor promedio (porcentaje) obtenidos en la comparacién de las
proporciones TCD8+ en sangre periférica, entre los pacientes Periodontalmente
comprometidos y los valores normales. UNIMPA Facultad de Odontologia
Universidad de Carabobo 2005.

Fuente: Cuadro N° 6.
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Anélisis e Interpretacion del Cuadro y Grafico N° 6

El cuadro N° 6 muestra los resultados obtenidos en linfocitos TCD8+,
determinandose que el promedio obtenido en el grupo periodontalmente
comprometidos, compuesto por 18 elementos muéstrales; fue de 33.88% lo que
determina que sobrepasan el rango de valores normales en sangre periférica para
los linfocitos TCD8+; ya que segun Abbas (2002) éstos oscilan entre 20-25%;

revelando una alteracion en el estado inmunitario de los pacientes en estudio.

En el tercer objetivo se compararon las proporciones TCD4+ y TCD8+
en sangre periférica, en los pacientes con Periodontitis Cronica, que acuden al

area clinica de Periodoncia de la FOUC, durante el periodo Enero-Febrero 2005.

Cuadro N° 7. Comparacion de Valores promedio (Media + Desviacién estandar)
de la proporcion de Linfocitos TCD4+ y TCD8+ en pacientes periodontalmente
comprometidos y control sano. UNIMPA Facultad de Odontologia Universidad
de Carabobo 2005.

Pacientes
Anticuerpos

Monoclonales Periodontalmente

Comprometidos CEMITD] S

TCD4+ 54,23 49,03
TCD8+ 33,88 36,92

Fuente: Guia de Observacién Millano-Palma 2005.
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Gréafico N° 7. Valores representativos (Meda + Desviacion estandar) de los
resultados obtenidos en la Dimension Linfocitos TCD4+ y TCD8+ en pacientes

periodontalmente comprometidos y control sano

Fuente: Cuadro N° 7

Analisis e Interpretacion del Cuadroy Grafico N° 7.

El cuadro N° 7 muestra los resultados obtenidos en linfocitos TCD4+ y
TCDB8+, en donde se evidencia que existe mayor proporcion de los linfocitos
TCD4+ en los pacientes periodontalmente comprometidos con respecto a los
controles sanos, sin embargo en el grupo control sano existe una diferencia
inversamente proporcional de las cantidades, es decir en estos pacientes existe

mayor cantidad de linfocitos TCD8+ que de TCD4+.
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Cuadro N° 8. Valores promedio (Media + Desviacion estandar) de Linfocitos
TCD4+ y TCD8+ en pacientes periodontalmente comprometidos y valores
normales. UNIMPA Facultad de Odontologia Universidad de Carabobo 2005.

Anticuerpos Pacientes Periodontalmente
. Valores Normales
Monoclonales Comprometidos
TCD4+ 54,23 50-60
TCD 8+ 33,88 20-25

Fuente: Guia de Observacion Millano-Palma 2005 y Valores normales de

Abbas(2002).
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Grafico N° 8. Valor promedio (porcentaje) obtenidos en la comparacion de las
proporciones TCD4+ y TCD8+ en sangre periférica, entre los pacientes
Periodontalmente comprometidos y los valores normales. UNIMPA Facultad de

Odontologia Universidad de Carabobo 2005.

Fuente: Cuadro N° 8
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Anélisis e Interpretacion del Cuadro y Grafico N° 8

El cuadro N° 8 muestra los resultados obtenidos al comparar las proporciones
linfocitarias TCD4+ y TCD8+ con los valores normales descritos por Abbas
(2002), donde se evidencio que la subpoblacion TCD4+ se encuentra dentro de los
limites previamente establecidos, a diferencia de los TCD8+ que sobrepasan
dichos valores, por lo que se puede sugerir que estos resultados se encuentran asi

ya los linfocitos TCD8+ fueron activados para producir una respuesta inmunitaria.

Cuadro N° 9. Valores promedio (Media = Desviacion estandar) de el Indice
TCD4/TCD8+ de pacientes periodontalmente comprometidos y controles sanos.
UNIMPA Facultad de Odontologia Universidad de Carabobo 2005.

PACIENTES TS SIGNIFICACION
ESTADISTICA
Periodontalmente DIFERENCIA =0.19
Comprometidos 165+1.2 T (Student) = 0.358
G.L.=44
Control Sano 1.46+0.1 P>0.05

(significativa)

Fuente: Guia de Observacién Millano-Palma 2005.
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Gréafico N° 9. Valores promedio (Media + Desviacion estandar) de Linfocitos
TCD4+/TCD8+ en pacientes periodontalmente comprometidos y controles sanos.
UNIMPA Facultad de Odontologia Universidad de Carabobo 2005.

Fuente: Cuadro N° 9.

Anélisis e Interpretacion del Cuadro y Grafico N° 9

En el cuadro No. 9, se determina que hubo diferencia significativa (p>
0.05). Como puede apreciarse los pacientes periodontalmente comprometidos
obtuvieron un indice promedio de 1.65 puntos con desviacion estandar de 1.2
puntos; mientras que el grupo de pacientes sanos obtuvo un indice promedio de
1.46 puntos. La existencia de diferencia (con exactitud de 0.19) corresponde a un
valor de la t (Student) igual a 0.358, para 44 grados de libertad y con significacion
correspondiente al 5% (p>0.05). Este resultado confirma que hubo cambios
significativos en los pacientes periodontalmente comprometidos comparado con
los controles sanos; en el cual se aprecia un promedio menor en el indice de
TCD4/TCD8+.
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Cuadro N° 10. Valores promedio (Media + Desviacion estandar) de Linfocitos
TCD4+/TCD8+ en pacientes periodontalmente comprometidos y valores
normales. UNIMPA Facultad de Odontologia Universidad de Carabobo 2005.

Grupo Porcentaje Promedio
Periodontalmente Comprometidos
1.65
Valores Normales 1-21

Fuente: Guia de Observacion Millano-Palma y Valores normales de Roitt
(2000).
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Gréfico N° 10. Valor promedio (porcentaje) obtenidos en la comparacion de las
proporciones TCD4+/TCD8+ en sangre periférica, entre los pacientes
Periodontalmente comprometidos y los valores normales. UNIMPA Facultad de
Odontologia Universidad de Carabobo 2005.

Fuente: Cuadro N° 10.
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Anélisis e Interpretacion del Cuadro y Grafico N° 10

El cuadro N° 10 muestra los resultados obtenidos en linfocitos
TCD4+/TCD8+, determinandose que el promedio obtenido en el grupo de
pacientes enfermos, compuesto por 18 elementos muestrales; fue de 1.65% lo que
determina que estan dentro del rango en sangre periférica para los linfocitos
TCD4+/TCD8+; ya que segln Roitt (2000) éstos oscilan entre 1 — 2.1%;

revelando el estado inmunitario de los pacientes en estudio.

Segun el estudio realizado por Chinea E y cols se puede observar que el
indice CD4+/CD8+ se encuentra dentro de los valores normales, lo que concuerda
con los resultados obtenidos en la investigacion

Cuadro N° 11 Valores promedio (Media + Desviacion estandar) de Linfocitos
TCD3+, TCD4+, TCD8+ y TCD4+/TCD8+ en pacientes periodontalmente
comprometidos y controles sanos. UNIMPA Facultad de Odontologia
Universidad de Carabobo 2005.

Pacientes

Periodontalmente
Comprometidos

Anticuerpos

Monoclonales Control Sano

CD3+ 87,83 85,96
CD4+ 54,23 49,03
CD8+ 33,88 36,92
CD4+/CD8+ 1,65 1,46

Fuente: Guia de Observacién Millano-Palma 2005.
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Gréfico N° 11 Valores promedio (Media + Desviacién estandar) de Linfocitos
TCD3+, TCD4+, TCD8+ y TCD4+/TCD8+ en pacientes periodontalmente
comprometidos y controles sanos. UNIMPA Facultad de Odontologia
Universidad de Carabobo 2005.

Fuente: Cuadro N° 10

Analisis e Interpretacion del Cuadro y Grafico N° 11

El cuadro N° 11 muestra que las proporciones TCD3+ y TCD4+ se
obtuvieron valores de 87.83% y 54.23% respectivamente en pacientes
periodontalmente comprometidos los cuales se encuentran por encima de los
resultados obtenidos en los pacientes sanos (TCD3+ 85.96% y TCD4+ 49.03%), a
diferencia del TCD8+ donde el valor superior estuvo ubicado con 36.92% en el
grupo sano con respecto a los periodontalmente comprometidos (33.88%).

Mostrando una diferencia significativa en los indices TCD4+/TCD8+.
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CONCLUSIONES

A continuacion se presentan las conclusiones que se obtuvieron de acuerdo a
los objetivos planteados en la investigacion:
En relacién a las proporciones de linfocitos T (CD3+) totales en sangre

periférica se concluye que:

- Hubo una diferencia significativa entre el grupo de pacientes periodontalmente
comprometidos los cuales obtuvieron un promedio de linfocitos TCD3+ de 87.83% a
diferencia de los pacientes tomados como controles sanos los cuales mostraron un
promedio de un 85.96%, lo que ratifica el papel de los linfocitos T en la respuesta

inmune celular.

- Al comparar los resultados obtenidos de linfocitos TCD3+ en pacientes
periodontalmente comprometidos (87.83%) con los valores normales reportados por
Roitt (2000) (VN 65-80%) se puede evidenciar que el valor promedio de linfocitos
TCD3+ sobrepasa en sangre periférica el rango de los valores normales de los
mismos, lo que revela que existe un estado inmunitario alterado en los pacientes con

periodontitis cronica.

En relacion alas subpoblaciones linfocitarias TCD4+ y TCD8+ en sangre
periférica en los pacientes objetos de estudio se concluye:

- Existio un diferencia significativa entre los pacientes periodontalmente
comprometidos en los cuales se evidencio un valor promedio de linfocitos TCD4+ de
54.23% en discrepancia con los resultados obtenidos en los pacientes seleccionados
como control sano los cuales obtuvieron un resultado de 49.03%, puesto que los
linfocitos TCD4+ son los encargados de estimular la respuesta inmunoldgica

induciendo la estimulacién de los linfocitos CD8+, lo que explica el nivel aumentado
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de los valores, ya que en presencia de los agentes periodontopatdégenos los mismos se

ven estimulados y conducen a una respuesta inmunitaria celular.

- Al confrontar los resultados obtenidos de linfocitos TCD4+ en pacientes
periodontalmente comprometidos (54.23%) con los valores normales reportados por
Abbas (2002) (VN 50-60%), lo que evidencia que se encuentra dentro de los
parametros establecidos. lo que se puede traducir como el inicio de la respuesta

inmunitaria celular.

- En relacion a los linfocitos TCD8+ la diferencia existente no fue significativa
puesto que el valor promedio fue de 33.88% en el grupo periodontalmente
comprometido y de 36.97% en los pacientes sanos. Este resultado se puede explicar
debido a que la poblacién de linfocitos CD4+ se encontrdé dentro de los valores
normales, y los mismos no estaban en la capacidad para producir las sefales
necesarias para la activacion de los CD8+. Este resultado no concuerda con las
expectativas propuestas en la investigacién, por lo que también se presume que al
momento de la seleccion de los pacientes sanos no se fue lo suficientemente estricto,
por lo que se supone que los valores de TCD8+ en los pacientes sanos se encuentran
aumentados porque los mismos presentaron con anterioridad o en el momento de la

toma de la muestra un proceso infeccioso.

- Al comparar los valores obtenidos por los pacientes periodontalmente
comprometidos (33.88%) con los valores normales establecidos por Abbas (2002)
(VN 20-25%), se puede justificar que el valor promedio de linfocitos TCD8+
sobrepasa en sangre periférica el rango de los valores normales previamente
establecidos, lo que revela que existe un proceso infeccioso en inicio que

desencadenara una respuesta inmunitaria.

Al comparar las proporciones de linfocitos TCD4+ con respecto a los

linfocitos TCD8+ en los pacientes periodontalmente comprometidos se concluye:

58



- La existencia de un aumento significativo en la poblacion de linfocitos TCD4+ con
respecto a los linfocitos TCD8+ de los pacientes periodontalmente comprometidos.
Lo que se puede atribuir a la presencia de agentes periodontopatdgenos que activan el
proceso de respuesta inmunitaria mediada por las células CD4+, desencadenando una

serie de mecanismos para la produccion de anticuerpos.

- Al ser comparados los valores obtenidos en las subpoblaciones linfocitarias TCD4+
(54.23%) y TCD8+ (33.88%) con los valores normales previamente establecidos por
Abbas (2002) (VN TCD4+ 50-60% y VN TCD8+ 20-25%), se pudo describir que los
linfocitos TCD4+ se encuentran dentro de los valores normales y los TCD8+ se
encuentran por encima de los valores establecido en un 8.88 % del limite superior

normal.

Al analizar el indice TCD4+/TCD8+ en los pacientes objeto de estudios se
pudo concluir:

- Existe una diferencia significativa entre los valores obtenidos en los pacientes
periodontalmente comprometidos (1.65) con respecto a los pacientes del grupo
control sano (1.47), lo que evidencia que el organismo al entrar en contacto con lo
agentes patdgenos, desencadena una reaccion inmunitaria donde se observa un

aumento en el indice que revela el estado inmunitario de los pacientes en estudio.

- Al comparar el indice TCD4+/TCD8+ de los pacientes periodontalmente
comprometidos (1.65) y los valores normales establecidos por Roitt (2000) (VN 1-
2.1), se puede decir que tanto el grupo periodontalmente comprometido como el
control sano se encuentra dentro de los parametros establecidos. Este resultado
permite deducir que la enfermedad periodontal por si sola no es capaz de
desencadenar una respuesta inmune celular apta para alterar el estado inmune de los
pacientes, mas si puede evidenciar cambios en las poblaciones linfocitarias dado que
el organismo responde a la presencia de los agentes periodontopatdégenos activando

una serie de mecanismos de defensa celular.
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RECOMENDACIONES
- Proseguir la linea de investigacion en las diferentes patologias periodontales.
- Cuantificar los linfocitos B en pacientes con periodontitis cronica a nivel sistémico.
- Cuantificar los linfocitos T y B a nivel local y sisttmico en pacientes con
periodontitis crénica y agresiva para comparar los valores promedios de las

poblaciones linfocitarias.

- Divulgar la investigacion a través de ponencias nacionales e internacionales y

publicaciones en revistas arbitradas.

- Promover las funciones del CDCH como institucion que fomenta la investigacion en

los estudiantes de las diferentes carreras universitarias.

- Se recomienda estudiar las patologias periodontales utilizando otros anticuerpos
monoclonales que nos puedan ayudar a entender mejor la patogénesis de la

enfermedad periodontal.
- Se recomienda comparar las poblaciones linfocitarias en pacientes periodontalmente
afectados sin compromisos sistémicos con pacientes periodontalmente afectados con

compromiso sistémico.

- Replicar el experimento donde exista un mayor control en los criterios de seleccion

de los pacientes sanos, para verificar el resultado no esperado.
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ANEXQOS



. UNIVERSIDAD DE CARABOBO
i FACULTAD DE ODONTOLOGIA

Instrumento de recoleccién de datos:

Nombre y apellido: sexo:__ edad:
Procedencia: TIf:
Direccion:

Paciente N°: Sano: Periodontitis cronica:

Linfocitos TCD3+:

Linfocitos TCD4+:

Linfocitos TCD8+

Proporcion TCD4+/TCD8+

FIRMA:



UNIVERSIDAD DE CARABOBO
FACULTAD DE ODONTOLOGIA

REGISTRO DE PACIENTES SANOS

4
)

NOMBRE SY APELLIDOS

LINFOCITOS
ABSOLUTOS

% LINFOCITOS
TCD3+

% LINFOCITOS
TCD4+

% LINFOCITOS
TCD8+

% INDICE
TCD4+/TCD8+

O|lo|IN|ojOld|lWIN]|EF

[ay
o

[EE
[EE

[ay
N

[y
w

=
N

[y
o1

[EEN
[op]

[y
~

[EEN
(o]

[y
©

67




UNIVERSIDAD DE CARABOBO
FACULTAD DE ODONTOLOGIA

REGISTRO DE PACIENTES CON PERIODONTITIS CRONICA.
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Consentimiento Informado

Yo portador (a) de la C.I. n°

he sido informado (a) acerca de la investigacion titulada “Cuantificacion de
linfocitos T y sus subpoblaciones TCD4+ y TCD8+ en sangre periférica, en
pacientes con periodontitis cronica moderada”, en donde el objetivo principal de
dicha investigacion es cuantificar las células de defensa del huésped en sangre
periférica, y que para realizar dicho estudio solo se me sometera a la toma de una
muestra de sangre, en donde no es necesario asistir al laboratorio en ayunas. Por

esta razon acepto voluntariamente participar es dicha investigacion.

Como constancia firmo el presente consentimiento informado, en la ciudad de

Valencia a los del mes de de 2005.
Paciente : Testigo:
C.l: C.l:
Direccion: Direccion:
Telefono: Telefono:
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