UNIVERSIDAD DE CHILE

FACULTAD DE ODONTOLOGIA
DEPARTAMENTO DE ODONTOLOGIA CONSERVADORA

“Niveles de IL-6, IL-10, IL-17, IL-21 y TGF-B1 asociados a la periodontitis crénica”

Financiado por proyecto FONDECYT 1090046

TRABAJO DE INVESTIGACION

Catalina Andrea Rivas Mayorga

REQUISITO PARA OPTAR AL TiTULO DE

CIRUJANO-DENTISTA

TUTOR PRINCIPAL

Prof. Dr. Nicolas Dutzan Mufoz

TUTORES ASOCIADOS
Prof. Dr. Jorge Gamonal Aravena
BQ. Jocelyn Garcia Sesnich

Santiago-Chile

2011



RESUMEN

INTRODUCCION: La periodontitis cronica es una enfermedad de origen infeccioso

caracterizada por la interaccion entre bacterias patdgenas y mecanismos de
defensa del hospedero. Se ha demostrado que las citoquinas IL-6, IL-21, y TGF-B:
participan en la diferenciacién de células Th1l7, mientras que TGF-B1, en ausencia
de las otras mencionadas, induce la diferenciacion de células Treg. Esto indica
una fuerte relacion entre células Th17 y Treg: si se favorece la produccion de las
primeras se fomenta la destruccion tisular, mientras que las Treg, se asocian a
una respuesta protectora para los tejidos. El objetivo de este trabajo fue identificar
IL-21 y cuantificar los niveles de IL-21, IL-17, IL-6, IL-10 y TGF-B1 en fluido gingival
crevicular (FGC) de sujetos con periodontitis cronica e individuos periodontalmente

Ssanos.

METODOLOGIA: Se seleccionaron 20 sujetos sin periodontitis y 20 con

diagndstico de periodontitis créonica segun criterios de inclusion y exclusién. Se
obtuvieron muestras de FGC usando tiras de papel en sacos = 5mm en enfermos,
y en sitios sin signos clinicos de inflamacion ni destruccion periodontal en el grupo
control. La presencia de las citoquinas se determind mediante Western-blot, y la
cuantificacion se realizO mediante test de ELISA. Los valores obtenidos fueron
analizados con los test estadisticos correspondientes (Shapiro-Wilk y Mann-

Whitney), considerando un p<0,05 como estadisticamente significativo.

RESULTADOS: Al realizar el Western-blot fue posible identificar todos los
mediadores inflamatorios mencionados. Los niveles detectados de IL-6 (1,27(1,70)
pg/mL v/s 7,66(7,66) pg/mL), IL-21 (16,16(13,75) pg/mL v/s 11,38(3,21) pg/mL) e
IL-10 (48,0(55,33) pg/mL v/s 4,67(7,33) pg/mL) fueron mayores en muestras de
sujetos con periodontitis crénica, con una diferencia estadisticamente significativa
respecto a los sanos. IL-17 (156,52(164,35) pg/mL) y TGF-B1 (6,92(9,63) pg/mL)
fueron medibles en FGC de enfermos, pero indetectables en el de sujetos sanos.

CONCLUSION: Los resultados obtenidos indican que existe un desbalance entre

las citoquinas relacionadas con Treg y Th1l7 en el FGC de individuos enfermos,
con respecto a sujetos periodontalmente sanos. Esto podria ser un indicio del

posible desequilibrio de estas células en periodontitis cronica, con una tendencia a
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la diferenciacion de Thl7 y, por ende, a la inflamacién y destrucciéon tisular

caracteristica de esta patologia.



INTRODUCCION

La periodontitis cronica, es una enfermedad inflamatoria de origen
infeccioso caracterizada por una constante interaccién entre bacterias patégenas y
mecanismos de defensa del hospedero, lo que conduce a una destruccion de
tejido periodontal de insercidon y, eventualmente, a la pérdida de los dientes
(Seymour 1991, Page et al 1997, Reynolds & Meikle 1997, Gamonal et al 2003).
Diferentes estudios han demostrado que la respuesta del hospedero es la principal
mediadora del dafio tisular que caracteriza la periodontitis (Baker 2000, Taubman
et al 2005).

Dentro de las células involucradas en la respuesta inmune se encuentran
las células T colaboradoras nativas (Th), las que pueden diferenciarse en al
menos cuatro subtipos distintos dependiendo de: la estimulacion, la concentracion
del antigeno, la coestimulacién y las citoquinas presentes en su entorno (Constant
& Bottomly 1997). Dentro de éstas se encuentran los linfocitos T reguladores
(Treg), los que tienen la habilidad de inhibir la proliferacién y produccién de ciertas
citoquinas, y a quienes se les ha otorgado un papel supresor de la accién
inflamatoria, regulando la respuesta inmune (Li & Flavell 2008). Por otro lado se
encuentran los linfocitos T colaboradores del subtipo 17 (Th17), quienes estarian
involucrados en varias enfermedades inflamatorias, o que sugiere un rol en el
inicio y mantencion de este tipo de respuesta (Jovanovic et al 1998). Ambas
células (Treg y Th1l7) estarian intimamente relacionadas, ya que su diferenciacion
y actividad estarian condicionadas —de manera mutuamente excluyente- por las
citoquinas presentes en el medio, favoreciendo la de Treg o la de Th17 (Bettelli E
et al 2007).
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Generalidades de la Periodontitis Cronica

La periodontitis es una infeccion multifactorial, polimicrobiana, caracterizada
por un proceso inflamatorio destructivo, que afecta a los tejidos de soporte del
diente (Paster BJ et al 2001). Aunque dentro de la cavidad bucal existen mas de
700 especies de bacterias, sOlo unas pocas han sido identificadas como
periodontopatdgenas, las que si bien son esenciales para el inicio y progresion de
la enfermedad, no dan cuenta de toda la destruccion que caracteriza a la
periodontitis (Paster BJ et al 2001, Baker P 2000).

Dentro de las bacterias periodontopatégenas encontramos a
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa), Treponema denticola (Td),
Tannerella forsythia (Tf) y Porphyromonas gingivalis (Pg). Esta Ultima -de alta
prevalencia en Chile (L6pez 2000)-, es una bacteria gram negativa anaerdbica que
posee un amplio rango de factores de virulencia, incluyendo proteinasas de
cisteina, lipopolisacaridos (LPS) y fimbrias, que contribuyen a la respuesta
inflamatoria del hospedero (Amano et al 2004, Van der Ploeg 2004). Pg ha sido
altamente estudiada debido a sus fuertes propiedades patdgenas, a su correlacion
con la severidad de la enfermedad y por inducir la produccion de altos niveles de
mediadores inflamatorios (como citoquinas) por parte de leucocitos (Genco & Slots
1984, Mayrand & Holt 1988, Okuda & Takazoe 1988, Bodet, Chandad & Grenier
2005). La susceptibilidad del paciente es de gran importancia en el curso de la
enfermedad, y las diferencias en la respuesta del hospedero a Pg pueden estar

relacionadas a las variaciones en la regulacion de la misma (Seymour et al 1996).

Generalidades de la Respuesta Inmune

La respuesta inmune del organismo es posible dividirla en: sistema inmune
innato -primera linea defensiva- y sistema inmune adquirido. El primero actia de

manera rapida, es poco especifico y no tiene capacidad de memoria frente a



antigenos (Bangert C et al 2011). Este sistema inmune innato estad compuesto por
barreras fisicas y quimicas (piel, pH, etc.), proteinas sanguineas (interferon,
lisozimas, complemento, etc.), y células fagociticas (polimorfonucleares,
macréfagos, células NK). La respuesta inmune adquirida, por otro lado, es mucho
mas especializada, y elabora productos especificos (células o moléculas) frente a
un antigeno, generando una respuesta inmune (aungue necesita tiempo para
desarrollarla), y ademas, es capaz de crear una memoria inmunoldgica frente a un
mismo agente que ya haya atacado previamente (Abbas et al 1999, Folch et al
2002). Es asi como ambas respuestas se influencian mutuamente, y de hecho
actualmente se sabe que la magnitud y tipo de respuesta innata gobierna, y
muchas veces determina la calidad y cantidad de la adquirida (Bangert C et al
2011).

La respuesta inmune adquirida, a su vez, es posible subdividirla en:
respuesta inmune humoral, que estd mediada por anticuerpos, y la respuesta

inmune celular, mediada por linfocitos especificos.

La respuesta inmune celular ocurre a travées de células efectoras (o
linfocitos), los cuales se clasifican en linfocitos T citotoxicos (CD8*) y linfocitos T
colaboradores (CD4"), de acuerdo a sus marcadores de superficie (Folch et al
2002). Estos linfocitos colaboradores sintetizan y secretan citoquinas, proteinas
que actian como un sistema de sefiales entre las células, permitiendo una
repuesta inmune coordinada e integrada. A través de su union a receptores
especificos presentes en la superficie de las células blanco, las citoquinas regulan
importantes funciones biolégicas, tales como proliferacion, activacion, sobrevida,

muerte y diferenciacion celular (Palomo et al 2000).

Linfocitos T colaboradores

Las células T nativas pueden diferenciarse en al menos cuatro subtipos
distintos dependiendo de: la estimulacién, la concentraciéon del antigeno, la

coestimulacion y las citoquinas presentes en su entorno (Constant & Bottomly
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1997). El modelo actual propone que interleuquina (IL)-12 induce la diferenciacion
a Thl, los cuales sintetizaran Interferon-gamma (IFNy); IL-4 hara lo mismo para
Th2, que se caracteriza por la secrecion de IL-4, IL-5 e IL-13. En el caso de que la
célula T nativa se encuentre en presencia de IL-6, IL-1p (inductor mas efectivo en
humanos), IL-21 y Factor de crecimiento transformante B1 (TGF-B1), ésta se
diferenciara a Th17, la que luego ser& capaz de sintetizar IL-17, IL-21, IL-22, IL-26,
Factor estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF) y Factor de necrosis
tumoral (TNF) a. Ademas, IL-23 es necesaria para la expansion, sobrevida y
patogenicidad de Thl7 (Ghilardi & Ouyang, 2007). Por otro lado, las células
inmunosupresoras T reguladoras (Treg) se desarrollan de manera mutuamente
exclusiva con respecto a Thl7 (Bettelli E et al 2006, Mangan PR 2006), y
responden a la accion de TGF-B1 en ausencia de IL-6 y/o IL-21, sintetizando a su
vez, TGF-B1 e IL-10. IL-2 es importante en la expansion de Treg, mientras que
también inhibe el desarrollo de Th17 (Laurence et al 2007) (Fig. 1).

Figura 1: Diferenciacion de las células Th (Gaffen & Hajishengallis 2008)
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Pese a lo anterior, hasta hace poco, al intentar explicar la patogénesis de la
periodontitis, se tenia un esquema de respuesta inmune asociada a linfocitos T

colaboradores (Th) con dos subtipos: Thl y Th2, donde Thl era el principal
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responsable de la respuesta frente a patdgenos exdgenos y de la autoinmunidad,
mientras que Th2 mediaba la respuesta inmune humoral y activaba la respuesta
de hipersensibilidad. Sin embargo, producto de la diversidad de estudios
realizados, se volvio evidente que este modelo Thl/Th2 no explicaba
adecuadamente una serie de fendbmenos de la respuesta inmune mediada por
células T. En efecto, las variadas discrepancias al respecto llevaron a definir un
posible rol a otro tipo de linfocitos, los Th17, caracterizados principalmente por la
secrecion de IL-17. (Gor et al., 2003, Gaffen & Hajishengallis 2008).

Distintos estudios clinicos indican que Thl7 -e IL-17- estaria involucrada en
varias enfermedades inflamatorias, lo que sugiere un rol en el inicio y mantencion
de este tipo de respuesta (Jovanovic et al 1998). Es asi como Th17 se ha definido
como la célula T dominante en las patologias inflamatorias autoinmunes, y se ha
asociado a IL-17 a enfermedades tales como: artritis reumatoidea (Kotake S et al
1999), esclerosis multiple (Tzartos JS et al 2008), enfermedad de Crohn, colitis
ulcerosa (Fujino S et al 2003, Duerr RH et al 2006), y psoriasis (Zaba et al 2007).
Sin embargo, también tiene un importante rol en la respuesta inmune frente a
patdgenos extra e intracelulares, y en la respuesta inflamatoria, tanto aguda como
cronica: IL-17 induce la produccion de guimioguinas, citoquinas proinflamatorias
(IL-1, IL-6, TNF-a), metaloproteinasas de matriz (MMPs), y factor estimulador de
colonias (CSF), lo que ayuda al reclutamiento de neutréfilos, macréfagos y otras
células mieloides al sitio infectado (Aujla SJ et al 2007, Kolls JK & Linden A 2004).

Por otro lado, los linfocitos Treg tienen la habilidad de inhibir la proliferacion
y produccion de ciertas citoquinas, lo que se traduce en un gran numero de
funciones tales como: prevencion de enfermedades autoinmunes (Baecher-Allan &
Hafler 2006), control de enfermedades alérgicas (Umetsu & DeKruyff 2006) y
regulacion de la respuesta a patégenos microbianos (Rouse BT et al 2006, Belkaid
Y 2006), entre otras. TGF-B1 e IL-10 son citoquinas producidas por estas células
de vital importancia en el control de la inflamacion: TGF-B1 actuaria directamente

sobre las células T y las células dendriticas para controlar la respuesta
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autoinmune, mientras que IL-10 regula la magnitud de la respuesta inmune frente

a antigenos microbianos (Li & Flavell 2008).

Las células Treg estarian intimamente relacionadas con Thl7, ya que
cuando la respuesta inmune no ha sido activada, TGF-B1 por si sola induce la
diferenciacion desde células T nativas a células Treg (Chen et al 2003), mientras
que, si las mismas se encuentra en presencia de TGF-B1 e IL-6 y/o IL-21, se
estimula la formacion de Thl7 (Veldhoen et al 2006, Korn et al 2007). Asi, la
diferenciacion de la célula precursora en Thl7 o Treg depende de las citoquinas
presentes en el medio, de modo tal que predominen las células Treg y su actividad
supresora, o Thl7 y su accion patologica, condicionando el prondstico de la
enfermedad (Bettelli E et al 2007). Ademas, IL-6 inhibe la diferenciacion de Treg,

al mismo tiempo que estimula la de Th17 (Awasthi & Kuchroo 2009).

Citoquinas Th17-Treqg

IL-17 es una familia de citoquinas compuesta por 5 proteinas: IL-17A a IL-
17F, las que comparten distintos niveles de homologia en su secuencia de
aminodacidos. De ellas, quienes poseen mas alta similitud son la IL-17A e IL-17F,
ambas secretadas por linfocitos Thl7 (Akimzhanov et al 2007). Sin embargo,
aunque IL-17F media sefales similares y es sintetizada en mayor cantidad que IL-
17A, esta ultima posee una mayor afinidad por sus receptores y su sefal es
mucho mas potente (Kuestner et al 2007). Ambas proteinas pueden formar
heterodimeros, los que tendrian una potencia intermedia, y se ha propuesto que la
sintesis de IL-17F seria una forma de mitigar la respuesta inflamatoria dada por IL-
17 (Chang and Dong 2007).

IL-17A (o IL-17) es una proteina de 17,5 KDa sintetizada principalmente por
linfocitos T activados (Th17) vy secretada en forma homodimérica, donde cada
subunidad esta constituida por 155 aminoacidos (Miossec 2003, Li et al 2000).
Esta proteina posee actividad biologica pleiotropica sobre distintos tipos celulares,

tales como fibroblastos, macrofagos, células endoteliales y epiteliales, a las cuales
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estimula a producir otras citoquinas inflamatorias (Rouvier et al 1993, Yao et al
1995, Vernal et al 2005) como TNF-a e IL-1B en macrofagos (Jovanovic et al
1998); IL-6, IL-8 y molécula de adhesion intercelular-1 (ICAM-1) en fibroblastos
(Yao et al 1995, Fossiez et al 1996); y G-CSF vy prostaglandina E2 (PGE2) en

sinoviocitos (Fossiez et al 1996).

En el caso de la enfermedad periodontal, se ha determinado que la cantidad
de IL-17 presente en el fluido gingival crevicular (FGC) y en el sobrenadante de
cultivos gingivales, es mayor en pacientes con periodontitis crénica que en sujetos
periodontalmente sanos (Vernal et al 2005). Ademas, se ha descubierto que la
proteina de membrana externa de Pg induce un aumento en la produccién de IL-
17 en pacientes con periodontitis cronica al estimular muestras sanguineas de

individuos enfermos. (Oda et al 2003).

En cuanto a sus efectos en la enfermedad periodontal, IL-17 estaria
involucrada en la reabsorcion 6sea mediante el siguiente mecanismo: IL-17 se
uniria al receptor de membrana del osteoblasto, lo que provoca por un lado un
efecto directo en la produccién del Ligando del receptor activador del factor
nuclear Kk (RANK-L), y por otro, un aumento de PGE2, que de igual modo, induciria
un aumento en la sintesis de RANK-L, el cual estimularia la maduracion de
progenitores osteoclasticos a osteoclastos maduros, y la activacion de estas
células (Kotake et al 1999, Udagawa et al 2002)

La familia de IL-10 consiste en 9 interleuquinas, dentro de las cuales se
encuentra IL-10. La IL-10 humana es una proteina de 18,5 KDa que funciona
como un homodimero (Delves et al 1998). Esta citoquina es clave en la respuesta
inmune, tanto en la innata, como en la adaptativa y es producida por un serie de
células tales como: macrofagos activados (Mantovani et al 2004), células
dendriticas, mastocitos, eosinofilos, neutrdfilos, células NK, células B y por todos
los subtipos de células T (Ouyang W, et al 2011, Mills KH 2004, O Garra et al
2004). IL-10 es una citoquina supresora, que inhibe la respuesta inflamatoria,

siendo clave en la resolucion de la inflamacién. Sin embargo, ciertos patdégenos
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han sabido abusar de esta caracteristica de IL-10, estableciéndose estados
cronicos de infeccion (Ouyang W, et al 2011).

Dentro de las funciones de esta proteina, se puede mencionar que mientras
por un lado inhibe la produccion de citoquinas proinflamatorias por parte de
neutréfilos y macrofagos (autoregulacion) (Moore et al 2001), presentando una
accion antiinflamatoria, por otro aumenta el reclutamiento y la activacion de células
B (Grutz G 2005). Incluso, se ha encontrado una mayor cantidad de células B
activadas por IL-10 en individuos con patologias como el sindrome de Sjbgren,
artritis reumatoidea y lupus eritematoso sistémico (Llorente L et al 1994). En
cuanto a linfocitos T, IL-10 inhibe la produccién de IL-12 (Moore et al 2001) y la de
IL-23 (Yen D et al 2006), disminuyendo asi la respuesta de Thl y la de Thl7, por
lo que IL-10 podria ser critica en el control del balance entre Thl y Th2, y entre
Th1l7 y Treg. IL-10 seria la Unica de la familia en ser sintetizada por los Treg, y es
necesaria para cumplir su funcién caracterizada por limitar o suprimir la respuesta

inmune (Ouyang W, et al 2011).

Aunque IL-10 tendria un efecto positivo en enfermedades inflamatorias
cronicas gracias a su accién inmunosupresora, de la misma manera estaria
envuelta en la persistencia de la bacteria y en la mantencién de la infeccion. Es asi
como IL-10 es relevante en la inmunopatogenia de patologias inflamatorias
cronicas como la enfermedad periodontal (Gemmell E et al 1997, Okada &
Murakami 1998) demostrandose, por ejemplo, una importante relacion entre el

genotipo de IL-10 y la progresion de esta patologia (Cullinan MP et al 2008).

IL-6 es una proteina de 185 aminoacidos y 26 KDa (Tarkowski E et al
1999), secretada como monémero, que al unirse con su receptor forman un
heterodimero (Somers W et al 1997). Es una proteina multifuncional,
perteneciente a una familia de mediadores envueltos en la regulacion de la
respuesta inflamatoria e inmune, ademas de tener un importante rol en la
hematopoyesis, regeneracion neuronal, desarrollo embrional, entre otros (Heinrich

P et al 2003). Una alteracion en la regulacion de su sintesis o funcion ha sido
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asociada a varias enfermedades sistémicas, tales como artritis cronica juvenil,
artritis reumatoidea, osteoporosis, enfermedad de Paget, y varios tipos de cancer
(Ishihara & Hirano 2002). IL-6 es secretada por monocitos/macrofagos, células Ty
B, fibroblastos, células endoteliales, hepatocitos, células tumorales y neuronas
(Van Snick 1990), y dentro de sus funciones estan: diferenciacion final de células
B en células plasmaticas secretoras de anticuerpos, activacion y diferenciacion de
células T y diferenciacion de macréfagos (Van Snick 1990). También se ha visto
un efecto inhibitorio en la proliferacion de fibroblastos sinoviales (en relacién a la
artritis reumatoidea) (Nishimoto N et al 2000), asi como también una accion sobre
fibroblastos gingivales, donde en presencia de su receptor (IL-6R) podrian alterar
su morfologia (Naruishi K et al 1999, 2001).

En cuanto a la enfermedad periodontal, IL-6 se ha podido identificar en
células endoteliales, fibroblastos y macréfagos de sujetos enfermos, mientras que
no se observa en las mismas de individuos sanos (Takahashi K et al 1994), y es
una de las citoquinas con mayor aumento en tejido gingival inflamado (Guillot JL et
al 1990). Ademas, IL-6 es un importante estimulador de la diferenciacion de
osteoclastos y de la reabsorcion 6sea (Hughes et al 2006), importante en el
desarrollo de la patologia periodontal. También se ha sugerido que variaciones en
el gen de IL-6 seria relevante en la susceptibilidad individual a la infeccion con

bacterias periodontopatdégenas (Nibali L et al 2008).

TGF-B1 es una proteina de 25 KDa, compuesto por dos subunidades de
12,5 KDa cada una, unidas por puentes disulfuro (Assoian et al 1983). Esta
citoquina ubicua es sintetizada por variados grupos celulares como linfocitos,
plaquetas, neutréfilos, monocitos (Wahl et al 1993), y células 6seas (osteoblastos
y osteoclastos) (Robey PG et al 1987) y tiene efectos tanto proinflamatorios
(quimioatrayente para neutréfilos, monocitos, mastocitos, linfocitos, y ademas
induce la liberacion de citoquinas proinflamatorias), como antiinflamatorios
(supresion de la respuesta mediada por células y la respuesta humoral) (Marek A
et al 2002), siendo clave en la regulacién, limitacion y resolucion de la inflamacion.

Sus efectos en la proliferacion y diferenciacién celular sugieren un mayor rol en la
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curacion de heridas y remodelacion y regeneracion de tejidos (Laiho M & Keski-
Oja J 1989, Whal SM et al 2004, 2005). Ademas, aumentaria la produccion de
componentes de la matriz del tejido conectivo como el colageno, y tendria un rol
en el metabolismo de éste, tanto en condiciones normales como patoldgicas (por
ejemplo, enfermedad periodontal), ya que mediaria el equilibrio entre las proteasas
y sus inhibidores (Overall CM et al 1989). Por otro lado, esta proteina esta
implicada en la remodelacion 6sea, induciendo la formacion de hueso, aunque hay
estudios que demuestran que cuando aumenta la cantidad de TGF-B1 en
condiciones de inflamacion cronica, ésta induce una reduccién en la
mineralizacion 6sea (Ehnert S et al 2010). Finalmente, dado el potencial que tiene
TGF-B1 para aumentar la velocidad de curacién de las heridas (Lee PY et al 2004)
y acelerar la remodelacion del tejido conectivo (Komarcevic A 2000) y la
angiogénesis (Merwin JR et al 1990), se ha sugerido que una alta cantidad de
esta proteina constituye un factor protector en la periodontitis, aunque no hay que
descartar su efecto proinflamatorio mencionado anteriormente, lo que también

podria jugar un papel en la progresion de la enfermedad.

IL-21 es una citoquina producida por linfocitos T activados como un
polipéptido de 133 aminoacidos con un peso molecular de 15,5 KDa (Parrish-
Novak J et al 2000). Esta proteina es secretada por Thl7, células T CD4*
activadas y células NKT (Nurieva R et al 2007, Coquet JM et al 2007, Harada M et
al 2006, Chtanova T et al 2004), y tiene actividad pleiotrépica en la respuesta
inmune, tanto en la innata como en la adaptativa. Dentro de sus acciones se
encuentran: aumento en la proliferacion de linfocitos y accién autocrina en éstos,
aumento en la citotoxicidad de células T CD8* y NK, diferenciacion de células B en
células plasmaticas y produccion de anticuerpos (aunque sin la coestimulacion
adecuada induce su apoptosis) (Konforte et al 2009), y ademas es un regulador
critico para el desarrollo de Thl7. Por otro lado, tiene efectos inhibitorios en las
células dendriticas como presentador de antigeno, manteniéndolas en un estado
inmaduro, induce la apoptosis de células B sin la coestimulacion adecuada
(Konforte et al 2009), e inhibe la proliferacion y aumenta la apoptosis de células

NK (Spolski & Leonard 2008). IL-21, ademas de regular el normal desarrollo y
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funcién linfocitaria, tiene un importante rol en la respuesta inflamatoria, alergias,
autoinmunidad y presenta accién antitumoral (Spolski & Leonard 2008). Es asi
como se han hecho numerosos estudios acerca de IL-21 y su accion antitumoral,
asi como también en cuanto a su rol en inmunopatologias como artritis
reumatoidea y lupus eritematoso sistémico, obteniendo resultados prometedores,
aungue aun incompletos para su aplicacion clinica. Sin embargo, pese a la amplia
investigacion en torno a IL-21, hasta la fecha, no hay informacion especifica sobre

esta interleuquina en relacion a la enfermedad periodontal.

En vista de la evidencia presentada, en relacién a las interleuquinas I1L-17,
IL-6, IL-10, TGF-B1 e IL-21 (Vernal et al 2005, Oda et al 2003, Kotake et al 1999,
Udagawa et al 2002, Cullinan MP et al 2008, Gemmell E et al 1997, Okada &
Murakami 1998, Takahashi K et al 1994, Nibali L et al 2008, Li & Flavell 2008,
Chen et al 2003, Nurieva R et al 2007, Spolski & Leonard 2008), a las células Treg
y Th17 como moduladores de la respuesta inmune (Baecher-Allan & Hafler 2006,
Rouse BT et al 2006, Belkaid Y 2006, Li & Flavell 2008) y a la relacion entre
ambas (Bettelli E et al 2007, Veldhoen et al 2006, Korn et al 2007), es que
proponemos en este estudio analizar a las células Th 17 y Treg en la enfermedad
periodontal, mediante el estudio de citoquinas claves en la funcion de ambas.
Ademas, prestaremos especial atencion a IL-21, la cual no ha sido estudiada en

esta patologia.
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PROBLEMA

¢Existen diferencias entre los niveles de las principales citoquinas
relacionadas con las células Th17 (IL-17, IL-6, IL-21) y Treg (IL-10 y TGF-B1) en el
FGC de pacientes con periodontitis crénica, con respecto a sujetos

periodontalmente sanos?

HIPOTESIS

Existen diferencias entre los niveles de las principales citoquinas
relacionadas con Th17 (IL-17, IL-6, IL-21) y Treg (IL-10 y TGF-B1) presentes en el
FGC de pacientes con periodontitis cronica, con respecto a sujetos

periodontalmente sanos.

OBJETIVO GENERAL

Identificar a IL-21, y establecer si existen diferencias entre los niveles de IL-
21, 1L-17, IL-6, IL-10 y TGF-B1 en FGC de pacientes con periodontitis cronica, con

respecto a sujetos periodontalmente sanos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Identificar la presencia de IL-21 en FGC de pacientes con periodontitis cronica y

sujetos periodontalmente sanos.

. Determinar los niveles de IL-21, IL-17, IL-6, IL-10 y TGF-B1 en FGC pacientes con
periodontitis crénica.

. Determinar los niveles de IL-21, IL-17, IL-6, IL-10 y TGF-B1 en FGC de sujetos

periodontalmente sanos.

. Comparar los niveles de IL-21, IL-17, IL-6, IL-10 y TGF-B1 en FGC de pacientes

con periodontitis crénica y sujetos periodontalmente sanos.
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MATERIALES Y METODOS

Seleccién de pacientes

Se seleccionaron 20 pacientes con diagnéstico de periodontitis crénica
moderada y/o severa, mayores de 35 afios, atendidos en la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile o en el CDT de Odontologia del Complejo
Hospitalario San José (SSMN).

Criterios de inclusion (Dezerega et al 2010) :

Al menos 14 piezas dentarias naturales en boca, sin contabilizar los terceros

molares, de los cuales al menos 10 son posteriores.

Presentar como minimo 5 dientes con una profundidad al sondaje mayor a 5 mm,
con una pérdida de insercién clinica mayor a 3 mm y evidencia radiografica de

destruccion 6sea alveolar.
Criterios de exclusion (Dezerega et al 2010):
Haber recibido pulido y alisado radicular.
Condiciones médicas que requieran premedicacion con antibiéticos

Administracion de medicamentos tales como antibidticos, anti-inflamatorios

esteroidales y no esteroidales 6 meses previos al comienzo del estudio.
Embarazo, o tener intenciones de quedar embarazada en el periodo de un afio.

Tener afecciones sistémicas que pudieran afectar el desarrollo de la enfermedad

periodontal.

Los pacientes fumadores fueron incluidos en el estudio, los cuales se
homogenizaron tanto para el grupo experimental, como para el grupo control.
Todos los pacientes firmaron un consentimiento informado (Anexo), aprobado por
el comité de ética de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile, previo
al ingreso al estudio. Y todos ellos recibieron terapia periodontal posterior al

ingreso.

Utilizando los criterios de inclusion y exclusion ya sefalados, se

seleccionaron como grupo control individuos periodontalmente sanos, determinado
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por la ausencia de pérdida de insercion clinica asociada a infeccion y de sacos

periodontales, y sin signos clinicos de inflamacion.

Evaluacién clinica

Todos los pacientes recibieron, previo al examen clinico, una profilaxis

supragingival para facilitar el uso de los instrumentos de medicion.

Para el examen clinico, un investigador calibrado tom6 mediciones de la
profundidad de los sacos periodontales y del nivel de insercion clinica, y
mediciones de indice de placa supragingival y sangramiento al sondaje, en 6 sitios
por diente (mesiobucal, bucal, distobucal, distolingual, lingual, mesiolingual). Se
utilizé una sonda periodontal manual milimetrada de primera generacion (Carolina
del Norte, Hu-friedy, USA).

Para tomar muestras de FGC en individuos con periodontitis crénica, se
selecciond 1 sitio periodontal afectado, el que debia presentar una profundidad de
sondaje mayor a 5 mm y una pérdida de insercion clinica asociada a la infeccién
mayor a 3 mm. De preferencia, el sitio seleccionado fue el con mayor profundidad
al sondaje y nivel de insercion clinica de los dientes posteriores afectados. Por
otro lado, se tomaron muestras de FGC en individuos periodontalmente sanos
donde los sitios seleccionados presentaban encia sin signos de enfermedad

periodontal.

Toma de muestra de FGC

Primero, el diente se aislo con algoddn para remover la placa supragingival
con cureta (Hu Friedy, Chicago, IL, USA). Posteriormente el sitio fue secado con
aire usando jeringa triple en direccion paralela al eje mayor del diente, hacia la
superficie oclusal de éste. La muestra de FGC fue tomada con tiras de papel
absorbente (Periopaper™,Smithtown, NY, USA), utilizando 6 tiras por sitio, las
cuales se introdujeron de a una en el saco o0 surco hasta sentir una resistencia
suave, manteniéndose en el lugar por 30 segundos. Las tiras contaminadas con
saliva o sangre fueron descartadas del estudio. Las muestras colectadas se

guardaron en microtubos y se almacenaron a -80°C hasta ser procesadas.
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Elucion de FGC

El FGC fue extraido mediante elucion desde la tiras de papel. Se
agregaron 85 pL por tira de NaCl 0,9% con inhibidores de proteasas (Cocktail
inhibidor de proteasas libre de EDTA, marca Roche). Luego las muestras fueron
agitadas en Vortex a velocidad maxima e incubadas a 4°C por 30 minutos, para
posteriormente ser centrifugadas a 12500 rpm por 5 minutos a 4°C utilizando
centrifuga marca HETTICH modelo Universal 320R. El eluido fue traspasado a un
segundo microtubo, repititiendo el procedimiento descrito y colectdndose al
finalizar ambos eluidos en el mismo tubo. Se descartaron las tiras de papel y las

muestras fueron guardadas a -80°C para futuros andlisis.

Preparacion de las muestras para el Western blot

1. La cuantificacion de proteinas totales se realiz6 mediante el método del
Acido Bicinchoninico (BCA). Este método depende principalmente de que, en un
medio alcalino, los enlaces peptidicos de las proteinas reducen Cu++. Los iones
Cu+ producidos, se unen a dos moléculas del BCA y al hacerlo, les cambian la
estructura electronica de tal manera que el compuesto absorbe luz a 562 nm y se
torna de color purpura. En las condiciones de la reaccién, la absorcién del
compuesto es proporcional a la concentracion de proteinas totales presente en la

muestra.

Para establecer la relacion entre la concentracion de proteinas presentes en
las muestras y la absorbancia, se prepar6 una curva de calibracion que consistié
en una serie de diluciones seriadas preparadas a partir de una solucion stock de
2ug/mL, obteniendo soluciones de concentracion conocida. El ensayo se llevo a
cabo segun las indicaciones del fabricante, utilizando 2pl de muestra en un
volumen final de 500ul (Micro BCATM Protein Assay Kit, Thermo Scientific,
Rockford, IL, USA). A partir de las absorbancias medidas a 562 nm se construyo
un grafica donde en el eje de las X se localiz6 la concentracion en y en el eje de
las Y la absorbancia. Los valores de absorbancia de las muestras fueron

interpolados en la curva obteniendo asi su concentracion. El valor obtenido se
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multiplicé por el factor de dilucion de las muestras para obtener la concentracion

final.

2. Para liofilizacion de las muestras se tomé el volumen correspondiente a
10ug de proteinas totales, segun la determinacion anterior para ser liofilizadas a -
50°C. Luego, la muestra liofilizada fue resuspendida en 10uL de agua destilada y

2L de buffer de carga desnaturante 6x para realizar la técnica de Western Blot.

Identificacién mediante Western blot

La electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS (PAGE-SDS) se hizo
siguiendo el procedimiento descrito por Laemmli (Laemli UK 1970). Se utilizaron
geles en placa (8 x 7,3cm y 0,75mm de espesor) con un gel separador al 15%. Las
muestras fueron preparadas utilizando buffer de carga desnaturante (con [-
mercapto etanol), por lo que previo a cargarse debian ser hervidas por 15 minutos.
Luego las muestras fueron cargadas, donde el volumen estaba determinado por el
namero de bolsillos utilizados, y se realizé la electroforesis a 160V durante 1 hora
(o hasta que caiga el frente). Posteriormente se electrotransfirio -a 75mA por 3
horas- a una membrana de PVDF: se recort6 del tamafio necesario (en relacion al
gel), se embebid en metanol y se equilibré6 en tampdn de transferencia -asi como
también los geles- previo a la transferencia misma. Entonces el gel fue colocado
sobre papel de filtro y sobre este se ubic6 la membrana del mismo tamafio del gel
eliminando cuidadosamente todas las burbujas de aire entre el gel y la membrana.
Sobre la membrana se colocé nuevamente papel de filtro y el “sandwich”
resultante se aprisioné entre dos placas de acrilico cubiertas con esponjas en sus
dos caras interiores asegurandose que el gel quede hacia el catodo y la
membrana hacia el anodo, de modo que las proteinas cargadas negativamente se

transfieran a la membrana.

Finalizada la transferencia la membrana se retird, se sec6é a 37°C por 15-
20 minutos, fue bloqueada en 10ml de Albumina al 3% (TBS-T 0,1%), y luego
lavada 4 veces, por 15 minutos cada vez, con TBS-T 0,1%. Luego, se volvio a
secar la membrana —de la misma manera- y se incub6 durante toda la noche con

5mL de anticuerpo primario (anti IL-21). Al dia siguiente, la membrana se lavé 3
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veces, por 10 minutos cada vez, con TBS-T 0,1%, se seco, y se incubé con 5mL
de anticuerpo secundario (goat anti mouse (GAMPQ)). Posteriormente se incubo
con luminol por 5 minutos en oscuridad, y la membrana se expuso a la pelicula por
periodos de tiempo variables. Entonces, las peliculas fueron reveladas, fijadas y
fotografiadas para evaluar la presencia o ausencia de IL-21.

Determinacion de los niveles de las interleuguinas

Para determinar los niveles de las interleuquinas en estudio presentes en el
FGC, se hizo una cuantificacion mediante ELISA (Enzime Linked Immunosorbent
Assay). Este ensayo se basa en la deteccion de un antigeno inmovilizado (la
proteina a cuantificar) mediante un anticuerpo especifico (anticuerpo primario).
Posteriormente un conjugado anticuerpo-enzima se une al anticuerpo primario, el
que es capaz de catalizar un sustrato para formar un producto coloreado, cuya
densidad o6ptica se lee a una determinada longitud de onda. La intensidad del color
medida en el espectrofrotbmetro permite determinar indirectamente la

concentracion del antigeno.

Para determinar el nivel de IL-17, IL-10, IL-6, IL-21 y TGF-B1 se utiliz6 un Kit
especifico de ELISA para cada citoquina, siguiendo las recomendaciones del

fabricante. Los kit utilizados fueron los siguientes:

- Human TGF-B1 quantikine ELISA c6d. dbl100b, R&D systems®, Min, USA,
cuyo limite de deteccion es 4,61pg/mL de proteina.

- Human IL-17 quantikine ELISA kit c6d. d1700, R&D systems®, Min, USA, cuyo

limite de deteccién es 15pg/mL de proteina.

- Human IL-10 quantikine ELISA céd. d1000b, R&D systems®, Min, USA, cuyo
limite de deteccidn es 2pg/ml de proteina.

- Human interleukin-6 ELISA c6d. EH2IL6, Pierce, Thermo Scientific®,

Rockford, IL, USA, cuyo limite de deteccion es <1pg/mL de proteina.

- Human interlukin-21 ELISA cat. no. 433804 (5 plates), BioLegend®, San
Diego, CA, cuyo limite de deteccion es 16pg/mL de proteina.
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El resultado de cada reacciéon fue evaluado y cuantificado mediante un
lector de ELISA a 450 nm (Universal Microplate Reader, ELX800, Biotek®

Instruments, Vermont, USA).

Andlisis de resultados

Los datos fueron analizados utilizando el software estadistico
GraphPadPrism 4.03 (GraphPad Software, Inc., California, USA)

Para determinar si los resultados obtenidos tenian una distribucion normal
se utilizé el test Shapiro-Wilk, y de ser asi, éstos fueron analizados mediante la

prueba estadistica Test-t no pareado.

En el caso de que los resultados tuvieran una distribucién no paramétrica,

se usoO la prueba de Mann-Whitney.

Se consideré un p<0,05 como estadisticamente significativo, y un poder

estadistico fue de 80%.
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RESULTADOS

Caracteristicas clinicas de los individuos

El grupo con periodontitis cronica quedd constituido por 20 sujetos, de los
cuales un 75% eran de género femenino (15 mujeres y 5 hombres), cuya edad
promedio fue de 41,67 + 18,55 afios. En el caso del grupo control, esté quedd
formado también por 20 individuos y un 75% de mujeres, con una edad promedio
de 32,25 + 6,16 afios. No hay diferencia significativa entre los grupos en cuanto a

la edad o género.

Las caracteristicas clinicas de ambos grupos se muestran en la Tabla 1. La
profundidad al sondaje en los individuos enfermos fue de 3,30 + 1,02 mm,
mientras en sanos fue de 1,20 + 0,45 mm. En el caso del nivel de insercion clinica,
su valor fue de 4,10 + 1,80 mm en enfermos, y de 1,85 = 0,90 mm en sanos. El
porcentaje de sangramiento al sondaje y de piezas dentarias con placa bacteriana
fue de 59,92% y 84,48% en enfermos, y de 22% y 255% en sanos,

respectivamente.

Tabla 1: Caracteristicas clinicas de los pacientes con periodontitis crénica y

sujetos sanos periodontalmente (Promedio + desviacion estandar).

Periodontitis Sanos

(n=20) (n=20)
Edad (afios) 41,67 + 18,55 32,25+ 6,16
Mujeres (%) 75 75
Profundidad al sondaje %
(mm) 3,30 £ 1,02 1,20 + 0,45
Nivel de insercion clinica o
(mm) 4,10+£1,80 1,85+ 0,90
Sangrado (%) 59,92 2,20%**
indice de placa (%) 84,98 25,50%***

*Profundidad al sondaje de sujetos con periodontitis v/s control: p=0,001.

** Nivel de insercién clinico de sujetos con periodontitis v/s control: p=0,0001.
*** [ndice de Placa de sujetos con periodontitis v/s control: p=0,001.

**** Sangrado al sondaje de sujetos con periodontitis v/s control: p=0,001.
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Identificaciéon mediante Western Blot

A. IL-21: Al realizar el Western blot, fue posible identificar la presencia de una
banda de 15,5KDa correspondiente a IL-21 en las muestras de FGC tanto en

individuos sanos como enfermos (Figura 3).

Figura 3: Western blot IL-21

Sanos Periodontitis

\ |

Anti-IL-21 1pg/mL. Anticuerpo secundario GAMPO 0,001pg/mL. 5 minutos de exposicién.

B. Previo a medir los niveles de cada Interleuquina mediante ELISA, se
identificaron también por Western blot a modo de control, para cerciorarse que las

proteinas estaban presente en el FGC (Figura 4).

Figura 4: Western blot IL-6, IL-17, TGFf1, IL-10

IL-6 Sanos Periodontitis
26KDa | S e e
TGF_B Sanos Periodontitis

25KDa | e aee (D SR GO

I11L-17 Sanos Periodontitis

17,5KD2 | il G | ey s G

IL-10 Sanos Periodontitis

18,5KDa | e s || e ‘]]

Anti IL-6 2pg/mL. Anti TGFB1 0,5ug/mL. Anti IL-17 0,04pg/mL.
Anti IL-10 2ug/mL. Anticuerpo secundario GAMPO 0,001ug/mL.
5 minutos de exposicion.
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Niveles de citoquinas determinados mediante ELISA

Los resultados fueron representados por la mediana y el rango intercuartil,

ya que todos tuvieron una distribucion no paramétrica.

a) Niveles de IL-21
En el caso de IL-21, se encontraron niveles detectables en el 100% de las

muestras de FGC tanto de individuos sanos como enfermos.

La cantidad total encontrada en individuos con periodontitis cronica fue de
16,16(13,75) pg/mL, mientras que en el grupo control fue de 11,38(3,21) pg/mL,
mostrando una mayor concentracion en individuos enfermos que en sanos.

Diferencia que ademas es estadisticamente significativa (p=0,0015, test de Mann

Whitney) (Gréfico 1).

Grafico 1: Concentracion de IL-21en FGC (pg/mL) de individuos con periodontitis

cronica v/s sanos.
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b) Niveles de IL-17

IL-17 fue detectada en el 95% de individuos enfermos. En individuos sanos,

por el contrario, el 100% de los sujetos presentaban niveles indetectables.

La cantidad total encontrada en individuos con periodontitis crénica fue de

156,52(164,35) pg/mL, mientras que en el grupo control el nivel estaba por debajo
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del limite de deteccion del kit de ELISA (Quantikine®, R&D systems, Min, USA).
Debido a que el kit detecta como minimo 15 pg/mL, se podria considerar que la

diferencia entre sanos y enfermos es estadisticamente significativa.

c) Niveles de IL-6
En este caso, también se detecto la proteina en el 100% de las muestras,

de individuos sanos y enfermos.
La cantidad total encontrada en individuos con periodontitis cronica fue de
7,66 (7,66) pg/mL, mientras que en el grupo control fue de 1,277 (1,70) pg/mL,

mostrando una mayor concentracion en individuos enfermos que en sanos,

diferencia que ademas es estadisticamente significativa (p=0,0185, test de Mann

Whitney) (Gréfico 3).

Grafico 3: concentracion de IL-6 en FGC (pg/mL) de individuos con periodontitis

cronica v/s sanos.
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c) Niveles de IL-10

IL-10 fue detectada en el 100% de las muestras de individuos enfermos, y

en el 90% de sanos.

Los niveles de IL-10 detectada en individuos con periodontitis cronica fue

de 48,0(55,33) pg/mL mientras que en el grupo control fue de 4,67(7,33) pg/mL,
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mostrando una mayor concentracion en individuos enfermos que en sanos,

diferencia que ademas es estadisticamente significativa (<0.0001, test de Mann

Whitney).

Gréfico 4: concentracion de IL-10 en FGC (pg/mL) de individuos con periodontitis

cronica v/s sanos
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d) Niveles de TGF-B1

En este caso, se encontraron niveles detectables en el 100% de las
muestras de FGC de enfermos, no asi en el grupo control, donde se obtuvieron
niveles indetectables.
La cantidad total encontrada en individuos con periodontitis crénica fue de

6,92(9,63) pg/mL, mientras que en el grupo control el nivel estuvo por debajo del
limite de deteccion del kit de ELISA (Quantikine®, R&D systems, Min, USA).
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DISCUSION

En este trabajo se demostré que efectivamente existe un desbalance entre
las interleuquinas relacionadas con Thl7 y Treg presentes en FGC de individuos
con periodontitis crénica, con respecto a sujetos periodontalmente sanos,
observandose un aumento de todas las citoquinas estudiadas en el FGC de
individuos con periodontitits cronica. Sin embargo, mientras que los niveles
detectados de IL-6 (1,27(1,70) pg/mL v/s 7,66 (7,66) pg/mL), IL-21 (16,16(13,75)
pg/mL v/s 11,38(3,21) pg/mL ) e IL-10 (48,0(55,33) pg/mL v/s 4,67(7,33) pg/mL )
fueron mayores en muestras de periodontitis crénica con una diferencia
estadisticamente significativa respecto a los sanos, en el caso de IL-17 y TGF-p1
(156,52(164,35) pg/mL y 6,92(9,63) pg/mL, respectivamente) fueron medibles solo
en FGC de pacientes con periodontitis cronica, siendo indetectables en FGC de

sujetos sanos.

La periodontitis crénica es una patologia de origen infeccioso, en donde los
periodontopatégenos son capaces de activar la respuesta inmune del hospedero,
generando una inflamacion crénica de los tejidos de soporte del diente (Seymour
1991, Page et al 1997, Reynolds & Meikle 1997, Gamonal et al 2003). Dentro de
las células envueltas en esta respuesta inmune se encuentran los linfocitos T
colaboradores, los que, entre otras, pueden diferenciarse en linfocitos Thl7,
caracterizadas por una accién proinflamatoria (Jovanovic et al 1998), y en Treg,
los que son capaces de suprimir la respuesta inflamatoria, regulando la respuesta
inmune (Li & Flavell 2008).

Th1l7 ha sido asociada a la progresion de enfermedades inflamatorias y
autoinmunes debido a su antagonismo con las células Treg y, por ende, a su rol
en la amplificacion de la respuesta inmune (Bettelli E et al 2006). Distintos
estudios han mostrado una mayor cantidad de IL-17 en distintas patologias
inflamatorias y autoinmunes como la artritis reumatoidea, psoriasis y esclerosis
multiple, entre otras (Kotake S et al 1999, Tzartos JS et al 2008), lo que sugiere un
rol en la progresion de éstas. En este estudio se encontro una mayor cantidad de

IL-17 en individuos con periodontitis crénica que en sujetos enfermos, resultado
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gue coincide con el ya publicado por Vernal et al en el 2005, donde ya se habia
sugerido que IL-17 estaria envuelta en el desarrollo y progresion de la
enfermedad periodontal. En el caso de fibroblastos gingivales, se ha demostrado
que induce un aumento en la secrecidon de IL-8, envuelta en la activacion y
reclutamiento de neutréfilos en la inflamacion, y ya asociada a la enfermedad
periodontal (Kobayashi 2006, Wang et al 2003). Por otro lado, tendria un efecto
sinérgico con INF-y en la sintesis de IL-6 y la molécula de adhesion intercelular
(ICAM)-1 (Mahanonda R et al 2008), lo que seria otro indicio de su efecto en la
mantencion de la reaccion inflamatoria en la enfermedad periodontal. IL-17
también induce la produccion de G-CSF, lo que aumenta el reclutamiento de
neutroéfilos en la zona de la lesidon (Yu & Gaffen 2008), poniendo a IL-17 como un
regulador critico en la homeostasis y reclutamiento de estas células. Los
neutrofilos son parte de la primera linea de defensa, lo que podria darles un rol
protector en la enfermedad periodontal (Lakshman R & Finn A 2001, Genco RJ
1996). Sin embargo, al ser persistente en el sitio de infeccién debido al constante
estimulo y a la falta de apoptosis (por las citoquinas circulantes), libera
componentes toxicos al medio celular, lo que contribuye a la destruccion tisular
(Nathan C 2006). En el caso de los macréfagos, IL-17 es capaz de inducir la
sintesis de citoquinas proinflamatorias por parte de éstos, tales como IL-13
fuertemente asociado a la severidad y progresion de la enfermedad periodontal
(Valderrama G et al 2005).

La angiogénesis es un proceso esencial en el desarrollo de una patologia
inflamatoria crénica, ya que permite la llegada de nutrientes, y de células y
mediadores inflamatorios al sitio enfermo (Guneri P et al 2004). IL-17 es capaz de
inducir la produccion de mediadores angiogénicos como VEGF (Wang L et al
2009, Numasaki M et al 2004, Ryu S et al 2006), el cual se ha visto esta en mayor
cantidad en FGC de individuos con periodontitis cronica que en sujetos sanos
(Prapulla DV et al 2007). Esto podria indicar que IL-17 esta involucrada en la
angiogénesis de la enfermedad periodontal, y por ende en la cronicidad y

patogénesis de esta patologia.
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Recapitulando lo ya expuesto acerca de los efectos de IL-17 en multiples
tipos celulares, tenemos que aumenta la produccion de interleuquinas
proinflamatorias por parte de fibroblastos gingivales, macrofagos, y células
endoteliales, induce la angiogénesis (lo cual seria clave en el reclutamiento de
células inflamatorias), participa en la homeostasis y reclutamiento de neutrofilos, y
ademas tiene un rol clave en la diferenciacion de osteoclastos, mediante la
produccion de RANK-L, PGE2, e IL-6. Asi, considerando todo lo mencionado, junto
con los resultados obtenidos en este estudio (los cuales coinciden con los
anteriormente descritos) donde encontramos mayores niveles de IL-17 en el FGC
de individuos con periodontitis cronica en relacion a sujetos sanos, es posible
concluir que esta proteina tendria un importante rol en la patologia de la

periodontitis crénica.

Al medir los niveles de IL-21 en el FGC, se encontrd0 una cantidad
significativamente mayor en individuos con periodontitis cronica que en sujetos sin
esta patologia, lo que puede sugerir un rol de esta proteina en la respuesta
inflamatoria que caracteriza a esta enfermedad. IL-21 ha sido ampliamente
estudiada por su rol en patologias inflamatorias, autoinmunes y en cancer (Spolski
& Leonard 2008), debido a su importancia en la diferenciacion y funcion de células
Thl7. Es asi como, por ejemplo, se ha visto una mayor cantidad de IL-21 (y su
receptor) en artritis reumatoidea (Li J et al 2006), donde ademas hay un aumento

de Th17, reconocido por una mayor cantidad de IL-17.

IL-21, ademas de su efecto sobre Thl7, es un regulador critico en la
respuesta de células B (Konforte et al 2009), y en la funcion de células T CD8*
(Ettinger R et al 2008). Tanto Th17, como los linfocitos B y las células T CD8* han
sido encontradas en mayor cantidad en sitios con enfermedad periodontal (Kim YC
et al 2010), lo que sumado a lo encontrado en este estudio en cuanto a IL-21,
podria sugerir un importante rol de esta citoquina en el desarrollo y progresion de
esta patologia, lo cual debera ser clarificado con estudios futuros en cuanto a la

real magnitud de dicho rol.
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En este estudio se encontré una cantidad significativamente mayor de IL-6
en FGC de sujetos con periodontitis cronica que en individuos periodontalmente
sanos, lo cual concuerda con estudios previos (Guillot JL et al 1990). IL-6 es
sintetizada por multiples tipos celulares, como macrofagos, células T, fibroblastos,
entre otras (Van Snick 1990), y tiene un importante efecto proinflamatorio
(diferenciacion de células B a células plasmaéticas, activacion de células T,
liberacion de proteinas de fase aguda por parte de los hepatocitos y activacion de
la cascada del complemento) (Revel M 1989). Induce la diferenciacién de Th17,
que a su vez sintetiza IL-17 (la cual induce la sintesis de IL-6), y paralelamente
inhibe la generacién de células Treg (Bettelli E et al 2007). Ademas, como ya se
habia mencionado, IL-6 induce la activacion de osteoclastos, y asi la reabsorcion
Osea, caracteristico de la enfermedad periodontal. IL-6 ha sido ampliamente
estudiada en cuanto a la enfermedad periodontal, observandose una mayor
cantidad en sitios enfermos, la cual disminuye después del tratamiento periodontal
(Loos BG 2005), y se ha asociado a la continua destruccién del tejido gingival
presente en la enfermedad, ademas de ser capaz de modificar la microbiota
subgingival y aumentar la susceptibilidad del sitio para ser colonizado por
bacterias periodontopatégenas (Cooke GS & Hill AV 2001). En cuanto a su
correlacion con caracteristicas clinicas, los estudios son contradictorios, habiendo
algunos que si encuentran asociacion (Geivelis M et al 1993), mientras que otros
no (Bozkurt FY et al 2000), sugiriendo que los mediadores inflamatorios varian de
un sitio a otro y de paciente a paciente, viéndose afectada por las caracteristicas
propias del huésped. Por ende, los resultados de este estudio coinciden con
estudios previos, involucrando a IL-6 en la patogenia de la enfermedad
periodontal, aunque sin asociarse a las caracteristicas clinicas de los sitios

estudiados.

IL-10 es una citoquina producida por varios tipos celulares, tanto de la
respuesta inmune innata como la adaptativa, dentro de las cuales se encuentran
los linfocitos T CD4* (Ouyang W, et al 2011). Los linfocitos Treg se caracterizan
por suprimir a otras células de la respuesta inmune y asi limitar la respuesta, y la

IL-10, sintetizada por ellos, es esencial para cumplir esta funcion. Es asi como IL-



30

10 es considerada esencial para la resolucion de la inflamacién. En la respuesta
innata es capaz de interferir con la produccién de mediadores inflamatorios de
neutrofilos, monocitos y macréfagos, mientras que a su vez aumenta la expresion
de moléculas que aumentan su propio efecto antiinflamatorio (Moore KW et al
2001). En la respuesta adaptativa, su accion es sobre las células presentadoras
de antigeno y los linfocitos T. IL-10 inhibe la sintesis de IL-12 (clave para la
diferenciacion de Thl), IL-2, TNF e IL-23 (clave en la funcion de Th17) (Sundstedt
A etal 1997, Yen D et al 2006, Moore et al 2001).

Sin embargo, aunque por un lado IL-10 inhibe una respuesta inmune
exagerada, previniendo asi una lesion inmunopatologica, por otro promueve la
persistencia de bacterias o virus en el sitio de infeccion al inhibir la respuesta
inmune protectora. Asi es como algunos patégenos han evolucionado, explotando
de cierta manera las funciones de esta interleuquina para asi establecer
inflamaciones cronicas. Muchas bacterias, parasitos, virus y sus productos son
capaces de inducir la produccién de IL-10, e incluso hay virus con su propia
version de IL-10 que es usada como sefiuelo para evadir la respuesta inmune
(Mege JL et al 2006, Filippi CM & Von Herrath MG 2008). De hecho, una mayor
cantidad de IL-10 se ha asociado a la permanencia del agente patdgeno en
patologias producidas por Mycobacterium tuberculosis, Streptococcus

pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa, entre otros (Mege JL et al 2006).

En este estudio se encontré una mayor cantidad de IL-10 en el FGC de
individuos enfermos en relacion a sujetos periodontalmente sanos, lo que coincide
con lo descrito por Gamonal et al. Esto sugiere un rol de esta citoquina en la
enfermedad periodontal, lo que ya habia sido propuesto en otros estudios
(Gemmell E et al 1997, Okada & Murakami 1998). Segun lo ya mencionado, IL-10
seria esencial en la cronicidad de la patologia periodontal, facilitando la

permanencia del agente peridontopatdégeno en el sitio de infeccion.

TGF-B1 es una citoquina con propiedades tanto anti como proinflamatorias.

Esta envuelta en la angiogénesis, en la supresion de la respuesta inmune y en la
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sintesis de la matriz extracelular (Prime SS et al 2004). Mientras por un lado es
capaz de inducir la sintesis de interleuquinas proinflamatrias como IL-1 e IL-6, por
otro inhibe la respuesta inmune, tanto celular como humoral (Marek A et al 2002).
TGF-B1 también esté involucrada en la remodelacién 6sea, que en condiciones
fisiolégicas es capaz de inducir la formacion de hueso. Sin embargo, en
condiciones patolégicas, como en una inflamacién cronica, el aumento de esta
interleuquina induce una reduccion en la mineralizacion 6sea (Ehnert S et al
2010). Aunque se ha sugerido un rol protector de esta interleuquina en la
enfermedad periodontal dado sus propiedades en la curaciébn de heridas y
remodelacion de tejido (Babel N et al 2006), por otro, estaria involucrada en la

evolucion de la patologia dado sus caracteristicas proinflamatorias.

En este estudio se encontré una mayor cantidad de TGF-B1 en individuos
enfermos, aunque no fue posible evaluar si existe diferencia significativa con
sujetos periodontalmente sanos debido a que en este ultimo grupo los niveles de
interleuquinas no fueron detectables para el kit de ELISA utilizado. Sin embargo,
en otros estudios fue posible encontrar una mayor cantidad de TGF-B1 en FGC de
enfermos (Gurkan A et al 2006), lo que coincidiria con la tendencia de nuestros
resultados. Esto propondria un rol de esta proteina en la patologia periodontal,
aunque el hecho de que aumente en sitios enfermos, sugiere un papel mas

proinflamatorio de sus funciones.

En relacion a la hipotesis planteada en este estudio, podemos decir que si
se cumplid, existiendo un desbalance entre las citoquinas relacionadas con Th1l7y
Treg en el FGC de individuos con periodontitis cronica, en relacidon a sujetos
periodontlamente sanos. En vista de lo planteado en cada citoquina estudiada, se
puede decir que la patologia periodontal involucra un sistema complejo que lleva a
la cronicidad de la enfermedad y a la destruccién de tejidos de soporte del diente.
Solo en relacion a las interleuquinas estudiadas podemos decir: mientras IL-21 e
IL-6, junto con TGF-B1, inducen la diferenciacion de Th17 promoviendo la sintesis
de IL-17 y todas las caracteristicas inflamatorias que esto conlleva, TGF-B1

también induce la formacion de Treg, quien sintetiza IL-10, la que como ya se
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comento, tendria un importante rol en la mantencién del patégeno periodontal en
el sitio de infeccidn. Esto sin mencionar todas las otras implicancias ya descritas
para estas interleuquinas, y sin contar otras citoquinas proinflamatorias (IL-1, IL-8),

u otras células (linfocitos B) importantes, también envueltas en esta patologia.
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CONCLUSIONES
1. IL-21 esta presente en el FGC de individuos con Periodontitis cronica.

2. IL-21 se encuentra en una cantidad significativamente mayor en el FGC de
individuos con periodontitis cronica en relacion a sujetos periodontalmente sanos
(p=0,0015).

3. IL-10 se encuentra en una cantidad significativamente mayor en el FGC de
individuos con periodontitis cronica en relacién a sujetos periodontalmente sanos
(<0.0001).

4. IL-6 se encuentra en una cantidad significativamente mayor en el FGC de
individuos con periodontitis crénica en relacién a sujetos periodontalmente sanos
(p=0,0185).

5. En el caso de IL-17 y TGF-B1 los niveles de proteinas en el grupo control
estuvieron bajo el nivel de deteccion del kit de ELISA utilizado, por lo que no fue
posible determinar si existia diferencia significativa entre ambos grupos, aunque si
fueron encontradas en mayor cantidad en el FGC de individuos con periodontitis

cronica en relacion a sujetos periodontalmente sanos.

6. No se encontré una correlacion entre los niveles de interleuguinas encontrados
y las caracteristicas clinicas de los sujetos con periodontitis cronica (profundidad al
sondaje periodontal, nivel de insercion clinico, porcentaje de placa y sangramiento

al sondaje).
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catimiento informado-Paciente Peri titis

Antecedentes Generales

La periodontitis es una infeccidn producida por ! acumula de placa bacteriana entre la
encia y el diente, que produce en sus esisdos iniciales ef aumento de volumen. cl
cumbio de color y el sangrado de la encia, y luego si no es tratada oportunamente
ocasiona la pérdida de los dientes, enfermedad dencminada periodontitis.

El tatamiento de ia enfermedad periodontal permite eliminar la infeccidn y ademds
permite detener L2 destruccion del hueso alveolar al cual se haya unido e} diente.

Ll propésito del presente estudio es determinar que factores locales ¥ generales, pucden
estar aseciados con la periodontitis, gue pusden contribuir 2 la destruccion del tejido de
insercién del diente y pérdida de los dientes. El roi de los factores locales. lo
determinaremos tomando y luego comparando, unas muestras bioldgicas en sujetos con
periodentitis crénics, agresiva y sujetos sin periodontitis.

Fn general, hay un tipo de periodontitis que afecta a los sujetos mayores de 35 afics, ¥
que se dencmina periodontitis crémica y otra que afecta a individuos mas jdvenes, entre
23 y 34 afios, que s denomina periodontitis agresiva. El diagnéstico de la periodoantitis
se¢ hace luego del examen clinico.

L.os sujetos sanos, son aquellos que no tienen periodontitis.

presente estudio se les sfectuara un cxamen clinico completo. en el que sc determina ia
severidad y la extensién de ia infeccion periodontal. Este es un examen de rutina que se
hace 2 todos los pacientes con periodontitis, participen o de un estudio dec
investigacion. '
A los pacientes que panicipen del estudio se ies tomara 3 tipos de muestras:

I.- Una biopsia de encfs, que se toma cuande se indica tratamienio guirirgico de
la infeccién periodontal. Esta biopsia se tomars, como parte del tratamiento de cirugia
periodontal que normaimenie se hace a los pacientes con periodontitis cronica severa
generalizada y que no tiene inconvenientes para el paciente. Esia biopsia sc toma _
realizando una incisién con hoja de bisturi N® 15. Esta biopsia se usard para aislar .-
células que panicipan en lz respuesta inflamatoria del paciente frenie a la infeccidn
periodontal.

2.- Una muesira de fluido gingival crevicular (liquido que normalmente fluye
entre la encia y cl diente y que esta presente en todos los sujetos). que se 10ma con una

¢
tira ¢ papel ¥ que ao ticne ninglin inconveniente para el paciente L‘
3.- Una muestra de sangre periférica, tomada por una enfermera que trabajaen la /- &
Facultad de Odontologia. La muestra se toma en el brazo, la cantidad es de iS mi, yel | ) §
inconveniente puede ser un hematoma en el brazo, cn algunas oportunidades. Ay ‘P)T
£l
ey
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Las muestras de sangre periférica y de fluido gingival crevicular. normalmenic no sc
ioman a los pacientes que se someten a traamiento periodontal, pero la informacicn que
estos exdmencs pueden entregar son de mucha utilidad, para conocer la biologia la
infeccion periodonial.

Los sujetos sin periodontitis, son voluntarios, a los cuales producto de la extraccion de
‘0s terceros molares. se ies procedera a tomar una muestra de tejido gingival, y de fluido
gingival crevicular.

Todos los procedimientos de toma de muestras son sin costo para los pacientes y sin
costo para [os sujetos sanos, sin periodontitis

Pura ¢l éxito del tratamiento periodontal es necesario hacer controles periddicos. con ¢l
objetive ce controlar la placa supragingival, de tal manera que se hardn controles a los
3.6y 12 meses después del tratamiento periodontal.

Todas las muestras se 2imacenardn en un congelador menso 80 grados, hasta realizar los
anslisis correspondientes.

Todas las muestrss biclégicas tomadas en el presente estudio (biopsia, fluido gingival
crevicular) solo se usardn en el presente estudio. Lo usual es que la cantidad de muestras
tomadas solo alcanza pera hacer los andlisis correspondientes. siendo imposible poder
guardar algo de material bioldgico.

Ventaias de participar en el estudio

Como ventaja de participar en <! presente estudio. a todos los pacientes participantes del
mismo s¢ les hard entrega de todos los elementos necesarios para el higiene bucal
{cepillo dentario. cepillo interproximel, seda y enjuagatorios).

Otra veataja es qus se les dard a conocer y se consignara en su ficha clinica los
resultados de los andlisis que resultan de las muestras biologicas tomadas a los
pacientes.

En relacion con el tratamiento periodontal, en el tratamiento realizado por ¢l suscrito, se
hard una rebaja de un 50% dei arancel que la Facultad ticne dispuesto cobrar para tales
cfectos.

A fos pacientcs sanos, se les regalerd un set de higienc bucal.

Desventaizg de participar el estudic

_a desventsja de participar en el presente estudio, es que los pagientes scleccionados
scran somctidos 2 la toma de unz biopsia (realizada durante la misma scsion del
iralamiento y por tantc s hsce con anesiesia), de fluido gingival crevicular (que no
requicre anestesia, y es inocua para el paciente) y una muecstra se sangre periférica
tomada por una enfermera que trabajs en la Facuitad de Odontologia. )
En caso de alguna dificuitad, los teléfonos de contacto del investigador responsable:
Jorge Camonal, son: 9781839, 9781838, y 2324232 .
Declaro

Haber comprendido las explicaciones que se me han facilitado. en un ienguaje claro y
sencillo, y ef facultativo me ha permitido realizar todas las observaciones y preguntas 5
necesarius, resolviéndome todas las dudas que le he plantcado, scfialindome ademaés 5 /i kY
que habra absoluta confidencialidad en los datos por mi entregados. S
También comprendo que, en cualquier momento y sin necesidad de dar explicacion \}‘/
alguna puedo revecar el consentimiento que zhora presto para participar en ¢l presente |
Proyecio de Investigacién, y que frente a cualquier duda puedo ademds consultar con el
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Presidente del Comité de Etica de la Facultad de Odontologia, Dr. Omar Campos. ¢n el
fono: 9781702.

Ademas se me ha aclarado, que en caso de no dar mi consentimiemto, ¢l profesional
procederd de todas maneras  realizar el mencionado tratamiento periodontal.

Identificacion Paciente Identificacion Dentista
Nombre: Nombre;

Rut: Rut:

Fono: Fono:

Firma Firma

Fecha:

Dpto. de Odontologin Conservadora/Olives N°943, Independencia & 9781839/ Casilla 1903.
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Facultad de Odontologia - Departamento de Odontologia Conservadora

Proyecto de lnvestigacién
Académico Responsable: Jorge Gamonal

Facultad de Odontologfa
Universidad de Chile

Consentimiento Informado — Sujetos Sin Periodontitis

Antecedentes Generales

El propésito del presente estudio es determinar que factores locales y generales, pueden
estar asociados con la periodontitis, que pueden contribuir a la destruccion del tejido de
insercién del diente y pérdida de los dientes. El rol de los factores locales. lo
determinaremos tomando y luego comparando, unas muestras biologicas en sujctos con
periodontitis cronica, agresiva y sujetos sin periodontitis.

En general, hay un tipo de periodontitis que afecta a los sujetos mayores de 35 afios, y
que se denomina periodontitis crénica y otra que afecta a individuos mas jévenes, entre
25 y 34 afios, que se denomina periodontitis agresiva. El diagndstico de la periodontitis
se hace luego del examen clinico.

Los sujetos sanos, son aquellos que no tienen periodontitis.

Procedimiento toma de las muestras
A los sujetos sin periodontitis, sanos o sin enfermedad periodontal, seleccionados para

el presente estudio se les efectuara un examen clinico completo. Este es un examen de
rutina que se hace a todos los pacicntes y en este caso es para descartar la presencia de
periodontitis. -

A los sujetos que participen del estudio se les tomara 3 tipos de muestras:

1.- Una biopsia de encia, que se toma cuando se indica la extraccion de un tercer
molar. Esta biopsia se toma realizando una incision con hoja de bisturi N° 15. Esta
biopsia se usard para aislar células que participan en la respuesta inflamatoria del
paciente frente a la infeccién periodontal,

2.- Una muestra de fluido gingival crevicular (liquido que normalmente fluye
entre la encia y el diente y que esta presente en todos los sujetos), que se toma con una
tira de papel y que no tiene ningtin inconveniente para el sujeto

3.- Una muestra de sangre periférica, tomada por una enfermera que trabaja en fa
Facultad de Odontologia. La muestra sc¢ toma en el brazo, la cantidad es de 15 ml. vel
inconveniente puede ser un hematoma en el brazo, en algunas oportunidades.

Todos los procedimientos de toma de muestras son sin costo para los pacientes y sin
costo para los sujetos sanos, sin periodontitis.

Todas las muestras se almacenaran en un congelador menso 80 grados, hasta rcalizar los
analisis correspondientes.

Todas las muestras biolégicas tomadas en el presente estudio (biopsia. fluido gingival
crevicular) solo se usarén en el presente estudio. Lo usual es que la cantidad de mucstras
tomadas solo alcanza para hacer los analisis correspondientes. siendo imposible poder
guardar algo de material biolégico.
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Ventajas de participar en el estudio

Como ventaja de participar en ¢l presente estudio, a todos los pacientes sanos, se les
regalard un set de higiene bucal.

Desventajas de participar el estudio

L.a desventaja de participar en el presente estudio, es que los suejtos seleccionados seran
sometidos a la toma de una biopsia (realizada durante la misma sesion de la extraccion
del tercer molar), de fluido gingival crevicular (que no requiere anestesia, y ¢s inocua
para el paciente) y una muestra se sangre periférica tomada por una enfermera que
trabaja en la Facultad de Odontologia.

En caso de alguna dificultad, los teléfonos de contacto del investigador responsable:
Jorge Gamonal, son: 9781839, 9781 838,y 2324232

Declaro

Haber comprendido las explicaciones que se me han facilitado, en un lenguaje claro y
sencillo, y el facultativo me ha permitido realizar todas las observaciones y preguntas
necesarias, resolviéndome todas las dudas que le he planteado, sefialindome ademas
que habrd absoluta confidencialidad en Ios datos por mi entregados.

También comprendo que, en cualquier momento y sin necesidad de dar explicacion
alguna puedo revocar el consentimiento que ahora presto para participar en el presente
Proyecto de Investigacion, y que frente a cualquier duda puedo ademas consultar con el
Presidente del Comité de Etica de la Facultad de Odontologia, Dr. Omar Campos, en el
fono: 9781702.

Identificacién Paciente Identificacion Dentista
Nombre: - Nombre:

Rut: Rut:

Fono: Fono:

Firma Firma

Fecha:

Dpto. de QOdontologia Conservadora/Olivos N °943, Independencia &: 9781839/Casilla 1903.




