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3. RESUMEN.

Introduccidn: Las lesiones periapicales son enfermedades inflamatorias que se
desarrollan alrededor del apice radicular de los dientes, provocadas por la
infecciébn de microorganismos que colonizan e invaden el sistema de canales
radiculares. La patogenia de estas lesiones esta determinada por el desequilibrio
inmunitario entre los linfocitos T reguladores (Treg) y los linfocitos T
colaboradores tipo 17 (Th17), lo que lleva a la resorcion del hueso alveolar
perirradicular. En enfermedades inflamatorias como la artritis reumatoide y la
periodontitis, la interleuquina-35 (IL-35) ha demostrado regular el balance

Th17/Treg, inhibiendo la resorcion y favoreciendo la formacion de tejido 6seo.

Hipodtesis: En las lesiones periapicales de origen endododntico, el tratamiento con
IL-35 restaura el balance Th17/Treg, aumentando la actividad de los linfocitos
Treg y disminuyendo la actividad de los linfocitos Th17, inhibiendo asi la resorcion

y promoviendo la formacion del hueso alveolar perirradicular.

Objetivo: Determinar el efecto del tratamiento con IL-35 en la modulacién del

balance Th17/Tregy en la resorcion y formacion del hueso alveolar perirradicular

en un modelo experimental de lesiones periapicales de origen endoddntico.
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Metodologia: Se utilizaron ratas Sprague-Dawley macho de 10 semanas de
edad para inducir lesiones periapicales experimentales mediante exposicion
pulpar. Los animales fueron divididos en grupos para caracterizar en diferentes
tiempos de progresion (0, 7, 14, 21 y 28 dias) y ademas, se evaluo el efecto de
distintas dosis de IL-35 (1, 10 y 100 ng/ul) en la reduccién de la pérdida Osea
periapical y el balance Th17/Treg en las lesiones inducidas. La resorcion ésea
perirradicular se cuantific6 mediante microtomografia computarizada (micro-CT).
Ademas, se cuantificaron niveles de citoquinas proinflamatorias y
antiinflamatorias (IL-1B, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A y TNF-a) mediante ELISA en
homogenizados de lesiones apicales y suero sanguineo. Se realizd el analisis
fenotipico de linfocitos Treg y Th17 mediante citometria de flujo, y se cuantificaron
los niveles de expresion de factores de transcripcion y citoquinas caracteristicas

de los perfiles linfocitarios Th17 y Treg mediante RT-gPCR.

Resultados: Al caracterizar la lesion periapical en diferentes tiempos de
progresion, encontramos que la resorcion 6sea increment6 gradualmente con el
tiempo, alcanzando su maximo el dia 28. Se observo una disminucion de las
citoquinas IL-4 e IL-10 y un incremento de IL-17A y TNF-a. La expresion de
RANKL aumentd significativamente, mientras que los niveles de OPG

permanecieron bajos. Los factores de transcripcién asociados a Th17 (RORyt)
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aumentaron, mientras que los asociados a Treg (Foxp3) disminuyeron, indicando

un desequilibrio inmunolégico.

El tratamiento de la lesion periapical experimental con IL-35 redujo la resorcion
Osea perirradicular, disminuyd la expresion de RANKL y aumento la expresion de
OPG de manera dosis-dependiente. La dosis de 100 ng/ul de IL-35 mostré una
capacidad significativamente mayor para disminuir los linfocitos CD4*IL-17* y
aumentar la cantidad de linfocitos CD4*Foxp3*CD25". La expresion de factores
de transcripcion y citoquinas mostré una reduccion en los niveles de RORyt e IL-
17A, y un aumento en los niveles de Foxp3, IL-10 y TGF-B1 en los grupos

tratados con IL-35.

Conclusiones: IL-35 reduce la resorcion 6sea alveolar periapical de manera
dosis-dependiente, asociada con la modulacién del desequilibrio entre linfocitos
Th17/Treg, sugiriendo un potencial terapéutico significativo en el manejo de

patologias osteodestructivas cronicas.
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4. ABSTRACT

Introduction: Periapical lesions are inflammatory diseases that develop around
the root apex of teeth, caused by infections from microorganisms that colonize
and invade the root canal system. The pathogenesis of these lesions is
determined by the immune imbalance between regulatory T cells (Treg) and T-
helper 17 cells (Th17), leading to resorption of periradicular alveolar bone. In
inflammatory diseases such as rheumatoid arthritis and periodontitis, interleukin-
35 (IL-35) has been shown to regulate the local Th17/Treg balance, thereby

inhibiting resorption and promoting the formation of bone tissue.

Hypothesis: In endodontic periapical lesions, IL-35 treatment restores the
Th17/Treg balance by increasing Treg activity and decreasing Th17 activity, thus

inhibiting resorption and promoting the formation of periradicular alveolar bone.

Objective: To determine the effect of IL-35 treatment on the modulation of the

Th17/Treg balance and on the resorption and formation of periradicular alveolar

bone in an experimental model of endodontic periapical lesions.

Methodology: Male Sprague-Dawley rats, aged 10 weeks, were used to induce

experimental periapical lesions through pulp exposure. The animals were divided
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into groups to characterize different progression times (0, 7, 14, 21, and 28 days),
and additionally, the effect of different doses of IL-35 (1, 10, and 100 ng/ul) on the
reduction of periapical bone loss and the Th17/Treg balance in induced lesions
was evaluated. Periradicular bone resorption was quantified using micro-
computed tomography (micro-CT). Additionally, levels of pro-inflammatory and
anti-inflammatory cytokines (IL-1pB, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, and TNF-a) were
quantified by ELISA in homogenates of apical lesions and blood serum.
Phenotypic analysis of Treg and Th17 lymphocytes was performed by flow
cytometry, and the expression levels of transcription factors and cytokines

characteristic of Th17 and Treg lymphocyte profiles were quantified by RT-gPCR.

Results: Characterizing the periapical lesion at different progression times, we
found that bone resorption gradually increased over time, reaching its maximum
at day 28. There was a decrease in IL-4 and IL-10 cytokines and an increase in
IL-17A and TNF-a. The expression of RANKL significantly increased, while OPG
levels remained low. Transcription factors associated with Th1l7 (RORyt)
increased, whereas those associated with Treg (Foxp3) decreased, indicating an

immune imbalance.
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The treatment of experimental periapical lesions with I1L-35 reduced periradicular
bone resorption, decreased RANKL expression, and increased OPG expression
in a dose-dependent manner. The 100 ng/ul dose of IL-35 showed a significantly
greater ability to decrease CD4+IL-17+ Iymphocytes and increase
CD4+Foxp3+CD25+ lymphocytes. The expression of transcription factors and
cytokines showed a reduction in RORyt and IL-17A levels, and an increase in

Foxp3, IL-10, and TGF-B1 levels in the IL-35 treated groups.

Conclusions: IL-35 reduces periapical alveolar bone resorption in a dose-
dependent manner, associated with the modulation of the imbalance between
Th17/Treg lymphocytes, suggesting significant therapeutic potential in the

management of chronic osteodestructive pathologies.
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5. INTRODUCCION.

5.1. Lesiones periapicales y resorcion/formacién Osea.

Las lesiones periapicales de origen endoddntico son un grupo de
enfermedades inflamatorias osteoliticas que se manifiestan alrededor del apice
radicular de los dientes, cuya causa son los microorganismos que colonizan e
invaden el sistema de canales radiculares (Kakehashi et al., 1965; Nair, 2004).
La lesion periapical se inicia luego de la necrosis pulpar como resultado de la
lesion de caries dental, traumatismos o procedimientos iatrogénicos. Como
consecuencia de la necrosis pulpar, el sistema de canales radiculares se
convierte en un habitat favorable para el establecimiento de una microbiota,
principalmente conformada por bacterias anaerdbicas. Cuando las bacterias o
sus factores de virulencia pasan al ligamento periodontal a través del fordAmen
apical, las células inmunes despliegan una respuesta inflamatoria con el objetivo
de controlar la colonizacion e invasién microbiana (Siqueira, 2002 ; Siqueira &
Récas, 2007). Al contrario, la consolidacion de un reservorio de microorganismos
protegido dentro del sistema de canales radiculares impide su eliminacién por las
células inmunes, generando un ciclo vicioso de activacién de la inmunidad

periapical.
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La respuesta inmune periapical se caracteriza por presentar un
desbalance entre la funcion supresora de los linfocitos T reguladores (Treg) y la
capacidad pro-inflamatoria y osteolitica de los linfocitos T colaboradores (del
inglés T helper, Th), particularmente los del tipo Th17 (Yang et al., 2014). Sin
sefales reguladoras o supresoras activas, el ciclo vicioso de activaciéon inmune
periapical lleva a una respuesta pro-inflamatoria y osteolitica constante y
exacerbada, que genera la inflamacion y destruccion progresiva del ligamento
periodontal, el cemento radicular y el hueso alveolar (Galler et al., 2021). En este
contexto, las personas con lesiones periapicales crénicas presentan una carga
inflamatoria sistémica elevada, con un aumento de mediadores pro-inflamatorios
a nivel sérico, tal como la proteina C-reactiva. Asi, la presencia de lesiones
periapicales crénicas favoreceria un fenotipo inflamatorio crénico de bajo grado
(del inglés chronic low-grade inflammatory phenotype, CLIP), con mayor
resistencia a la insulina, incremento de los triglicéridos plasmaticos, y asi, mayor

riesgo de obesidad y enfermedades cardiovasculares (Garrido et al., 2019).

5.2. Desbalance Th17/Treg durante las lesiones periapicales.

La resorcion del hueso alveolar periapical involucra la desmineralizacion de
los componentes inorganicos y la degradacion de la matriz organica 6sea por parte

de los osteoclastos, células gigantes multinucleadas con una gran capacidad
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fagocitica. Los osteoclastos producen acido clorhidrico y enzimas proteoliticas,
tales como la fosfatasa acida resistente a tartrato (TRAP), que es un marcador
especifico de su activacion (Ishii et al., 2018). La actividad resortiva es dependiente
de la senalizacion mediada por la unién del ligando del receptor activador del factor
nuclear kB (RANKL) a su receptor especifico RANK, lo cual activa la via del factor
nuclear kB (NF-kB) y permite la fusion de las membranas celulares de los monocitos
precursores de osteoclastos mediante la expresion en superficie de la proteina
transmembrana estimuladora de osteoclastos (del inglés osteoclast stimulatory
transmembrane protein, OC-STAMP). Por otro lado, la actividad RANKL/RANK esta
regulada por osteoprotegerina (OPG), la cual se une a RANKL con una mayor
afinidad y bloquea la sefalizacién via RANK, inhibiendo la formacion de los
osteoclastos. En este contexto, el balance RANKL/OPG en condiciones fisioldgicas
es regulado por las células productoras de estas citoquinas, tales como los
fibroblastos, los osteoblastos y los osteocitos (Alvarez et al., 2019; Francisconi et
al., 2018). Sin embargo, en condiciones patolégicas, RANKL también es producida
por las células del sistema inmune, en particular los linfocitos Th17, los que activan

directamente la osteoclastogénesis (Hikosaka et al., 2008).

La neoformacion del hueso alveolar periapical perdido sucede de manera
gradual una vez se produce la desinfeccion terapéutica del sistema de canales

radiculares (Siqueira, 2002). Esta osteogénesis ocurre por la disminucion en la
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produccion de citoquinas pro-inflamatorias y un incremento de la respuesta
inmune reguladores, eventos que generan un ambiente anti-inflamatorio
favorable para la reparacion de los tejidos, en particular la formacién de nuevo
hueso alveolar (Galler et al., 2021; Siqueira, 2002). En este contexto, el hueso
alveolar circundante a la lesion periapical es una fuente rica de células madre
mesenquimales osteoprogenitoras, las que en presencia del factor de crecimiento
epidérmico (EGF), el factor de crecimiento insulinico (IGF), el factor de
crecimiento transformante (TGF)-B, el factor de crecimiento derivado de
plaguetas (PDGF) y las proteinas morfogenéticas 6seas (BMPs) se diferencian
en osteoblastos (Calori et al., 2009; Lieberman et al., 2002). Estos nuevos
osteoblastos tienen como caracteristica principal expresar proteinas constitutivas
como fosfatasa alcalina (ALP), osteocalcina, osteopontina y osteonectina, y OPG,
lo que favorece la formacion Osea y recupera el equilibro remodelador

osteoblasto-osteoclasto (Lieberman et al., 2002).

Ademas de la funcién que pueden cumplir los osteoblastos y osteoclastos
durante la formacion y resorcion ésea en condiciones inflamatorias, también
cumplen un rol clave ciertas células del sistema inmune. En efecto, durante el
desarrollo de las lesiones periapicales se ha descrito un rol fundamental de los

distintos fenotipos de linfocitos T y, en particular, de sus citoquinas fenotipo
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especificas. (Alvarez et al., 2019; Araujo-Pires et al.,, 2014; Okamoto &
Takayanagi, 2019). En este contexto, distintos fenotipos de células T CD4* se
describen en la literatura, con distintas funciones y fenotipos: los linfocitos Th1,

Th2, Th9, Th17, Th22 y Tregs. De ellos,

La respuesta del perfil linfocitario Thl se asocia con la produccion de
citoquinas pro-inflamatorias, tales como interleuquina (IL)-1pB, interferén (IFN)-y y
factor de necrosis tumoral (TNF)-a, las cuales inducen la activacion de fagocitos
y median la inflamacion periodontal; mientras que la respuesta Th2, caracterizada
por la produccion de IL-4, se asocia con la inhibicién de la respuesta Thl (Alvarez
et al., 2019). Por otro lado, los linfocitos Th17 y Treg se diferencian a partir de un
linfocito precursor comun, aunque presentan funciones antagoénicas (Araujo-
Pires et al., 2014). s linfocitos Th17 se caracterizan por la expresion del factor de
transcripcion master-switch denominado receptor y huérfano relacionado con el
receptor del acido retinoico (del inglés retineic-acid-receptor related orphan
receptor gamma-t, RORyt) y la produccién de interleuquina (IL)-17A y RANKL.
Se diferencian a partir de linfocitos T CD4* naive en presencia del factor de
crecimiento transformante (TGF)-B1 e IL-6 y cumplen un rol fundamental en la
patogénesis de las lesiones periapicales al inducir la expresion de IL-6 y RANKL

en los osteoblastos y células estromales y producir directamente RANKL,
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estimulado asi de manera indirecta e directa la diferenciacién y activacion de los

osteoclastos (Wei et al., 2013; Yang et al., 2014).

Por otra parte, los linfocitos Treg se caracterizan por la expresién del factor
de transcripcion master-switch denominado caja de horquilla P3 (del inglés
forkhead box p3, Foxp3) que determina su fenotipo (Alvarez et al., 2018). A
diferencia de los linfocitos Th17, se diferencian a partir de linfocitos T CD4* naive
en presencia de elevadas concentraciones de TGF-B1, aunque bajas de IL-6
(Alvarez et al., 2018). Ademas, los Treg expresan constitutivamente la cadena a
del receptor de IL-2, conocido como CD25, al cual se une IL-2, citoquina
necesaria para la diferenciacion, activacion y expansion de los linfocitos Treg (Pol
et al., 2020). Los Treg son capaces de modular la accién de los linfocitos Th
efectores mediante mecanismos dependientes del antigeno citotdxico asociado
a linfocitos T (CTLA)-4 y la produccion de citoquinas, tales como TGF-31, IL-10
e IL-35 (Parachuru et al., 2018). Ademas, los Treg son capaces de inhibir la
resorcion 6sea tanto mediante la induccion de la muerte por apoptosis de los
osteoclastos por medio de CTLA-4 (Zaiss et al., 2007), como por la inhibicién de
la diferenciacién de los linfocitos Th17 mediante la accion de TGF-B1, IL-10 e IL-
35 (Alvarez et al., 2018; Luo et al., 2011; Sakaguchi et al., 2009; Waldmann &

Cobbold, 2009).
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En términos generales, el balance Thl17/Treg explica el proceso de
resorcion/formacion 6sea en diversas enfermedades, tales como la osteoartritis
y la periodontitis, las cuales se caracterizan por presentar un desequilibrio entre
la capacidad pro-inflamatoria y pro-resortiva del hueso, siendo el responsable de
la destruccion progresiva de los tejidos (Naufel et al., 2017). En las lesiones
periapicales, los estudios clinicos y experimentales sugieren que el balance
Th17/Treg es fundamental para la progresidon o remision de enfermedad
(Andrade et al., 2013; Araujo-Pires et al., 2014; Naufel et al., 2017; Peixoto et al.,
2012). Asi, las estrategias que permitan restablecer el balance Th17/Treg podrian
modular la sefalizacion RANKL/OPG, inhibir la osteoclastogénesis, reducir la
resorcion oOsea alveolar y promover la regeneracion del hueso alveolar
perirradicular perdido. En este contexto, proponemos el uso terapéutico de la

citoquina reguladora inteleukina-35 (IL-35).

5.3. IL-35.

IL-35 es una citoquina perteneciente a la superfamilia de [L-12
estructurada como un heterodimero conformado por la subunidades IL-12p35 y
gen 3 inducido por el virus de Epstein-Barr (Ebi3) (Olson et al., 2013).

Funcionalmente, IL-35 es una citoquina inmuno-reguladora producida por los
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linfocitos Treg de manera dependiente de la expresion de Foxp3 (Collison et al.,
2012). Los efectos inmuno-reguladores mas relevantes de IL-35 son la supresion
de la diferenciacion y proliferacion de los linfocitos Th17 RORyt* productores de
IL-6 e IL-17A (Niedbala et al., 2007; Okada et al., 2017) y la induccién de la
diferenciacion y funcion de los linfocitos Treg Foxp3* productores de IL-10 y TGF-
B1 (Collison et al., 2010). Recientemente, se establecié que IL-35 favorece la
diferenciacion de una poblacién particular de linfocitos Treg, denominados
linfocitos Treg inducidos productores de IL-35 (iTr35), que son importantes
productores de IL-35, lo que favorece su actividad de manera autdloga (Schmidlin

et al., 2021).

IL-35 es reconocido por el receptor IL-35R, heterodimero conformado por
las subunidades IL-12RB2 y gp130, el cual sefaliza via Jak1, Jak2, statl y stat4
para activar el factor de transcripcion NF-kB (Hasegawa et al., 2016). Ademas,
IL-35 puede ser reconocida por receptores homodimeros de IL-12RB2/IL-12R[32
y gp130/gp130, con funcionalidad diferente (Egwuagu et al., 2015). De hecho,
sé6lo la sefalizacion via IL-12RB2/gp130 induce la diferenciacion de los linfocitos
iTr35 (Collison et al., 2010; Collison et al., 2012; Hasegawa et al., 2016; Sawant

et al., 2015).

29



5.4. Rol de IL-35 en patologias inmuno-inflamatorias.

IL-35 es considerada una citoquina inmuno-protectora en distintas
enfermedades cuya patogenia esta estrechamente relacionada con el
desequilibrio Th17/Treg, tal como la colitis experimental (Wirtz et al., 2011), asma
(Gao et al., 2017), la enfermedad inflamatoria intestinal (Li et al., 2014), la artritis
reumatoide (Niedbala et al., 2007) y la periodontitis (Cafferata et al., 2020). En
modelos experimentales de estas enfermedades, la inoculacion de IL-35 lleva a
la disminucién en el numero de linfocitos Th1l7 RORyt* y el incremento en el
namero de linfocitos Treg Foxp3*. Asi, IL-35 favorece la restauracion del balance
Th17/Treg, aumentando la actividad de los Treg y disminuyendo la actividad de
los linfocitos Th17 (Dambuza et al., 2017; Maddaloni et al., 2018; Zhang et al.,
2018). En un modelo experimental de periodontitis se demostré recientemente
que la inoculacion de IL-35 es capaz de revertir la resorcion ésea alveolar
(Cafferata et al., 2020). En efecto, los animales afectados de periodontitis
experimental y tratados con IL-35 tuvieron una menor deteccion de linfocitos
Th17 y produccion de sus citoquinas, junto con una mayor deteccion de linfocitos
Treg y produccion de sus citoquinas fenotipo-especificas. De esta manera, se
logro demostrar que IL-35 permite restaurar el balance Th17/Treg e inhibir la

resorcion osea (Cafferata et al., 2020).
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Al igual que la periodontitis, la periodontitis apical es una enfermedad
osteolitica; sin embargo, difieren en etiologia y manifestacion clinica. Por un lado,
la periodontitis es una enfermedad inflamatoria crénica no transmisible originada
por la disbiosis microbiana subgingival que causa el desbalance Th17/Treg
periodontal y la consecuente destruccion progresiva de los tejidos de soporte de
los dientes. Por otro lado, la periodontitis apical se asocia con infeccién
bacteriana en el tejido periapical debido a una pulpa dental necroética o inflamada
consecutiva a caries dental, trauma o iatrogenias (Siqueira & Rdécas, 2007). Estas
diferencias destacan la importancia de un diagndéstico diferencial para un

tratamiento efectivo y personalizado.

La caracteristica patolégica central en la patogenia de las lesiones
periapicales es la resorcion del hueso alveolar periapical, la que se produce como
una consecuencia del incremento en la actividad de los linfocitos Th17 RORyt"y
una disminucién en la actividad de los linfocitos Treg Foxp3*. Este desbalance
Th17/Treg se produce por los cambios en el microambiente pro-inflamatorio en
el territorio periapical, inducido por la presencia de bacterias y sus factores de
virulencia en el sistema de canales radiculares. En este contexto, IL-35 podria

ser una alternativa terapéutica atractiva para restaurar el balance Th17/Treg.
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5.5. Tratamiento de las lesiones periapicales.

En la actualidad, el tratamiento de las lesiones periapicales se basa en la
desinfecciéon del sistema de canales radiculares y su sellado con biomateriales
con escasa bioactividad. En efecto, estos biomateriales carecen de propiedades
inmunomoduladoras y osteogénicas, lo que restringe considerablemente las
opciones de tratamiento para revertir la patologia periapical y promover la
reparacion de los tejidos perdidos. En este contexto, IL-35 surge como una
alternativa terapéutica atractiva que contribuiria a restaurar el balance Th17/Treg
periapical, tal como se ha descrito en otras enfermedades como la periodontitis.
En particular, un tratamiento endodontico suplementado con IL-35 favoreceria la
induccion de linfocitos iTr35 en el entorno perirradicular, la restauracién del
bajance Th17/Treg y, consecuentemente, el control de los procesos patoldgicos
osteoliticos perirradiculares que caracterizan a las lesiones periapicales.
Ademas, al aprovechar las propiedades inmunomoduladoras y regenerativas de
IL-35, se podria estimular la regeneracion de los tejidos perdidos y promover la
curacion de las lesiones periapicales de manera mas efectiva. La incorporacion
de esta terapia podria abrir nuevas perspectivas para el tratamiento de las
lesiones periapicales, al proporcionar una opcion viable que tenga el potencial de

impulsar las terapias regenerativas en endodoncia. Asi, este anteproyecto de
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investigacion tiene como objetivo evaluar los efectos del tratamiento endoddntico
suplementado con IL-35, utilizando un modelo experimental animal de lesion
periapical. En particular, analizara su potencial modulador del balance Th17/Treg

y de control de la pérdida 6sea perirradicular.

33



6. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

6.1. Hipotesis.

En lesiones periapicales de origen endoddntico, el tratamiento
endodontico suplementado con IL-35 restaura el balance Th17/Treg, mediante el
incremento de la actividad de los linfocitos Treg y la disminucion de la actividad
de los linfocitos Th17 y, consecuentemente, inhibe la resorcion y promueve la

formacion del hueso alveolar periradicular.

6.2. Objetivo general.

Determinar el efecto del tratamiento endodontico suplementado con IL-35
en la modulacion del balance Th17/Treg y la resorcién y formacion del hueso
alveolar perirradicular en un modelo experimental animal de lesiones periapicales

de origen endodontico.

6.3. Objetivos especificos.

1. Caracterizar los aspectos morfolégicos e inmunoldgicos del modelo de

lesion periapical experimental en ratas.
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Analizar el efecto del tratamiento endoddntico suplementado con IL-35 en
la pérdida Osea perirradicular, la deteccion de osteoclastos TRAP* y los

niveles de RANKL y OPG en lesiones periapicales de origen endoddntico.

Cuantificar el nimero de linfocitos Th17 y Treg, los niveles de expresion
de los factores de transcripciéon Foxp3 y RORyt y las citoquinas IL-6, IL-
10, IL-17A, IL-23, IL-35 y TGF-B1 en lesiones periapicales experimentales

de origen endoddntico en animales tratados o no con IL-35.
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7. METODOLOGIA.

7.1. Consideraciones éticas.

En relacion con el modelo animal de lesion periapical, todos los
procedimientos experimentales se realizaron siguiendo las pautas del Council of
the American Psychological Society y las recomendaciones de la American
Veterinary Medical Association (AVMA). Los animales se alojaron en jaulas
separadas, con filtros de aire y en condiciones estandar bajo un ciclo de 12:12
horas de luz/oscuridad, a 22+0,5°C, 40-70% de humedad relativa y con agua y
alimentacion ad libitum. El protocolo experimental fue aprobado por el Comité
Institucional de Cuidado y Uso de Animales (Certificado N°22621-MED-UCH) de

la Universidad de Chile (Anexo 1).

7.2. Metodologia del objetivo especifico 1.

7.2.1. Grupos experimentales. Para este objetivo se emplearon 38 ratas macho
de la cepa Sprague-Dawley de 10 semanas de edad. La lesion periapical
experimental fue inducida durante 7, 14, 21 o 28 dias. Se establecieron los
siguientes grupos experimentales: Grupo 1 (dia 7) 4 animales, grupo 2 (dia 14) 4
animales, grupo 3 (dia 21) 4 animales y grupo 4 (dia 28) 4 animales. Como

control, 2 animales fueron mantenidos sanos, sin induccion de lesion periapical.
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El nimero de animales se calculo considerando una diferencia media esperada
de resorcion de hueso peri-radicular evaluada mediante micro-CT de 1,02 mm?,
con una desviacion estandar de 0,25 mms3, un error tipo | de 5% y un error tipo Il

de 20%.

7.2.2. Lesion periapical experimental. La lesidon periapical se indujo utilizando
el método de la exposicion pulpar, siguiendo un protocolo previamente
estandarizado (Jara et al., 2021; Siddiqui et al., 2019; Yoneda et al., 2017). Bajo
anestesia general con isofluorano 3% en un flujo de 1 L de oxigeno, los animales
se posicionaron en un estereotaxico asegurando la apertura bucal atraumatica
para la intervencion dentaria. Para generar las lesiones periapicales
experimentales, se realizd la exposicién pulpar en la fosa mesial de ambos
primeros molares maxilares, utilizando una fresa redonda de diamante #1/2 (ISO
006) y una pieza de mano eléctrica a 25.000 rpm bajo refrigeracion constante. A
los dias 7, 14, 21 o 28, los animales fueron eutanasiados para obtener los
maxilares, las lesiones periapicales y una muestra de sangre periférica. Animales
eutanasiados inmediatamente después de realizado el procedimiento de

induccion de la lesion periapical (dia 0) fueron usados como control.
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7.2.3. Caracterizacion morfolégica de la lesion periapical.

Resorcion Osea perirradicular. En los maxilares derechos obtenidos a
los dias 0, 7, 14, 21 y 28 se cuantifico la resorcion 0sea periapical utilizando
microtomografia computarizada (micro-CT), siguiendo protocolos previamente
descritos (Cafferata et al., 2021; Cafferata et al., 2020; Monasterio et al., 2019).
Brevemente, las muestras se escanearon con un dispositivo micro-CT SkyScan
1272 (Bruker, Kontich, Bélgica). Los parametros de adquisicion de imagenes
fueron: matriz de 1120 x 1120, 70 kV, 114 mA, filtro de aluminio de 1 mm de
espesor, tiempo de exposicion de 320 milisegundos, paso de rotacion de 0,3° y
una rotacion de 360° alrededor del eje vertical con una resolucién isotropica de
15 um. Las imagenes se reconstruyeron utilizando el software NRecon (v1.6.1.0;
Bruker) con los siguientes ajustes: correccion de artefactos de anillo en nivel 4,
correccion de endurecimiento del haz al 40% y suavizado en nivel 2 para todas

las imagenes.

El procesamiento y analisis de las imagenes se realizaron con el programa
CTAnN (v1.6.6.0, Bruker). Se etiquetaron las imagenes segun los valores de gris
de las estructuras para diferenciar entre hueso y lesion perirradicular/ligamento
periodontal. La escala de grises se determiné mediante un histograma de

densidad para obtener una imagen compuesta Unicamente por pixeles blancos y

38



negros. Para la segmentacion de la lesion periapical, se utilizd6 un rango de
densidad entre 60 y 255 para seleccionar el hueso, y luego se cuantifico el

volumen de resorcion sea perirradicular.

Histomofologia de la lesion periapical. La cual consisti6 en la
realizacion de cortes histolégicos de los maxilares, que fueron tefiidos con
hematoxilina-eosina y de Brown & Breen. Las imagenes resultantes fueron
digitalizadas utilizando microscopia de luz visible y fueron sometidas a analisis
mediante el software Image J, (National Institutes of Health, MD, EE. UU.). Para
este analisis, se seleccion6 un subconjunto de 18 animales del cual se utilizo los
maxilares derechos, 4 para cada grupo experimental y 2 para el grupo control.
Los maxilares izquierdos fueron reservados para la cuantificacion de los niveles

de citoquinas en la caracterizacion de aspectos inmunoldégicos.

7.2.4. Caracterizacion inmunoldgica.

Cuantificacion de los niveles de secrecién de citoquinas. Para ello, se
realizo la extraccién de los primeros molares izquierdos en los dias 0, 14 y 21,
obteniendo un homogenizado de las lesiones periapicales en los grupos
experimentales mediante raspado radicular, mientras que en el grupo control se
obtuvo el ligamento periodontal. Ademas, se obtuvo sangre periférica total de

cada animal para la extraccion del suero sanguineo. La purificacion de las
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proteinas totales se efectué conforme al protocolo previamente establecido
(Diaz-Zufiga et al., 2020). La secrecion de citoquinas IL-1 B IL-4, IL-6, IL-10, IL-
17A y TNF-a se cuantifico a partir de 50 yL de las muestras de suero u
homogenizados de lesion periapical mediante ELISA, siguiendo las instrucciones
del fabricante (R&D, Minneapolis, USA), y evaluando la absorbancia a 460 nmy

560 nm utilizando un espectrofotdmetro de placas (SynergyTM).

Identificacién de linfocitos Treg y Th1l7. Para este analisis, se
selecciond un subconjunto de 10 animales, 4 para cada grupo experimental y 2
para el grupo control. Se extrajeron los primeros molares derechos y, mediante
raspado radicular, se obtuvieron las lesiones periapicales en los grupos
experimentales, mientras que en el grupo control se obtuvo el ligamento
periodontal. Se procedié entonces a la purificacion de las células totales para el
analisis fenotipico mediante citometria de flujo. En resumen, los tejidos obtenidos
fueron sometidos a digestion enzimatica en medio de cultivo RPMI-1640
suplementado con colagenasa IV (Roche). Posteriormente, las células fueron
incubadas para el marcado de superficie con anticuerpos anti-CD3, anti-CD4 y
anti-CDA45. Luego, las células fueron tratadas con PMA/ionomicina/brefeldina Ay
marcadas intracelularmente con los anticuerpos anti-Foxp3, anti-RORyt, anti-IL-

10, anti-IL-17A y anti-TGF-B1. El analisis se realiz6 mediante citometria de flujo
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(LSR Fortessa X-20, BD), siguiendo un analisis secuencial de acuerdo con las
siguientes caracteristicas: FS/SS, vivas/muertas, CD45, CD3 y CD4. Los
maxilares izquierdos fueron reservados para ser utilizados en experimentos de

los objetivos 2 y 3.

Cuantificacion los niveles de expresion de RANKL, OPG, factores de
transcripcion y citoquinas. Se extrajo el RNA citoplasmatico total de biopsias
de las lesiones periapicales y de tejidos periapicales sanos. Posteriormente, se
cuantificaron los niveles de expresion de RANKL, OPG, Foxp3, RORvt, IL-1 B,IL-
4, IL-6, IL-10, IL-17A, IL-35, TNF-a y TGF-B1 mediante RT-gPCR, utilizando
partidores especificos (ver Anexo 2) y siguiendo los protocolos de amplificacion

previamente descritos (Cafferata et al., 2020; Melgar-Rodriguez et al., 2016).

7.3. Metodologia objetivo especifico 2.

7.3.1 Grupos experimentales. Para los objetivos 2 y 3, se emplearon 24 ratas
macho de la cepa Sprague-Dawley, con una edad de 10 semanas. Los animales
fueron asignados aleatoriamente a cuatro grupos, cada uno compuesto por 6
ratas, siguiendo la siguiente distribucion: grupo 1, con lesion periapical y tratado
con 1 ng/ul de IL-35 intracanal; grupo 2, con lesion periapical y tratado con 10

ng/ul de IL-35 intracanal; grupo 3, con lesion periapical y tratado con 100 ng/ul
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de IL-35 intracanal; grupo 4, grupo control con lesién periapical, pero sin
tratamiento con IL-35. El nidmero de animales se calculd considerando una
diferencia media esperada de resorcion de hueso peri-radicular evaluada
mediante micro-CT de 1,02 mm3, con una desviacion estandar de 0,25 mm3, un
error tipo |1 de 5% y un error tipo Il de 20%, basado en datos previos de estudios

similares (Pinto et al., 2024).

7.3.2. Induccion de la lesion periapical experimental. La lesion periapical
experimental se indujo mediante el método de exposicion pulpar, conforme se
detall6 previamente (Jara et al., 2021; Yoneda et al., 2017). En los primeros
molares mandibulares derechos e izquierdos, se realizd la exposicion pulpar,
exponiendo la pulpa dental al ambiente oral durante un periodo de 21 dias con el
propésito de inducir la infeccion del sistema de conductos radiculares y la

formacion de la lesién periapical correspondiente.

7.3.3. Tratamiento con IL-35. En el dia 22, en los molares se realizo aislamiento
absoluto para realizar la preparacion biomecanica del sistema de canales
radiculares, siguiendo un protocolo previamente descrito modificado (Siddiqui et
al., 2019). Brevemente, se empled un procedimiento meticuloso que comenzd

con el aislamiento del diente utilizando dique de goma de latex y grapa
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endodontica para rata, fabricada a medida (YDM, Tokio, Japon). El espacio entre
el diente y la goma se sellé6 con resina compuesta fluida para asegurar un
ambiente aséptico. Previamente, el diente fue sometido a un proceso de limpieza
con etanol al 70% para establecer un estado de asepsia. Se utilizé una fresa
redonda #1/2 para acceder a la camara pulpar y eliminar la pulpa coronal
necrotica, seguido por el uso de una microcureta para extirpar el tejido pulpar de
la camara pulpar y la entrada de los canales radiculares. La exploracion de los
canales radiculares se llevo a cabo con limas K de bajo calibre #8 y #10 (Dentsply
Maillefer, Ballaigues, Suiza), y la longitud de trabajo se determind mediante un
localizador apical (Root ZX, J Morita, Tokio, Japon), estableciendo una distancia
de 0.5 mm del foramen apical. La preparacion de los canales mesiales se realizo
utilizando limas rotatorias de niquel-titanio (Ni-Ti) Trunatomy (Dentsply Maillefer,
Ballaigues, Suiza) con la secuencia Orifice modifier, Trunatomy glider, small y
prime, utilizando un motor Endo-mate (NSK, Tokio, Japon) a una velocidad de
400 rpm y un torque de 1.5 N cm. Posteriormente, entre cada lima los canales
radiculares fueron irrigados con 0,5 ml de solucion de NaOCI al 2,5%, utilizando
agujas de calibre 30 a un caudal de 1 ml/min. Se utiliz6 como lima de pasaje la
#0.6 con el fin de mantener la permeabilidad apical. Tras el proceso de irrigacion,
los conductos fueron secados utilizando puntas de papel esterilizadas, y se

procedié a aplicar la medicacion indicada para cada caso. Finalmente, se realizé
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el grabado acido total de la corona, seguido del condicionamiento del esmalte y
la dentina con un sistema adhesivo. La camara pulpar se rellené con composite

fluido y se ajusté la oclusion para dejar el diente sin ningun contacto.

Los canales preparados fueron medicados con IL-35 a distintas dosis (1,
10 0 100 ng), sobre la base de lo establecido como efectivo para el control de la
pérdida 6sea en otra patologia de patogenia similar a la estudiada (39, 45). La
medicacion se aplicd con una jeringa con aguja calibre 30 y, para facilitar la
entrega de la medicacion al interior del sistema de canales radiculares, se
utilizara una lima K #15. Finalmente, la camara pulpar se recubrird con una
restauracion de resina compuesta fluida fotopolimerizable. Al dia 50, los animales
fueron eutanasiados y obtuvo la mandibula derecha para los analisis del objetivo

2 y la mandibular izquierda fue reservada para el desarrollo del objetivo 3.

7.3.4. Cuantificacién del volumen de la resorcion ésea periapical.
Para determinar los cambios 6seos periapicales, se realizé un analisis mediante
microtomografia computarizada (micro-CT, Bruker) utilizando de biopsias de las
mandibulas derechas obtenidas de los grupos experimentales. El volumen 6seo
alveolar peri-radicular se cuantific6 mediante analisis imagenoldgico 3D como fue

descrito previamente (Cafferata et al., 2021; Cafferata et al., 2020; Chen et al.,
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2019; Pinto et al., 2024). Ademas, se realizd un andlisis morfométrico de la
calidad del hueso alveolar periapical. La obtencidon, procesamiento y analisis de
las imagenes se realizé de forma similar a lo detallado el objetivo 1 (Resorcién

Osea periapical)

Para la segmentacion, se utilizé un rango de densidad entre 60 y 255 para
seleccionar el hueso. En todos los conjuntos de imagenes, se realizé una
seleccibn manual de la region de interés (ROI) a evaluar en vista axial,
comenzando en la primera imagen donde aparecian todas la raiz mesial del
primer molar mandibular izquierdo rodeadas por una cresta 0sea y extendiéndose
hasta el apice (Chen et al., 2019), finalizando 20 cortes después de que la lesion

desaparecio.

El ROI incluy6 el hueso alveolar que rodea todas las raices del primer
molar, el hueso interradicular, la destruccion alrededor de las raices y el
ligamento periodontal. Se midieron el porcentaje de volumen 6seo (BV/TV), la
densidad mineral 6sea, el espesor trabecular (Tbh.Th), la separacion trabecular
(Th.Sp) y el niumero trabecular (Th.N) utilizando el complemento de analisis 3D
de CTAnN. ElI BV/TV representa el volumen de hueso mineralizado en el volumen

total analizado, y su reduccion indica una mayor pérdida 6sea (Bouxsein et al.,
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2010). La densidad mineral 6sea se calcula identificando tejido mineralizado en
diferentes densidades, y valores reducidos indican una menor resistencia 0sea
(Irie et al., 2018). EI Th.Th se obtiene calculando el espesor promedio de todos
los voxeles Oseos, mientras que el Th.Sp se mide de manera similar evaluando
los vOxeles que representan las partes no 6seas, reflejando asi el espesor de las
cavidades de la médula (Jiang et al., 2005) . Finalmente, el Th.N representa el
namero promedio de trabéculas 6seas en la regidn seleccionada (Irie et al.,
2018). Por lo tanto, una mayor separacion trabecular, un menor espesor
trabecular y un menor namero trabecular indican cambios que conducen a una
reduccion de la densidad 6sea. Las imagenes sagitales y coronales se obtuvieron

utilizando el software Data Viewer (Tesa Technology, Renens, Suiza)

7.3.5. Identificacion de osteoclastos: Luego del analisis de micro-CT, las
mandibulas se fijaron, descalcificaron en EDTA durante 60 dias y procesaron
para andlisis histolégico estandar. Los osteoclastos TRAP+ se identificaron y

cuantificaron mediante histoquimica (SigmaAldrich)..
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7.3.6. Expresion de RANKL y OPG. A partir de las mandibulas izquierdas Se
extrajo el ARN citoplasmatico total de biopsias de las lesiones o los tejidos
periapicales sanos y se cuantificaron los niveles de expresion de RANKL, OPG,
Foxp3, RORVt, IL-6, IL-10, IL-17A, IL-23, IL-35 y TGF-B1 mediante RT-qPCR,
utilizando partidores especificos (ver Anexo 2) y siguiendo los protocolos de
amplificacion previamente descritos en las referencias (Cafferata et al., 2020;

Melgar-Rodriguez et al., 2016).

7.4. Metodologia objetivo 3.

7.4.1. Andlisis de la frecuencia y fenotipo de linfocitos T (Th17/Treg). Se
extrajeron los primeros molares izquierdos y, mediante raspado radicular, se
obtuvieron las lesiones periapicales en los grupos experimentales.
Posteriormente, se procedi6 a la purificacién de las células totales para el analisis
fenotipico mediante citometria de flujo. Se empleé el mismo protocolo

metodologico utilizado en el objetivo 1.

7.4.2. Expresion de factores de transcripcion y citoquinas relacionados con

Th17/Treg. Se extrajo el RNA citoplasmatico total de biopsias de las lesiones
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periapicales y de tejidos periapicales sanos. Posteriormente, se cuantificaron los
niveles de expresion de RANKL, OPG, Foxp3, RORvt, 6, IL-10, IL-17A, I1L-23, IL-
35, y TGF-B1 mediante RT-gPCR, utilizando partidores especificos (ver Anexo 2)
y siguiendo los protocolos de amplificacién previamente descritos en las el

objetivo 1 (Cafferata et al., 2020; Melgar-Rodriguez et al., 2016).

7.5. Analisis estadistico.

Los datos de resorcion 6sea se representan en mm? y mm?y las gréaficas
representan el valor promedio +/- desviacion estandar. Los valores de los
mediadores pro-inflamatorios cuantificados se representan como el valor
promedio (pg/mL) +/- desviacion estandar. Los datos se analizaron
estadisticamente utilizando el software SPSS v.22.0. La normalidad de la
distribucién de los datos se establecio mediante la prueba Kolgomorov-Smirnov.
Las diferencias se determinaron mediante las pruebas ANOVA y post-hoc de
Tukey, en caso de estadistica paramétrica, o Kruskal-Wallis y post-hoc de Dunn,
en caso de estadistica no-paramétrica. El nivel de significancia se estableci6 con

un valor de p<0,05.
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8. RESULTADOS.

8.1. Objetivo especifico 1.

8.1.1. Resorcion Osea perirradicular analizada mediante micro-CT.

La Figura 1 muestra la evolucion en el tiempo de la resorcion Osea
periapical asociada a la lesion periapical experimental inducida en las ratas. Al
dia 0, se observa la region periapical con ausencia de resorcion 6sea, de aspecto
similar a los dientes vecinos no intervenidos. Entre los dias 7 y 28, se observa
una zona con clara resorcion 6sea, la que incrementa de tamafio de manera
progresiva, alcanzando la mayor extension el dia 28 con compromiso del espacio
interradicular. La Figura 2 muestra la cuantificacion de la pérdida ésea producida
a consecuencia de la lesion periapical experimental, presentada como area
(mm?) y volumen (mm?3) de resorcién 6ésea. Se observa un incremento progresivo
de la resorcion 0sea a los distintos tiempos de evaluacion de la lesion periapical
experimental, con diferencias significativas a los dias 21 y 28 en comparacion

con el dia 0 usado como control.

Las imagenes obtenidas por micro-CT confirman la formacién y evolucion

en el tiempo de la lesion periapical en el modelo implementado. Con estos

resultados se puede establecer que la exposicion pulpar genera cambios en la
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cantidad del hueso alveolar perirradicular, caracteristica distintiva de las lesiones

periapicales experimentales.

3D
3D Lateral 3D Oclusal Sagital segmentation

Figura 1. Caracterizacion de la resorcion ésea periapical en las lesiones periapicales
experimentales. Analisis mediante micro-CT de la resorcion 6sea observada en la raiz mesio-
vestibular del primer molar maxilar de las ratas. Se muestran imagenes representativas de
reconstrucciones volumétricas 3D visualizadas desde lateral y oclusal. Ademas, se muestran
imagenes bidimensionales en los planos sagital, horizontal y coronal para visualizar la evolucion
de la lesidn periapical en el tiempo. Finalmente, se muestra una reconstruccion 3D de la lesién
periapical. En color azul, se muestran las regiones de interés (ROI) que fueron evaluadas y que

corresponden a las zonas de resorcion 6sea periapical.
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Figura 2. Cuantificacion de la resorciéon 6sea periapical en las lesiones apicales
experimentales. Andlisis cuantitativo del volumen (mm3) y el area (mm?2) de la resorcién 6sea
periapical analizada mediante micro-CT. Los datos se expresan como promedio + desviacion

estandar de 4 experimentos independientes. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

8.1.2. Caracterizacion histomorfolégica de la lesién periapical.

El analisis histomorfologico de la lesion periapical experimental revela la
progresién en el tiempo de la necrosis pulpar, el infiltrado inflamatorio, la pérdida
Osea y la colonizacion bacteriana (Figura 3). En la figura 3 se observan los
aspectos histolégicos de la pulpa y los tejidos periapicales en los dias 0, 7, 14,

21y 28.
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Day 0

Day 21 Day 14 Day 7

Day 28

Figura 3. Cortes histolégicos teflidos con hematoxilina-eosina (HE) de las lesiones
periapicales experimentales en los dias 0, 7, 14, 21, 28. Se presentan imagenes
representativas de cortes histolégicos tefiidos con HE, con el objetivo de evaluar los cambios en
la morfologia de la pulpa, el huevo alveolar periapical y determinar la presencia del infiltrado
inflamatorio. Las imagenes se presentan a diferentes magnificaciones: (a) 4X, (b) 10X, (c) 20X.
CR, canal radicular; D, dentina; C, cemento; FA, foramen apical; LP, lesion periapical; E, esmalte;
P, pulpa.
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Los cortes histoldgicos tefiidos con Hematoxilina-Eosina (HE) revelan una
pulpa normal y tejido periapical libre de células inflamatorias, sin evidencia de
pérdida 6sea en el dia 0. En los grupos experimentales, se observa una necrosis
pulpar progresiva, evidenciandose desde una necrosis parcial en las etapas
iniciales hasta una necrosis total en los dias 21 y 28. Ademas, se observa un
infiltrado inflamatorio intenso en los tejidos periapicales, que se incrementa con
el tiempo. La resorcién Osea periapical progresa gradualmente, alcanzando su
maximo grado al dia 28, donde se pueden evidenciar extensas lesiones

interradiculares.

Ademas, mediante la técnica de Brown and Brenn (Figura 4) visualizamos
la presencia de bacterias en los grupos experimentales y control. En etapas
tempranas se detecta una mayor colonizacion bacteriana en la porcion coronal y
el tercio cervical del canal radicular y, en los dias 21 y 28, una intensificacién de
la infeccion intracanal, evidenciado por la invasion bacteriana dentro de los

tubulos dentinarios.
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Day 0

Day 21 Day 14 Day 7

Day 28

Figura 4. Cortes histologicos teflidos con Brown and Breen (BB) de las lesiones
periapicales experimentales en los dias 0, 7, 14, 21, 28. Se presentan imagenes
representativas de cortes histoldgicos teflidos con BB, con el objetivo de evaluar la invasion y
colonizacion bacteriana en los tibulos dentinarios, pulpa y sistema de canales radiculares.. Las
imagenes se presentan a diferentes magnificaciones: (a) 4X, (b) 10X, (c) 20X. CR, canal radicular;

D, dentina; C, cemento; FA, foramen apical; LP, lesién periapical; E, esmalte; P, pulpa.

El disefio experimental de este objetivo contemplaba la caracterizacion
morfolégica, inmunolégica y microbiolégica en los dias 0, 7, 14, 21 y 28. Sin

embargo, durante la caracterizacion morfolégica se observé un aumento
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significativo en el tamafio de la lesion periapical en el dia 28, lo que resulté en la
formacion de lesiones interradiculares que comprometian tanto la estabilidad
como el prondstico a largo plazo del diente en estudio, y podria incluso afectar la
salud del individuo. Ademas, al realizar la caracterizacion inmunolégica en el dia
7, debido al pequefio tamafio de la lesion, se obtuvo una pobre suspension celular
con un bajo numero de células, lo cual no permitio realizar una adecuada técnica
de deteccion por ELISA o citometria de flujo. Por lo tanto, se toma la decisién de

excluir los dias 7 y 28 de los analisis subsiguientes.

8.1.3. Cuantificacion de los niveles de secrecidn de citoquinas.

A partir de las muestras de lesiones periapicales como de suero se
cuantificaron los niveles d IL-1B, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A y TNF-a mediante
ELISA, con el objetivo de evaluar los cambios al dia 0, 14 y 21 (Figura 5). Para
las citoquinas moduladoras IL-4 e IL-10 se puede observar una disminucién
significativa a medida que avanza el tiempo, siendo significativa para para IL-4 al
dia 21 en comparacion al dia 0 y para IL-10 a los dias 14 y 21 en comparacion al
control (Figura 5A). Para las citoquinas pro-inflamatorias, se observa un
incremento a medida que avanza el tiempo, siendo significativo para IL-18 y TNF-
a alos dias 14 y 21 en comparacion al control y para IL-17A al dia 21 en relacion

al control. No se detectaron diferencias para IL-6. Al evaluar los niveles de los
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marcadores en el suero, se detecta una disminucion para IL-4 e IL-10 segun
avanza el tiempo, siendo significativo para IL-10 en los dias 14 y 21, comparado
con el dia 0. Para IL-6 e IL-17A se logran detectar mayores niveles al dia 21, en
comparacion al dia 0 y, para IL-1B y TNF-a, se observan mayores niveles al dia
14 y 21 en comparacion al dia 0 (Figura 5B). Finalmente, no se detectaron
diferencias en los niveles de mediadores evaluados ni en las lesiones
periapicales ni el en suero entre los dias 14 y 21, observandose leves

incrementos al dia 21 en comparacion al dia 14.
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Figura 5. Cuantificacién de los niveles de secrecién de citoquinas en las lesiones
periapicales experimentales y en suero en los dias 0 (control), 14 y 21. Los niveles de
secrecion de IL-18, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17 y TNF-a se determinaron mediante ELISA. A) Lesion
periapical B) Suero. Los datos se presentan como concentracion de citoquinas (pg/ml); media +
desviacién estandar (SD) de 4 experimentos independientes. IL: Interleuquina, TNF: factor de
necrosis tumoral. LP: lesion periapical. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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8.1.4. Identificacion de linfocitos Treg y Th17.

Al evaluar la presencia de linfocitos Tregs y Th1l7 en las lesiones periapicales
pudimos observar un aumento discreto en el porcentaje de linfocitos CD3*CD4*
desde el dia 0 hasta el dia 21, siendo significativo al dia 21 en comparacién al
control inicial (48.90% + 10.93 vs. 2.07 £ 1.38; Figura 6A). El porcentaje de
células CD4*IL-17" fue significativamente mayor a los 14 dias en comparaciéon
con el control (19.50% * 2.38 vs. 0.49% + 0.7), y luego disminuy6 a los 21 dias
(Figura 6B). Un patrén similar se observo en las células CD4*Foxp3*IL-10*
(Figura 6D), pero sin diferencias estadisticamente significativas. Ademas, el
porcentaje de células CD4*Foxp3*CD25* aument6 gradualmente en cada
periodo de tiempo evaluado (Figura 6C). Por ultimo, el porcentaje de células
CD4*Foxp3*TGF-B* aumentod en el grupo de control y disminuyd en los grupos
de 14 y 21 dias (Figura 6E). No se encontraron diferencias significativas entre
los grupos en las poblaciones de células CD4*Foxp3*CD25" y CD4*Foxp3*TGF-
B*. Estos hallazgos indican la presencia de cambios en la infiltracion de linfocitos
Treg y Th1l7 en las lesiones periapicales experimentales a lo largo del tiempo,
evidenciando una posible modulacion de la respuesta inmunoldgica en estas

lesiones.
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Figura 6. Presencia de infiltrado de linfocitos Treg y Th17 en lesiones periapicales
experimentales en los dias 0, 14 y 21. Se presentan graficos de puntos representativos y
frecuencia de linfocitos en las siguientes poblaciones: A) CD3*CD4*, B) CD4*IL17*. C)
CD4*Foxp3*CD25* D) CD4*Foxp3*IL-10*, E) CD4*Foxp3*TGF-B*, El grupo de control tuvo un
tamafio de muestra de n=2, mientras que los grupos correspondientes a cada periodo de tiempo
tuvieron un tamafio de muestra de n=4. Los graficos muestran los datos expresados como

promedio * desviacién estandar (SD) de 4 experimentos independientes. *p<0,05.

8.1.5. Niveles de expresion de RANKL, OPG, factores de transcripciéon y

citoquinas.

A partir de las muestras de lesiones periapicales, se evaluaron los niveles

de expresion de ARNm de RANKL, OPG, los factores de transcripcion RORyt
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(Th17) y Foxp3 (Treg) y las citoquinas IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A y TNF-qa, con el

objetivo de evaluar los cambios al dia 0, 14 y 21 (Figura 7).

Se detectdé un aumento significativo en los niveles de expresion de RANKL a
medida que avanzaba el tiempo, siendo significativo en los dias 14 y 21 en
comparacion con el dia 0 (Figura 7A). Por el contrario, los niveles de OPG se
mantuvieron bajos en los dias 14 y 21, similar al nivel del control, sin detectar
diferencias entre ellos (Figura 7B). Al evaluar el factor de transcripcion RORyt de
los linfocitos Th1l7, se observé un aumento significativo en los dias 14 y 21
comparado con el control (Figura 7C). De manera opuesta, los dias 14 y 21 se
observaron bajos niveles de expresion del factor de transcripcion Foxp3,

similares al grupo control, sin detectar diferencias entre ellos (Figura 7D).

Para las citoquinas pro-inflamatorias, se observo un incremento a medida que
avanzaba el tiempo, siendo significativo para IL-1B, IL-6, IL-17A e IL-23 en los
dias 14y 21 en comparacion con el dia 0 (Figura 7E). En el caso de las citoquinas
moduladoras IL-4, IL-35 y TGF-B1, se observé una baja expresion de ARNm en
los dias 14 y 21 en comparacién con el dia 0, siendo significativo para IL-10 en

el dia 21 en comparacion con el control (Figura 7F).
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FIGURA 7. Niveles de expresion de factores de transcripcion y citoquinas en las lesiones
periapicales experimentales y en suero. Enlos dias 0 (control), 14 y 21, se muestran los niveles
de expresion de ARNm A) RANKL B) OPG, los factores de transcripcion C) RORyt (Th17), D)
Foxp3 (Treg) y citoquinas E) IL-18, IL-6, IL-17A 'y TNF-a (Th17) y F) IL-4 IL-10, IL-35 y TGF-B1
(Treg) en lesiones periapicales tratadas con IL-35. La expresion relativa se calculé tomando como
referencia los niveles en animales sanos (Healthy), sin lesion periapical inducida, cuya expresion
se consider6 como “1” para determinar el cambio relativo ("fold-change") en la expresién. Los
datos se presentan como ‘fold-change” del ARNm y se muestran como media + desviacion

estandar (DS) de 4 experimentos independientes. *p < 0,05, **p< 0,01 y ***p< 0,001.



8.2. Objetivo especifico 2.

La ejecucion de este objetivo representd un desafio significativo desde el
punto de vista técnico. Para su implementacion, realizamos un estudio piloto del
tratamiento endodontico en animales de descarte proporcionados por el bioterio
de Quimica y Farmacia. Durante esta fase inicial, realizamos un preclinico para
estandarizar el procedimiento endoddntico en el maxilar. Sin embargo, al colocar
los animales en un estereotaxico y simular la administracion de la anestesia, nos
enfrentamos a dificultades para acceder al sistema de canales radiculares con
los instrumentos endodonticos, debido a la angulacién de los canales. Ademas,
encontramos desafios para colocar y mantener la mascara de oxigeno en su

lugar.

Ante estas limitaciones, consideramos la posibilidad de llevar realizar
procedimientos en la mandibula, aunque esto planteaba un desafio adicional.
Mantener al animal en una posicion de decubito lateral y semisentado en lugar
de la posicion toracica habitual resultaba complicado. Para abordar esta
situacion, desarrollamos un dispositivo disefiado especificamente para mantener

al animal en la posicion Optima para acceder a los molares inferiores, realizar el
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aislamiento absoluto y administrar el tratamiento endodontico, al mismo tiempo

gue asegurdbamos la adecuada colocaciéon de la mascara de anestesia.

Ademas, enfrentamos el desafio de determinar qué tipo de instrumentos
endodonticos utilizar y cual seria el diametro adecuado para la preparacion
biomecanica de los canales radiculares. La literatura describe una variedad de
técnicas, desde procedimientos mecanizados hasta métodos manuales con
didmetros apicales que van desde #25 hasta #45 (Siddiqui et al., 2019; Yoneda
et al., 2017). Para abordar este problema, llevamos a cabo un estudio preclinico
utilizando dientes de rata extraidos, con el objetivo de determinar el instrumento
mas adecuado. Consideramos no solo la capacidad del instrumento para lograr
una conformacion adecuada de los canales, sino también su capacidad para
acceder a la boca del animal sin interferir con el equipo estereotaxico, la mascara
de anestesia y el aislamiento absoluto. Este proceso nos permitié seleccionar los
instrumentos 6ptimos para llevar a cabo los procedimientos endodonticos de

manera efectiva y segura.

8.2.1. Cuantificacion de laresorcion 6sea periapical por micro-CT.

La progresion de las lesiones periapicales se caracteriza por la resorcion

Osea alveolar, la cual estad estrechamente asociada con la inflamacién inmune
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persistente en la region perirradicular. En este estudio, se investigo el efecto del
tratamiento endodontico suplementado con IL-35 en la pérdida Gsea periapical,
evaluando su efecto terapéutico mediante la cuantificacion del volumen de
resorcion 6sea. Se compararon los cambios en el volumen de resorcion entre los
grupos de animales con lesiones periapicales tratados con diferentes dosis de IL-
35 (1, 10 y 100 ng/ul) y el grupo control de lesion periapical sin tratamiento con

IL-35.

El tratamiento con IL-35 redujo la resorcion 0sea perirradicular de manera
dosis-dependiente, resultando en niveles significativamente menores de pérdida
Osea alveolar en comparacion con los animales no tratados con IL-35 (Figura
8A). Ademas, se observé un aumento en los parametros relacionados con las
caracteristicas del hueso alveolar, particularmente un incremento significativo del
volumen éseo con la dosis de 100 ng/ul (Figura 8B) y un mayor porcentaje de
densidad mineral al utilizar las dosis de 10 y 100 ng/ul (Figura 8C), en

comparacion con los animales no tratados con IL-35.

Adicionalmente, en los animales tratados con IL-35, se observd una

mejora en los parametros de calidad del hueso alveolar, con un aumento

significativo en el nimero y la separacion de trabéculas éseas al utilizar las dosis
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de 1, 10 y 100 ng/ul (Figura 8E y 8F). Ademas, se evidencio un incremento en el
grosor de las trabéculas 6seas (Figura 8G). Estos hallazgos sugieren que IL-35
no solo inhibe la resorcién ésea, sino que también mejora la calidad estructural

del hueso alveolar en un contexto de lesiones periapicales experimentales.

L

Horizontal

N

Healtly

Lesion volume (mrrf)

Percent bone volume
(BVITV) (%)

o

Non- 1 10 100 Non- 1 10 100

treated —————————— gy 10100,
ibad 1L-35 (ng/ul) 136 (ng/kl)

=
Ly

with IL-35

o
-l
=
L3
-
o
3
h=4
=
=
-

Bone mineral density
(per mm)

e B 1

o o o
(mm)

o 4 m w & @

e
o
Trabecular number (Tb.N)

1 ng IIL-35

o
°

Non- 1 10 100 Non- 1 10 100

tréated treated —————
ree 1L-35 (ng/pl) IL-35 (ng/pl)

@

10 ng IL-35
-n

Trabecular separation (Th.Sp) =~
(mm)
6 2 N © & @

100 ng IL-35
Trabecular thickness (Tb.th)
{mm)

Non- 1 10 100 Non- 1 10 100
troated 1L-35 (ng/pl) treated L35 (ng/ml)

Figura 8. Efecto de 1l-35 en la resorciéon Osea periapical. Analisis cuantitativo por micro-CT
del: A) reconstrucciones volumétricas representativas generadas mediante micro-CT B) volumen
de la lesion B) Porcentaje de volumen 6seo, C) Densidad mineral 6sea. D)Numero de trabéculas
Separacion de trabéculas y F) Grosos de trabéculas, de muestras de ratas con lesiones
periapicales experimentales tratados con IL-35. Los datos se expresan como promedio *

desviacién estandar (DS) de 6 experimentos independientes. **p<0,01; ***p<0,001.
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8.2.2. Identificacién de osteoclastos

11-35 también redujo la deteccion de osteoclastos TRAP+. Se observaron El tratamiento
con IL-35 también resulté en una reduccion significativa en la deteccion de
osteoclastos TRAP+ en las lesiones periapicales. En todas las condiciones

experimentales, se observaron osteoclastos TRAP+ (Figura 9A).

Sin embargo, los animales con lesiones periapicales tratados con distintas
dosis de IL-35 mostraron una disminucion notable en el nimero de osteoclastos
TRAP+ en comparacion con los animales con lesiones periapicales no tratados,
en los cuales se observaron numerosos osteoclastos (Figura 9B). Por otro lado,
la deteccion de osteoclastos TRAP+ en las ratas sanas (sin lesion periapical
inducida) fue minima. Se detectaron diferencias estadisticamente significativas al
comparar los animales tratados con 10 y 100 ng/pl de IL-35 con el grupo no

tratado.
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Figura 9. Identificacion de osteoclastos en lesiones periapicales tratadas con IL-35. A)
Tincion representativa de fosfatasa acida resistente a tartrato (TRAP) de muestras de ratas con
lesiones periapicales experimentales tratadas con IL-35. B) Cuantificacibn de osteoclastos
TRAP+ en muestras de ratas con lesiones periapicales experimentales tratadas con IL-35. Se
utilizaron ratas sanas como controles. Los grupos tratados con IL-35 (1, 10 y 100 ng/ul) se
compararon con el grupo no ftratado. Los datos se representan como nimero de

osteoclastos/portaobjetos y se muestran como media + DE (n = 6). *P<0,05 **p<0,01; ***p<0.001
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Expresion de los niveles de RANKL y OPG.

La expresion de RANKL en las lesiones periapicales de los animales
tratados con IL-35 disminuy6 significativamente de manera dosis-dependiente al
utilizar las dosis de IL-35 de 1, 10 y 100 ng/ul. Por el contrario, los niveles de
expresion de OPG fueron significativamente mayores en los animales tratados

con IL-35 en comparacion con los animales no tratados (Figura 10)
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Figura 10. Niveles de Expresién de RANKL y OPG en lesiones periapicales tratadas con
IL-35. Se muestran los niveles de expresion de ARNm de A) RANKL y B) OPG en lesiones
periapicales tratadas con IL-35. La expresion relativa se calculé tomando como referencia los
niveles en animales sanos (C), sin lesién periapical inducida, cuya expresion se consideré6 como
“1” para determinar el cambio relativo ("fold-change") en la expresion. Los datos se presentan

como “fold-change” del ARNm y se muestran como media + desviacion estandar (DS) de 6

experimentos independientes. ***p< 0,001.
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8.3. Objetivo especifico 3.

8.3.1. Andlisis de la frecuencia y fenotipo de linfocitos T (Th17/Treg) en

lesiones periapicales tratadas o no con II-35.

Las lesiones periapicales estan estrechamente asociadas a una respuesta
inmune constante y exacerbada, producto del desbalance inmunolégico funcional
entre los linfocitos T reguladores (Treg) y los linfocitos T colaboradores tipo 17
(Th17), lo que conlleva a la inflamacion y destruccion progresiva del ligamento
periodontal, cemento radicular y hueso alveolar. Con el fin de explorar la
capacidad inmunomoduladora de IL-35 en la respuesta inmune local de las
lesiones periapicales, se empled el modelo de lesion periapical experimental. Se
compararon los cambios en la frecuencia y fenotipo de los linfocitos Th17 y Treg
entre los grupos de animales con lesiones periapicales tratados con diferentes

dosis de IL-35 y el grupo control de lesion periapical sin tratamiento con IL-35.

Los resultados muestra la reduccion en la poblacion de células CD3* CD4*
en los grupos experimentales en comparacion con el grupo control, lo que sugiere
gue la administracion de IL-35 podria inhibir la proliferacion de células T CD4*
(Figura 11A). Ademas, en las lesiones periapicales experimentales se observé
una disminucién en la cantidad de linfocitos CD4*IL-17* en comparacion con

aquellas de los animales no tratados con IL-35 (Figura 11B). En contraste, en las
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lesiones periapicales experimentales de los animales que recibieron IL-35 se
detect6 un aumento en la cantidad de linfocitos CD4*Foxp3*+CD25* en
comparacion con las lesiones periapicales de los animales no tratados con IL-35
(Figura 11C). La dosis de 100 ng/ul de IL-35 mostr6 una capacidad
significativamente mayor para disminuir los linfocitos Th17 y aumentar la cantidad
de linfocitos Treg. Estos hallazgos sugieren un efecto inmunomodulador negativo

de IL-35 en la respuesta inflamatoria asociada a las lesiones periapicales.

Periapical Lesion (PL)

r
A) Healthy Untreated PL with 1ng-IL35 10ng-IL35 100ng-IL35

35,41% . 30.81%

%CD3"CD4" T eells.
= 8 & 8 2

J 49,47%

cD3

w0
B) - £
' 196% | | 8,90% g
L T T\ LI T LU LLLLIN o) g

Q | .

[ -

2 E:

[ o "

&
)
‘ 22,45% é
w " H
a8 . . 2
(&) N *

Foxpa sl W O R, NN
&

Figura 11. Presencia de linfocitos Treg y Th17 en lesiones periapicales tratadas con II-35.
Se presentan gréficos de puntos representativos y frecuencia de linfocitos en las siguientes
poblaciones: A) CD3*CD4*, B) CD4*IL17+ C) CD4*Foxp3*CD25*. Los graficos muestran los datos
expresados como promedio + desviacidon estandar (DS) de 6 experimentos independientes.
*p<0,05.
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8.3.2. Expresion de factores de transcripciéon y citoquinas relacionados con

los perfiles Th17 y Treg en lesiones periapicales tratadas o no con IL-35.

Para un analisis mas detallado del efecto de IL-35 en la modulacion del
desequilibrio Th17/Treg durante la lesion periapical experimental, cuantificamos
los niveles de expresién de los factores de transcripcion RORyt (Th17) y Foxp3
(Treg) y las citoquinas IL-6, IL-17A e IL-23 (Th17) y IL-10, IL-35 y TGF-B1 (Treg)
en lesiones periapicales de animales tratados o no con IL-35 (Figura 12). De
manera dosis-dependiente, la expresion de ARNm del factor de transcripcién
RORVyt, asociado con la diferenciacién y funcion de los linfocitos Th17, fue
significativamente menor en animales con lesiones periapicales tratados con IL-
35 en comparacion con los no tratados (Figura 12A). Ademas, se detecté una
reduccion en la expresion de las citoquinas IL-6, IL-17A e IL-23 en los grupos
tratados con dosis de 10 y 100 ng/ul de IL-35, lo que refuerza el efecto inhibidor
de IL-35 sobre la respuesta inflamatoria mediada por Th1l7 en este modelo
experimental (Figura 12C). Por el contrario, se detecté un aumento dependiente
de la dosis en la expresion del ARNm del factor de transcripcion Foxp3, asociado
con la diferenciacion y funcion de los linfocitos Treg, en animales con lesiones
periapicales tratados con IL-35 en comparacion con los animales no tratados
(Figura 12B). De manera similar, los niveles de ARNm de las citoquinas

relacionadas con Treg (IL-10, IL-35y TGF-1) fueron significativamente mayores
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en los animales afectados con lesiones periapicales tratados con IL-35 que en
aguellos no tratados (Figura 11D). En las dosis de 10 y 100 ng/ul, IL-35 indujo
una expresion significativamente mayor de la cadena EBI3 de IL-35 en animales
con lesiones periapicales en comparacion con los animales no tratados. Ademas,
estas mismas dosis de IL-35 incrementaron significativamente la expresion del
factor de transcripcién Foxp3 y las citoquinas IL-10 y TGF-B1 en animales con

periodontitis en comparacion con los animales sin tratamiento.
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Figura 12. Expresion de factores de transcripcion y citoquinas relacionados con los
perfiles Th1l7 y Treg en lesiones periapicales tratadas con IL-35. Se muestran los niveles de
expresién de ARNm de factores de transcripcién A) RORyt (Th17) y B) Foxp3 (Treg) y citoquinas
C) IL-6, IL-17A e IL-23 (Th17) y D) IL-10, EBI3 (IL-35) y TGF-B1 (Treg) en lesiones periapicales
tratadas con IL-35. La expresién relativa se calculé tomando como referencia los niveles en
animales sanos (C), sin lesion periapical inducida, cuya expresidn se consideré como “1” para
determinar el cambio relativo (“fold-change™) en la expresion. Los datos se presentan como “fold-
change” del ARNm y se muestran como media + desviacion estandar (DS) de 6 experimentos

independientes. *p < 0,05, **p< 0,01 y ***p< 0,001.
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9. DISCUSION.

Los resultados obtenidos en este estudio proporcionan por primera vez
una perspectiva comprensiva sobre el efecto de la interleuquina-35 (IL-35) en el
equilibrio Th17/Treg y en la resorcion del hueso alveolar periapical en un modelo
experimental de lesiones periapicales de origen endododntico. Se demostré que
el tratamiento endodéntico suplementado con distintas concentraciones de IL-35
en ratas Sprague-Dawley macho, redujo la resorcidén 6sea periapical de manera
dosis-dependiente, siendo la dosis de 100 ng/upl de IL-35 la més eficaz. Esta
reduccidn se asocié con una menor presencia de osteoclastos y una disminucion
en la expresion de RANKL en las lesiones periapicales. Ademas, IL-35 modul6
efectivamente el desequilibrio Th17/Treg, al aumentar el nimero y la actividad de
los linfocitos Treg y disminuir la de los linfocitos Thl7, evidenciandose un
aumento en la expresion del factor de transcripcién Foxp3 y las citoquinas IL-10,
IL-35 y TGF-B1 asociadas a Treg, y una disminucién en la expresion del factor
de transcripcién RORyt y de las citoquinas IL-6, IL-17A e IL-23 asociadas a Th17.
Estos hallazgos son de gran relevancia, ya que no solo validan la hipétesis
propuesta al demostrar que el tratamiento endodéntico suplementado con IL-35
inhibe con éxito la resorcion 6sea al modular el desequilibrio Th17/Treg, sino que
también sugieren un potencial terapéutico significativo de IL-35 en el manejo de

patologias osteodestructivas cronicas que afectan los tejidos periapicales.
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Aunque no existen estudios previos que analicen el potencial terapéutico
de IL-35 en las lesiones periapicales de origen endodéntico, nuestros hallazgos
son consistentes con investigaciones anteriores que utilizan IL-35 para inhibir la
resorcion 6sea en enfermedades como la periodontitis marginal y la artritis
reumatoide. Al igual que las lesiones periapicales, estas enfermedades estan
caracterizadas por un desequilibrio entre Th17 y Treg, lo que conduce a la
resorcion 6sea patoldgica. Los hallazgos de nuestro estudio se alinean con los
resultados reportados por Yuan et al. (2024), quienes exploraron el efecto de IL-
35 en un modelo de artritis inducida por colageno (CIA) en ratones. Yuan et al.
encontraron que IL-35 inhibe la osteoclastogénesis y atenda la inflamacion y
destruccion 6sea. De manera similar a nuestro estudio, la administracion de IL-
35 en su modelo redujo significativamente la resorcion 6sea y los niveles de
RANKL, mientras aumentaba los niveles de OPG. También se observo una
disminucién en los marcadores de osteoclastogénesis, como TRAP y cathepsina
K. Ademas, Yuan et al. midieron las citoquinas proinflamatorias TNF-a e IL-17 y
encontraron que IL-35 redujo sus niveles, al tiempo que aumentaba la expresién
de citoquinas antiinflamatorias como IL-10 y TGF-B (Yuan et al.,, 2024). En
nuestro estudio, tras el tratamiento con IL-35, observamos una disminucion en el

namero de linfocitos Th17 y una reduccion en la expresion de RANKL y citoquinas

74



relacionadas con este perfil linfocitario, lo cual es consistente con la reduccién de
la relacion RANKL/OPG en lesiones periodontales reportada en la literatura
(Cafferata et al., 2020; Li et al., 2016). Estos resultados refuerzan la estrecha
relacion entre las enfermedades inmunoldgicas y 0seas, y destacan el potencial

terapéutico de IL-35 en el manejo de patologias osteodestructivas cronicas.

Por otra parte, el estudio de Goto et al. (2023), que investigo el rol de las
citoquinas relacionadas con la subunidad EBI3 de IL-35 en la periodontitis
experimental utilizando ratones knockout (KO) para EBI3. Se observé una
resorcion Osea alveolar significativamente mayor en los ratones EBI3 KO en
comparacion con los ratones de tipo salvaje (WT). La inyeccion de IL-35
recombinante redujo significativamente la resorcion 6sea alveolar inducida por la
ligadura en los ratones EBI3 KO. Ademas, detectaron mayores niveles de RANKL
y menores de OPG en los ratones EBI3 KO, lo cual se normalizé con la
administracion de IL-35 recombinante. También observaron que la deficiencia de
EBI3 aumentaba la polarizacion de las células Th17 y la produccién de citoquinas
proinflamatorias como IL-17A y TNF-a, mientras que IL-35 promovia una mayor
proporcion de células Treg y citoquinas antiinflamatorias como IL-10 (Goto et al.,
2023). Estos hallazgos son concordantes con los resultados de nuestro estudio,

donde los niveles de ARNm de las citoquinas relacionadas con Treg (IL-10, IL-35
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y TGF-B1) fueron significativamente mayores en los animales afectados con
lesiones periapicales tratados con IL-35 en comparacion con aquellos no
tratados. Esta similitud refuerza la evidencia de que IL-35 desempefia un rol
central en la regulacion de la resorcion 0sea y la respuesta inmune, promoviendo
un equilibrio Th17/Treg favorable que podria ser clave para el manejo de

patologias osteodestructivas cronicas.

En estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacion, donde
se evaluo el efecto de IL-35 en un modelo de periodontitis marginal inducida por
ligadura en ratones, se reportaron resultados similares a los obtenidos en este
estudio (Cafferata et al., 2020). En ambos casos, IL-35 demostré ser eficaz en la
inhibicion de la resorcidon ésea y en la modulacién del equilibrio Th17/Treg. En
nuestro estudio, IL-35 redujo la resorcidén 6sea periapical, disminuy6 la presencia
de osteoclastos y la expresiéon de RANKL, y aumento la actividad de los linfocitos
Treg mientras disminuia la de los linfocitos Th17. De manera similar, en el estudio
de Cafferata et al., IL-35 inhibi6 la resorcion 6sea alveolar, redujo la activacion
de osteoclastos, y moduld la relacion RANKL/OPG, con una disminucion de
citoquinas proinflamatorias y un aumento de citoquinas antiinflamatorias. Estas
similitudes en los resultados refuerzan la evidencia del potencial terapéutico de

IL-35 en el manejo de patologias inflamatorias crénicas que afectan los tejidos
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de soporte dental, sugiriendo que IL-35 podria ser una herramienta efectiva para
prevenir la destruccidn O6sea y promover la regeneracion tisular en diversas

condiciones osteoinmunoldgicas.

El estudio de Cafferata et al. (2023) y el presente estudio difieren
principalmente en el modelo experimental y las dosis de IL-35 utilizadas.
Cafferata et al. emplearon un modelo de periodontitis marginal en ratones,
administrando IL-35 por via intragingival (1 ng, 10 ng y 100 ng) e intraperitoneal
(2 ug). En contraste, nuestro estudio utilizé un modelo de lesiones periapicales
en ratas Sprague-Dawley, con dosis de IL-35 de 1 ng/ul, 10 ng/ul y 100 ng/ul
aplicadas directamente en los canales radiculares molares. Ademas, la
administracion de IL-35 en el estudio de Cafferata fue tanto local como sistémica,
mientras que en nuestro estudio se aplicod directamente en la lesidén periapical.
Estas diferencias metodolégicas pueden explicar las variaciones en la respuesta
observada, subrayando la importancia de la via de administracion y la
dosificacion en la eficacia del tratamiento con IL-35. Optimizar estas estrategias
es fundamental para maximizar el potencial terapéutico de IL-35 en diversas

condiciones inflamatorias que afectan los tejidos de soporte dental.
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En este estudio se detectd una disminucion en la expresion de RANKL y
un aumento en la expresion de OPG en los animales tratados con IL-35,
sugiriendo una inhibicién de la actividad osteoclastica y una promociéon de la
formacion ésea. Los mecanismos bioldgicos detras de los efectos de IL-35 en la
inhibicion de la resorcion 0sea estan relacionados con la modulacion de las vias
de sefalizacion RANKL/OPG. IL-35 ejerce su efecto anti-resortivo mediante
varios mecanismos: primero, suprime la diferenciacion de los precursores de
osteoclastos al reducir la expresién de factores pro-osteoclastogénicos como
RANKL y M-CSF (Xu et al., 2023; Zhang et al., 2021; Zhu et al., 2020). Ademas,
IL-35 antagoniza la sefalizacion intracelular mediada por RANKL en los
osteoclastos maduros, resultando en una disminucion de su actividad resortiva
(Xu et al., 2023). Segundo, inhibe la funcién de los osteoclastos al reducir la
expresion de enzimas clave como la fosfatasa acida resistente a tartrato (TRAP)
y catepsina K, esenciales para la degradacion de la matriz 6sea (Kamiya et al.,
2020). Algunos estudios sugieren que IL-35 puede promover la muerte por
apoptosis de los osteoclastos maduros, lo que eventualmente conduce a una
disminucién de la resorcién 6sea. Peng et al. (2018) demostraron que IL-35
puede promover la apoptosis de los osteoclastos maduros mediante la
modulacién de la sefalizacion asociada al receptor TNF. IL-35 induce la

expresion de FasL (ligando Fas) en células no adherentes y aumenta la expresion
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de FADD (proteina del dominio de muerte asociada a FAS) y caspasa-3 clivada
en células tratadas con TNF-a e IL-35, lo que resulta en un aumento significativo
de la muerte por apoptosis. Este mecanismo es crucial para reducir la resorcion

Osea al eliminar los osteoclastos maduros (Peng et al., 2018)

IL-35 no solo inhibe la resorcion 6sea mediada por los osteoclastos, sino
gue también estimula la formaciéon de nuevo hueso a través de la promocion de
la diferenciacion de osteoblastos. IL-35 induce la diferenciacion de osteoblastos
y mejora la formaciéon 6sea mediante la via candénica Wnt/B-catenina (Li et al.,
2023). En cultivos de células madre mesenquimales, IL-35 aumento la expresion
de marcadores osteoblasticos como ALP, Runx2 y Osterix. Estos hallazgos
indican que IL-35 tiene un doble efecto: inhibe la resorcién 6sea y promueve la

formacion ésea (Li et al., 2023; Zhang et al., 2021) .

IL-35 también desempefia un rol en la regulacion de la inmunidad y la
resorcidn O0sea a través de sus efectos sobre los linfocitos Treg y los linfocitos T
Th17. Como citoquina de la familia IL-12, es predominantemente producida por
células Treg y células B reguladoras (Breg), ejerciendo una potente accién
inmunosupresora. El mecanismo de accién de IL-35 involucra la activacion de la

via de sefalizacion JAK-STAT, particularmente STAT1 y STAT3. La activacion
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de estas moléculas de sefalizacion conduce a la transcripcion de genes que
promueven un fenotipo regulador en las células T y B, resultando en una
disminucién de la inflamacion y la resorcion 6sea. La via JAK-STAT facilita la
expresion de citoquinas antiinflamatorias como IL-10 y TGF-[, que contrarrestan
los efectos destructivos de las citoquinas proinflamatorias. Ademas, IL-35 inhibe
la produccion de citoquinas proresortivas como IL-17 y TNF-a, producidas por los
linfocitos Th17, que cumplen un rol central en la activacion de los osteoclastos.
Varios estudios demuestran que IL-35 induce la expansién de células Treg y la
conversion de linfocitos convencionales en células reguladoras, contribuyendo a
la supresion de la respuesta inmune proinflamatoria. IL-35 induce la expresion de
factores de transcripcibon como Foxp3 en las células T, favoreciendo la
diferenciacion hacia células Tregs (Choi & Egwuagu, 2021; Collison et al., 2010;
Collison et al., 2012; Wang et al., 2014). En este estudio, la inoculacién de IL-35
aumento la expresion de Foxp3 y EBI3 en tejidos periapicales. El tratamiento
endodontico suplementado con IL-35 puede generar retroalimentacion positiva
en la respuesta Treg al inducir la diferenciacion y activacion de Treg productoras
de IL-35, conocidas como células iTr35 (Collison et al., 2010; Collison et al.,
2012). Estas células secretan mas IL-35, creando un bucle de retroalimentacion
positiva. Los Treg productores de IL-35 (iTr35) desempefian un rol esencial en la

regulacion del metabolismo 6seo y las respuestas inmunitarias, manteniendo la
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homeodinamia 6sea (Choi & Egwuagu, 2021; Collison et al., 2012; Liu et al.,
2021). La modulacion farmacoldgica de la via de sefializacion de IL-35 emerge
como una estrategia terapéutica prometedora no solo para reducir la pérdida
O0sea patologica, sino también para mejorar la regeneracion 0sea en diversas
condiciones clinicas, como la periodontitis (Cafferata et al., 2020; Niedbala et al.,

2007; Shindo et al., 2019) y artritis reumatoide (Li et al., 2023)

El modelo de lesion periapical experimental en ratas, utilizado en nuestro
estudio, demostré ser una herramienta valiosa y validada para investigar la
patogénesis y el tratamiento de enfermedades inflamatorias crénicas que afectan
los tejidos periapicales. Este modelo ha sido utilizado ampliamente en la literatura
cientifica debido a su capacidad para reproducir con precision las caracteristicas
clinicas y biologicas de las lesiones periapicales humanas, consolidando su
validez externa (Pinto et al., 2024; Siddiqui et al., 2019; Yoneda et al., 2017).
Nuestro laboratorio ha estandarizado y consolidado este modelo, realizando una
caracterizacion detallada en aspectos morfologicos e inmunolégicos en
diferentes periodos de tiempo, especificamente en los dias 0, 7, 14, 21y 28. Este
enfoque permitié identificar las ventajas y limitaciones del modelo, asi como
tomar decisiones experimentales informadas a lo largo de la investigacion. Los

analisis histoloégicos y de micro-CT revelaron la presencia de lesiones
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periapicales en todos los animales sometidos a la infeccion endodontica
experimental, confirmando asi la validez interna del modelo. El objetivo de esta
caracterizacion fue evaluar la progresion de la patologia, observando un
incremento gradual de la resorcidn 0sea y cambios en la respuesta inmunitaria.
Ademas de un incremento progresivo de las citoquinas pro-inflamatorias 1L-1,
TNF-a e IL-17A, mientras que las citoquinas antiinflamatorias IL-4 e IL-10
mostraron una disminucién significativa con el tiempo. Sin embargo, no se
detectaron diferencias significativas en los niveles de IL-6 entre las lesiones y el
suero. Esta discrepancia puede deberse a varios factores. En el contexto de las
lesiones periapicales, IL-6 puede tener una funcion mas localizada y especifica
en el microambiente periapical, contribuyendo a la inflamacion y resorcion 6sea
en el sitio de la lesion. En contraste, en el suero, los niveles de IL-6 pueden estar
modulados por una respuesta inflamatoria sistémica que no refleja directamente

la dindmica local de las lesiones periapicales.

Los individuos con lesiones periapicales crénicas presentan una carga
inflamatoria sistémica elevada, con un aumento de mediadores pro-inflamatorios
a nivel sérico, como la proteina C-reactiva. La presencia de lesiones periapicales
cronicas favorece un fenotipo inflamatorio crénico de bajo grado (chronic low-

grade inflammatory phenotype, CLIP), lo que estd asociado con mayor
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resistencia a la insulina, incremento de los triglicéridos plasmaticos, y mayor
riesgo de obesidad y enfermedades cardiovasculares (Garrido et al., 2019). Estas
observaciones sugieren que, mientras IL-6 puede estar desempefiando un papel
especifico y localizado en la patogénesis de las lesiones periapicales, su
comportamiento sistémico puede ser mas complejo y estar influenciado por
multiples factores sistémicos y metabdlicos. Estudios previos han demostrado
que IL-6 tiene roles pleiotropicos tanto proinflamatorios como reguladores,
dependiendo del contexto tisular y del estado patolégico (Mihara et al., 2012;

Scheller et al., 2011).

En estudios en humanos se ha reportado que el aumento de linfocitos
Th17 esta asociado con la progresion de las lesiones periapicales. Un incremento
en las células Th1l7 y sus citoquinas asociadas, como IL-17A, esta directamente
relacionado con la severidad de las lesiones periapicales y la resorcion 6sea
(Yang et al.,, 2014). La disminucién de los linfocitos Treg y sus citoquinas
antiinflamatorias, como IL-10 y TGF-B, contribuye a la persistencia de la
inflamacion en las lesiones periapicales. En lesiones periapicales crénicas, la
reduccion de los Treg y sus citoquinas reguladoras estéa vinculada con una menor
capacidad de controlar la respuesta inflamatoria, perpetuando asi el dafio tisular

y la resorcién 6sea (Alvarez et al., 2019). Otros estudios han determinado la
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expresion de ARNm de subconjuntos linfocitarios, incluidos Foxp3 e IL-17, en
lesiones periapicales activas e inactivas. Las lesiones mostraron una expresion
generalizada de citoquinas; sin embargo, TNFa, IL-17, IL-21 e IFN-y se asociaron
con lesiones activas, mientras que Foxp3, IL-9, IL-4 e IL-22 se relacionaron con

lesiones inactivas (Araujo-Pires et al., 2014).

Nuestros resultados demostraron una modulacion dinamica de las poblaciones
de células Treg y Thl7 en las lesiones periapicales a lo largo del tiempo,
alineandose con el entendimiento de que las lesiones periapicales exhiben fases
de activacion e inactivacion. Especificamente, observamos un aumento
significativo en las células CD4+IL-17+ el dia 14, que posteriormente disminuyo
el dia 21. Este patrén refleja el ciclo conocido de actividad de la lesién, donde las
células Thl7 impulsan la respuesta inflamatoria inicial, promoviendo la
osteoclastogénesis y la resorcion 0sea a través de la produccién de IL-17A. A
medida que avanza la inflamacion, la respuesta inmune cambia hacia una fase
reguladora, caracterizada por un aumento de CD4+Foxp3+CD25+ Tregs, que
ayudan a mitigar la pérdida 6sea excesiva y restaurar la homeostasis del tejido
mediante la produccion de citoquinas antiinflamatorias como IL-10 y TGF-f3. Esta
respuesta bifasica resalta el equilibrio critico entre la actividad proinflamatoria

mediada por Th17 y las fases de resolucion mediadas por Treg en la patogénesis
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de las lesiones periapicales, subrayando la importancia de la regulacion inmune

en las condiciones inflamatorias cronicas.

En los ultimos afios, con el avance de la ingenieria de tejidos y la medicina
regenerativa, la investigacion en terapia endodontica regenerativa (RET) ha
logrado resultados prometedores mediante el uso de andamios, biomateriales,
factores de crecimiento y células madre para inducir a la regeneracion del tejido
pulpar dafiado o perdido. Basado en los hallazgos de nuestra investigacion,
planteamos la hipotesis de que la administracion de IL-35 en dosis 6ptimas puede
no solo inhibir la resorcion O6sea asociada a las lesiones periapicales, sino

también promover la regeneracion pulpar.

Teniendo en cuenta nuestros resultados, la capacidad de IL-35 para
restaurar el equilibrio inmunolégico y promover la regeneracion 6sea emerge
como una alternativa para mejorar los resultados a largo plazo en pacientes con
lesiones periapicales cronicas. En el futuro, nos gustaria explorar el efecto de IL-
35 en el modelo experimental de lesiones periapicales en diferentes momentos
del tratamiento, especificamente a los 7, 14, 21 y 28 dias. Este enfoque
longitudinal permitira identificar no solo los efectos inmediatos de IL-35, sino

también su influencia a largo plazo en la regeneracién del tejido 6seo y la
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resolucién de la inflamacion. Profundizar en estos aspectos podria consolidar a
IL-35 como una herramienta terapéutica eficaz en el campo de la endodoncia
ofreciendo nuevas estrategias para el tratamiento de patologias

osteodestructivas cronicas.

La administracion de hidréxido de calcio (Ca(OH),) es ampliamente
reconocida como el estandar de oro en la terapia endodoéntica debido a sus
propiedades antimicrobianas y su capacidad para inducir la reparacion del tejido
periapical. Sin embargo, en este estudio no se utiliz6 Ca(OH), como control
comparativo debido a limitaciones en el nUmero de animales disponibles, lo que
habria afectado la validez estadistica de nuestros hallazgos. Esta decision fue
tomada para enfocar nuestros recursos en evaluar de manera exhaustiva el
efecto especifico de la interleuquina-35 (IL-35). Es importante reconocer que la
ausencia de Ca(OH), en nuestro protocolo experimental representa una
limitacion, ya que impide una comparacion directa con el tratamiento estandar.
Estudios previos han demostrado que Ca(OH), efectivamente modula la
respuesta inflamatoria en lesiones periapicales al aumentar las citoquinas Th2 y
Treg, mientras reduce las citoquinas Thl y Th1l7, promoviendo asi un entorno
antiinflamatorio y de curacion. Esta comparacién es crucial para establecer la

eficacia relativa de IL-35 frente a tratamientos convencionales. En futuros
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estudios, seria beneficioso incluir Ca(OH), para evaluar de manera mas completa
la potencial superioridad o complementariedad de IL-35 en la terapia

endodontica.

Otra limitacion de nuestro estudio fue la imposibilidad de realizar la
evaluacion longitudinal de la resorcion 6sea en los mismos animales a lo largo
del tiempo, debido a restricciones éticas. Esto nos obligd a utilizar diferentes
grupos de animales para cada punto temporal de evaluacién. Evaluar los mismos
animales tratados con IL-35 en distintos periodos habria permitido observar la
evolucion de la lesion apical de manera continua, proporcionando una vision mas
precisa y comprensiva de la dinamica de tratamiento y curacion de las lesiones
periapicales. Esta restriccion limita nuestra capacidad para obtener datos
detallados sobre la progresion y regresion de las lesiones dentro del mismo

sujeto.

En los ultimos afios, los avances en la ingenieria de tejidos y la medicina
regenerativa han impulsado la investigacion en terapia endoddntica regenerativa
(RET), logrando resultados prometedores mediante el uso de andamios,
biomateriales, factores de crecimiento y células madre para regenerar el tejido

pulpar dafiado o perdido (Kahler et al., 2024). Basandonos en nuestros hallazgos,

87



planteamos que la administracion de IL-35 en dosis 6ptimas podria no solo inhibir
la resorcion 0sea asociada a las lesiones periapicales, sino también promover la

regeneracion pulpar.

Nuestros resultados sugieren que IL-35 puede restaurar el equilibrio
inmunologico y favorecer la regeneracion Osea, presentandose como una
alternativa viable para mejorar los resultados a largo plazo en pacientes con
lesiones periapicales crénicas. En el futuro, nos proponemos explorar el efecto
de IL-35 en un modelo experimental de lesiones periapicales en distintos
momentos del tratamiento (7, 14, 21 y 28 dias), lo que permitira identificar tanto
los efectos inmediatos como los de largo plazo de IL-35 en la regeneracion del
tejido 6seo y la resoluciéon de la inflamacién. Este enfoque longitudinal podria
consolidar a IL-35 como una herramienta terapéutica eficaz en endodoncia,

ofreciendo nuevas estrategias para tratar patologias osteodestructivas cronicas.

Futuros estudios deben centrarse en determinar las dosis mas efectivas y
los protocolos de administracion ideales para maximizar los beneficios
terapéuticos de IL-35, incluyendo la frecuencia y duracion del tratamiento para
lograr una regeneracion o6ptima. Es crucial profundizar en los mecanismos

moleculares y celulares mediante los cuales IL-35 ejerce sus efectos, asi como
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en su interaccion con otros factores de crecimiento y citoquinas en el
microambiente periapical. La transicion de estudios preclinicos a ensayos clinicos
en humanos es esencial para validar los resultados obtenidos en modelos
animales, evaluando la seguridad, eficacia y posibles efectos secundarios de IL-
35 en pacientes con lesiones periapicales. Ademas, explorar el uso combinado
de IL-35 con otros agentes regenerativos, como andamios, biomateriales,
biomoléculas y células madre, podria potenciar los efectos regenerativos y

ofrecer soluciones mas integrales para la reparacion del tejido dafiado o perdido.

Para abordar las bondades de IL-35 de manera mas econOmica, una
alternativa viable podria ser el uso de péptidos que se unan al receptor de IL-35,
replicando sus efectos inmunomoduladores sin incurrir en los costos asociados
con la produccién y purificacion de IL-35 recombinante. Estos péptidos miméticos
pueden ser disefiados para interactuar especificamente con los receptores de IL-
35 (gpl30 e IL-12RB2), promoviendo la misma sefalizacion intracelular y

regulacion inmunolégica.

Péptidos sintéticos que imitan la accion de citoquinas han sido

investigados en otros contextos terapéuticos con resultados prometedores. Por

ejemplo, el uso de péptidos miméticos del antagonista del receptor de IL-1 (IL-
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1Ra) ha mostrado eficacia en la reduccion de la inflamacién en modelos de artritis
reumatoide (Lackington et al., 2022). De manera similar, un péptido mimeético de
IL-10 ha sido desarrollado y probado en ensayos clinicos, demostrando su
potencial para modular la respuesta inmune en el tratamiento de canceres

avanzados (Naing et al., 2016).

Estos péptidos pueden sintetizarse quimicamente a un costo
significativamente menor que las proteinas completas y, sin embargo, inducir la
expansion de células Treg y la inhibicion de células Th17, replicando el efecto
antiinflamatorio y anti-resortivo de IL-35. La investigacion de péptidos miméticos
ha mostrado promesa en otros contextos terapéuticos, lo que sugiere que esta
estrategia podria ser aplicable en el manejo de enfermedades inflamatorias
cronicas y la regeneracion Osea. Estudios futuros deben enfocarse en la
identificacion y optimizacion de estos péptidos, evaluando su eficacia y seguridad

en modelos experimentales de lesiones periapicales.

Estos resultados son de gran relevancia, ya que no solo validan la
hipétesis propuesta en nuestro estudio, sino que también amplian la comprension
del rol de IL-35 en la modulacién de la respuesta inmune y la proteccién contra

la destruccién ésea en enfermedades inflamatorias. La evidencia conjunta de
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estos estudios sugiere que IL-35 podria tener un amplio espectro de aplicaciones
terapéuticas en patologias inflamatorias cronicas mas alld de las lesiones
periapicales, como la periodontitis y la osteoartritis, donde la regulacion del
balance Th17/Treg y la inhibiciébn de la osteoclastogénesis son fundamentales

para prevenir la progresion de la enfermedad y preservar la integridad o6sea.
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10. CONCLUSIONES.

En lesiones periapicales de origen endodontico, el tratamiento endodontico
suplementado con IL-35 redujo la resorcion 0sea alveolar de manera dependiente
de la dosis. Este efecto se evidencio por una reduccion significativa en el volumen
de resorciobn 6sea y una disminucion en el niamero de osteoclastos TRAP+.
Ademas, el tratamiento con IL-35 indujo un incremento en la expresion de ARNm
de Foxp3, IL-10, IL-35y TGF-3, OPG, y una disminucién en la expresion de RORVt,

IL-6, IL-17A y RANKL en las lesiones periapicales.

Asimismo, se observé un aumento en el nimero de linfocitos Treg y una reducciéon
en el nimero de linfocitos Th1l7, modulando efectivamente el desequilibrio

Th17/Treg.
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12. ANEXOS

Anexo 1: Certificado CICUA

-I_"a.\
'%Y.'D*h: CICUA
UNIVERSIDAD DE CHILE /é'-.__g‘\}

Santiago, 11 de octubre de 2022
Certificado N2: 22621 = MED = UCH

CERTIFICADO

El Comité institucional de Clidada v Uso de Animales (CICUA) de la Universidad de Chile, certifica que en
el Protocolo CBA 1228 FMUCH del Proyecto de Investigacion titulado “Efecto de interleuquina-35 en el
balance Th17/Treg y el hueso alveolar perirradicular en lesiones periapicales experimentales de
origen endoddntico”, del investigador Sr. Alfredo Sierra, Tesista del Programa de Doctorado en Ciencias
Odontoldgicas, Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile y del académico patrocinante Dr.
José Luis Valdés, Profesor Titular, Departamento de Meurociencias, Faculiad de Medicina de la
Universidad de Chile, no se plantean acciones en sus procedimientos gue contravengan las normas
bioéticas de manejo y cuidado de animales. Asi mismo, la metodologia experimental planteada satisface
lo estipulado en el Programa Institucional de Cuidado y Uso de Animales de la Universidad de Chile.

5e otorga la presente certificacion para el uso de 60 ratas, especie Aotfus novvergicus, cepa Sprague
Dawley, provenientes del Bioterio Central, Facultad de Medicina de la Universidad de Chile, desde el
11 de octubre del 2022 hasta el 31 de agosto del 2023, tiempo estimado de ejecucion del estudio, el
cual serd financiado por los proyectos Fondecyt Regular N® 1220999, Regional Development Program
IADR y Beca ANID Doctorado Macional N® 21331750,

Los investigadores se han comprometido a |a ejecucidn de este proyecto dentro de las especificaciones
sefialadas en el protocolo revisado y autorizado por el CICUA, 3 mantener los procedimientos
experimentales planteados y a no realizar ninguna modificacidn sin previa aprobacidn por parte de este
Comité. Ademds, el CICUA realizard un seguimiento de este protocolo durante su ejecucion para
resguardar el cumplimiento de las normativas institucionales y nacionales.

EICICUA de lo Universidod de Chile, forma parte de lo Vicerrectoria de Investigocion y Desarrofio, y estd
constituido por 53 miembros: 5 médicos veterinarios, 39 académicos (12 de ellos médicos veterinarios),
¥ 9 miembros no osociodos o lo acodemia o investigocion, y que cuenton con experiencia en biogtica
relocionada o mantencidn y uso de onimales. £l certificado que emite el Comité procede de la oprobacicn
del "Protocolo de Manejo y Cuidado de Animales” después de un estudio acucioso y de Io acogido de los

inwsl'igr.rdures de laos ahservociones exigidas por el Comite.

C udla IJEIgzdu .M:E\.ne:lo Dr!i‘-:;ilin Herrera Videla
Directora Ejecutiva Vo ~ /] Presidents
CICUA = VID VO E CICUA - VID
Universidad de Chile Universidad de Chile

Comité Institucional de Culdado y Uso de Animales [CICUA)

Vicerrectoria de Investigacidn y Desarrollo {VID) — Universidad de Chile
bt s e chil e cl alfinvestigacion 152120 comite -institucional-de-ruidado-y-uso-de-animales-cicua
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Anexo 2: Partidores utilizados para realizar las amplificaciones mediante RT-

gPCR.
Objetivo Forward primer Reverse primer
RORyt ACGACCCTGGACTCCAATAA AGTAGGTGATGGTGGGAAGTAG
IL-17A CAGGGAGAGCTTCATCTGTGT GCTGAGCTTTGAGGGATGAT
IL-6 TGATGGATGCTACCAAACTGG TTCATGTACTCCAGGTAGCTATGG
RANKL TGAAGACACACTACCTGACTCCT G | CCCACAATGTGTTGCAGTTC
OPG GTTTCCCGAGGACCACAAT CCATTCAATGATGTCCAGGAG
Foxp3 CGAAAGTGGCAGAGAGGTATTG AAGGCAGAGTCAGGAGAAGTAG
TGF-B1 TGGAGCAACATGTGGAACTC GTCAGCAGCCGGTTACCA
IL-10 GCTTCATCCCTGAAAACTGTG TGCTACAAAGGCAGACAAACA
Ebi3 GCTCCCCTGGTTACACTGAA ACGGGATACCGAGAAGCAT
18S rRNA GCAATTATTCCCCATGAACG GGGACTTAATCAACGCAAGC
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Anexo 3: Panel de Anticuerpos para caracterizacion fenotipica de linfocitos T en el

modelo de lesion periapical experimental.

Anticuerpo Fluoroforo
Bv421
CD4
BV605
CD3
APC-Cy7
CD45
BV 711
CD25
FoxP3 FITC
RORvt Ror pe-cf594
IL-17A PE-Cy7
IL-10 Alexa fluor 647 (APC)
TGF-B1 Perpcy 5.5
Viabilidad BUV 496 (zombiee UV)
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Anexo 4. Productos.

1. Publicaciones.

- Sierra-Cristancho A, Gonzalez-Osuna L, Balanta-Melo J, Cafferata EA, Rojas
C, Melgar-Rodriguez S, Carvajal P, Vernal R. A micro-CT analysis of radicular
dentine thickness in mandibular first premolars presenting C-shaped root canals:
Identification of potential danger zones. International Endodontic Journal 2022;

55(6): 672-684. doi: 10.1111/iej.13740.

- Gonzélez-Osuna L, Sierra-Cristancho A, Cafferata EA, Melgar-Rodriguez S,
Rojas C, Carvajal P, Cortez C, Vernal R. Senescent CD4+CD28- T lymphocytes
as a potential driver of Th17/Treg imbalance and alveolar bone resorption during

periodontitis. International Journal of Molecular Sciences 2022; 23(5): 2543.

2. Participacion en Proyectos de investigaciéon con registro formal

Titulo proyecto: Periodontitis and dementias, and the role of the gut dysbiosis:
looking for the intestinal inflammation, intestinal barrier permeability and
microbiota changes, for the new therapeutic strategies development.

Cdédigo: RDP-IADR 2023-2025.

Fuente de financiamiento: International Association for Dental Research.
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ARos de inicio y término: junio de 2023 a mayo de 2025.
Nombre del investigador responsable: Jaime Diaz Zufiga.

Calidad de participacion: Alumno tesista de doctorado.

Titulo proyecto: Efecto de la periodontitis experimental en la disbiosis intestinal y
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Fuente de financiamiento: Universidad de Atacama.
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Calidad de participacion: Alumno tesista de doctorado.

3. Presentaciones a Congresos

- Avances en micro morfometria 3d: Del laboratorio a la préactica clinica”. V
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