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RESUMEN

Antecedentes: La periodontitis es una enfermedad inflamatoria cronica que se
caracteriza por la destruccién progresiva de los tejidos periodontales y; en
consecuencia, la pérdida de los dientes. La patogenia de la enfermedad se asocia
principalmente a la expresion de factores pro-inflamatorios y osteo-destructivos
durante la respuesta inmune periodontal generada por el hospedero ante la
disbiosis microbiana. Por un lado, la actividad pro-inflamatoria y osteodestructiva
de los linfocitos T colaboradores tipo 1 (Thl) y los linfocitos Th1l7 se encuentra
aumentada y; por otro lado, la actividad inmunoreguladora y osteoprotectora de los
linfocitos T reguladores (Treg) se encuentra disminuida. Este desbalance favorece
la resorcion Osea patolégica mediante el incremento de la razon RANK/OPG vy la
activacion de los osteoclastos. En este contexto, la interleuquina (IL)-35, una
citoquina producida por los linfocitos Treg con efecto inmunoregulador, puede
inhibir la proliferacion y actividad de linfocitos T, e inducir la expansion y
diferenciacion de una subpoblacion de Treg productores de IL-35, denominada
iTr35; sin embargo, su efecto durante la periodontitis no ha sido determinado.
Materiales y Métodos: Se analizo el efecto de IL-35 durante la resorcion 0sea en
un modelo animal de periodontitis experimental mediante la inoculacion local o
sistétmica de IL-35 en distintas concentraciones. Se cuantificO el volumen de
resorcion 0sea en los maxilares mediante microtomografia computarizada (uCT).
Se evaluo la expresion de RANKL y OPG mediante inmunofluorescencia y gPCR.
Ademads, se analiz6 la expresién de mRNA de citoquinas del perfil Thl, Th17 y
Treg en lesiones periodontales mediante qPCR. Finalmente, se detectaron los
niveles de RANKL y OPG en fluido crevicular gingival mediante ELISA.
Resultados: Los ratones inoculados con IL-35 presentaron menores niveles de
resorcion ésea alveolar, menores niveles de expresion de citoquinas asociadas al
fenotipo Thl y Th17, y una disminucion de la expresion y produccion de RANKL
de manera dependiente de la dosis. Ademas presentaron mayores niveles de
expresion de citoquinas asociadas al fenotipo Treg y de OPG. Conclusiones: La

inoculacién con IL-35 inhibe la resorcion 6sea, la expresion de RANKL y de



citoquinas del perfil Thl1 y Th1l7, y aumenta la expresion de OPG y de citoquinas

del perfil Treg.



1. INTRODUCCION

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria crénica que se caracteriza por
la destruccion progresiva de los tejidos periodontales y la consecuente pérdida de
los dientes. La disbiosis y sinergia polimicrobiana de la microbiota subgingival han
sido identificadas como las causantes de la periodontitis; asi, el cambio patoldgico
entre las proporciones e interacciones bacterianas subgingivales conducen a una
respuesta inmune desregulada del hospedero, capaz de llevar a la resorcion 6sea
alveolar (Hajishengallis, 2015). Si bien las bacterias en la microbiota subgingival
son necesarias para el inicio y progresion de la periodontitis, la patogenia de la
enfermedad se asocia principalmente a la liberacion de factores pro-inflamatorios y
osteo-destructivos durante la respuesta inmune periodontal generada por el

hospedero ante la disbiosis microbiana (Graves y cols., 2011)

Resorcion O0sea alveolar durante la periodontitis

La resorcion ésea alveolar requiere de la activacion de los osteoclastos
periodontales (Bruzzaniti y Baron, 2006). Durante este proceso, la sefializacion via
el receptor activador del factor nuclear kB (RANK), presente en su membrana
celular, por parte del ligando del receptor activador del factor nuclear kB (RANKL),
expresado por osteoblastos, osteocitos, fibroblastos y linfocitos Thl7, es el
determinante clave de la diferenciacion de los precursores de osteoclastos y la
activacion de los osteoclastos maduros (Teitelbaum, 2000; Okamoto Yy
Takayanagi, 2019). En particular, la union de RANKL a RANK induce la activacion
de la via de sefializacion intracelular NFxB, que a su vez es regulada por la
osteoprotegerina (OPG) (McGrath, 2011) receptor sefiuelo de RANKL capaz de
inhibir la union de RANKL a RANK y, en consecuencia, la activacion de los

osteoclastos y la resorcion 6sea (Anandarajah y Schwarz, 2006).

Durante la periodontitis, se detectan niveles incrementados de RANKL en

las lesiones periodontales, la saliva y el fluido crevicular gingival (Cochran, 2008).
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A su vez, estos niveles incrementados de RANKL se asocian a la presencia y
actividad de los linfocitos T Th17 (Vernal y cols., 2006; Kikuta y cols., 2013).

Rol de los linfocitos T colaboradores (Th) durante la periodontitis

Los linfocitos T CD4+ son uno de los componentes principales de la
respuesta inmune. Posterior a la presentacion antigénica, los linfocitos T naive
proliferan y son capaces de diferenciarse en distintos subtipos: linfocitos T
colaboradores tipo-1 (Thl), Th2, Thl7 y T reguladores (Treg) (Vernal y Garcia-
Sanz, 2008). Los linfocitos Th1l promueven la actividad de fagocitos y participan en
la respuesta ante patdgenos intracelulares (Abbas y cols., 1996). Se diferencian
en presencia de interleuquina (IL)-12 e interferon (IFN)-y, los cuales a su vez
inducen la expresion del factor de transcripcion fenotipo especifico denominado T-
box expressed in T cells (T-bet) (Mullen y cols., 2001). Los linfocitos Thl se
caracterizan por producir IFN-y, IL-1B, IL-12 y factor de necrosis tumoral (TNF)-a
(Gonzales, 2015). En cambio, la diferenciacién de los linfocitos Th2 requiere de la
presencia de IL-4, la cual induce la expresion de su factor de transcripcion
caracteristico GATA-binding protein 3 (GATA3) (Abbas y cols., 1996). Una vez
diferenciados, los linfocitos Th2 participan en la eliminacién de microorganismos
extracelulares y se caracterizan por producir principalmente IL-4 y en menores
proporciones IL-5, IL-9, e IL-13 (Gonzales, 2015)

Los linfocitos Th17 son un subtipo de linfocitos Th, llamados asi por ser los
principales secretores de IL-17A (Harrington y cols., 2005). Para su diferenciacion
es necesaria la presencia de factor de crecimiento transformante (TGF)-B1 e IL-6
(Wang y cols., 2013). Ademas, IL-23 es necesaria para la supervivencia de los
linfocitos Thl7 y es critica para la estabilizacion y mantencién del fenotipo
funcional (Vernal y Garcia-Sanz, 2008; Yago y cols., 2017). La sefalizacion de IL-
6 y TGF-B1 induce la expresién del factor de transcripcion caracteristico de los
linfocitos Th17 llamado Retinoid acid receptor-related orphan receptor gamma-t
(RORyt) (lvanov y cols., 2006). Una vez diferenciados, los linfocitos Th1l7 son
capaces de migrar preferentemente a las mucosas y expresar IL-17A, IL-23 y
RANKL (Acosta-Rodriguez y cols., 2007). En este contexto, IL-17A induce la
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expresion de IL-6 y RANKL en fibroblastos, osteoblastos y osteocitos, pudiendo
amplificar la respuesta Th1l7 y la consecuente osteoclastogénesis (Yao y cols.,
1995; van Hamburg y cols., 2011; Miossec y Kolls, 2012).

Durante la periodontitis, los linfocitos Thl7 participan directa e
indirectamente en la resorcion 6sea alveolar mediante la expresion de RANKL e
IL-17A (Tsukasaki y cols., 2018). A su vez, la expresion de RANKL producida por
los Th17 permite la activacién directa de los osteoclastos (Okamoto y Takayanagi,
2011; Kikuta y cols., 2013). En efecto, un incremento en los niveles de IL-17A y un
aumento en el numero de linfocitos Th17 funcionales se observa en las lesiones
periodontales (Vernal y cols., 2005; Adibrad et al., 2012; Cheng y cols., 2014;
Dutzan y cols., 2018). Ademas, alteraciones genéticas asociadas a una mayor
expresion de IL-17A o IL-23 son mas frecuentemente detectadas en pacientes con

periodontitis (Corréa y cols., 2012).

Linfocitos Treg y su rol en laregulacion de la respuesta Th17

Los linfocitos Treg son un subtipo de linfocitos T con un rol principal en la
tolerancia inmunoldgica, la supresion de respuestas autoinmunes y la resolucion
de la inflamacion mediante la supresion y regulacion de la funcion efectora de
otros subtipos de células inmunes (de Rezende y cols., 2010). La actividad
reguladora de los Treg se asocia a la sobre-expresiéon en conjunto de su factor de
transcripcion caracteristico forkhead box p3 (Foxp3) y de la cadena a del receptor
de la IL-2 (CD25) (Vernal y Garcia-Sanz, 2008; Liberal y cols., 2015).
Interesantemente, la expresion de Foxp3 puede inhibir la expresion de otros
factores de transcripcién, tal como RORyt y NFkB, favoreciendo la diferenciaciéon y

funcion del fenotipo Treg (Kitoh y cols., 2009).

Los linfocitos Treg son capaces de regular la respuesta inmune mediante
distintos mecanismos, principalmente mediante la produccion de las citoquinas
inmunoreguladoras TGF-1, IL-10 e IL-35, las cuales inhiben la proliferacion de
linfocitos Th y la produccion de sus citoquinas (Liberal y cols., 2015). Los

pacientes afectados de periodontitis presentan mayores niveles de linfocitos Treg,
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IL-10 y TGF-B1 en comparacion con pacientes afectados de gingivitis; lo que se ha
asociado a un intento inefectivo de regular la respuesta inmune durante la
periodontitis (Nakajima y cols., 2005). Asi, en un modelo animal de periodontitis
experimental carente de linfocitos Treg funcionales se observé una reduccion
significativa de los niveles de IL-10 y TGF-B1, junto con una mayor resorcion 6ésea
alveolar, comparado con ratones con Treg funcionales (Garlet y cols., 2010). Por
lo tanto, a pesar del aumento en el nimero y actividad de linfocitos Treg durante la
periodontitis, es posible que una parte de estas células pierda su funcionalidad
supresora debido al ambiente periodontal inflamatorio enriquecido en IL-6, lo que
eventualmente lleva a su transdiferenciacion a linfocitos Thl7 (Alvarez y cols.,
2018). En efecto, se ha identificado un subtipo de linfocitos Treg en el que
disminuye la expresion de Foxp3 y, en cambio, aumenta la expresion de IL-17A 'y
RANKL (Okui y cols., 2012; Tsukasaki y cols., 2018) .

Interleuquina-35

La IL-35 es una citoquina perteneciente a la familia de la IL-12 (Vignali y
Kuchroo, 2012) formada por las cadenas IL-12p35 y EBI3 y producida
principalmente por los linfocitos Treg (Sawant y cols., 2015). Los efectos inmuno-
reguladores mas importantes de IL-35 son la supresion de la proliferacion de
linfocitos Th y la induccién de linfocitos T naive hacia una poblacion de Treg
caracterizada por la produccion especifica de IL-35, denominada iTr35 (Collison y
cols., 2012). De esta manera, IL-35 es capaz de inducir su propia diferenciacion,
favoreciendo la actividad inmunoreguladora de los linfocitos iTr35 mediante la
produccion de IL-35, independiente de la produccion de IL-10 y TGF-B1 (Collison y
cols., 2010). En este contexto, IL-35 no se expresa de manera constitutiva, sino
gue es inducida en un ambiente pro-inflamatorio, tal como la periodontitis (Li y
cols., 2012).

La funcion de IL-35 se ha evaluado en estudios tanto in vitro como in vivo.
La exposicion a IL-35 induce la proliferacion de linfocitos Treg CD4+CD25+Foxp3+
in vitro (Niedbala y cols., 2007). Por otro lado, en ratones deficientes de EBI3, una

de las cadenas de IL-35, se observdé un aumento significativo en el nimero y
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actividad de los linfocitos Th17 (Yang y cols., 2008). Ademas, en un modelo in vivo
de encefalitis autoinmune, se observo un aumento en la respuesta de los linfocitos
Th17 y mayor severidad de la enfermedad en ratones deficientes de EBI3 (Liu y
cols., 2012). Mas auln, en pacientes asmaticos y ratones con asma experimental
deficientes de las cadenas IL-12p35 y EBI3 se observé menores niveles de IL-35
en sangre, mayor grado de inflamacion de la via aérea y mayor produccioén de IL-
17A (Gao y cols., 2017). De manera interesante, la inoculacion de IL-35 inhibio las
manifestaciones clinicas de la artritis reumatoide experimental, mediante la

supresion de la actividad de los linfocitos Th17 (Wirtz y cols., 2011).

En el contexto de la periodontitis, se ha observado que la expresion de IL-
35 aumenta en lesiones periodontales y en fluido crevicular de pacientes con
periodontitis (Kalburgi y cols., 2013; Jin y cols., 2017). Ademas, la inoculacion de
IL-35 en células del ligamento periodontal estimuladas con IL-17A inhibi6o la
producciéon de IL-6 e IL-8 (Shindo y cols., 2019). De esta manera, IL-35 podria
tener un efecto inmunoregulador sobre la respuesta Th17 durante la periodontitis e

inhibir, al menos en parte, la resorcion 6sea alveolar.

Por lo tanto, usando un modelo in vivo de periodontitis experimental, en
este estudio se analiz6 el efecto de la inoculacion de IL-35 sobre la resorcién 6sea
alveolar, los niveles de la razén RANKL/OPG vy la produccion de las citoquinas

caracteristicas de los fenotipos Thl, Thl7 y Treg en las lesiones periodontales.



3. HIPOTESIS

La inoculacion de IL-35 inhibe la resorcion Osea alveolar durante la
periodontitis experimental, lo que se asocia con menores niveles de la razén
RANKL/OPG, menor expresion de las citoquinas tipo Thl y Th1l7, y mayor

expresion de las citoquinas tipo Treg.

4. OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto de IL-35 sobre la resorcibn 6sea alveolar, la razon
RANKL/OPG y la expresion de las citoquinas tipo Thl, Thl7 y Treg en las lesiones

periodontal durante la periodontitis experimental.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar la resorcion dsea alveolar mediante la cuantificacion del volumen
0seo perdido en las lesiones periodontales de animales afectados de

periodontitis y tratados con IL-35.

2. Cuantificar los niveles de expresion de RANKL y OPG, asi como la razén
RANKL/OPG, en las lesiones periodontales de animales afectados de

periodontitis y tratados con IL-35.

3. Cuantificar los niveles de expresion de las citoquinas IFN-y, IL-18 y TNF-a
(Thl), IL-6, IL-17A e IL-23 (Th17), e IL-10, IL-35 EBI3 y TGF-B1 (Treg) en las
lesiones periodontales de animales afectados de periodontitis y tratados con IL-
35.

4. Cuantificar los niveles de produccion de RANKL y OPG en el fluido crevicular

gingival de ratones afectados de periodontitis y tratados con IL-35.



6. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo corresponde a un estudio experimental exploratorio.

Animales. Se utilizaron 48 ratones C57BL/6 de 8 semanas de edad, disponibles
en la Plataforma Experimental Bioterio de la Facultad de Odontologia, Universidad
de Chile. Todos los procedimientos se realizaron siguiendo las pautas del “Council
of the American Psychological Society 7980” y las recomendaciones de la
“American Veterinary Medical Association”. El protocolo de experimentacion fue
aprobado por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de la
Universidad de Chile (Protocolo #061601).

Periodontitis experimental. La induccion de la periodontitis se realizé usando el
meétodo de ligadura (Abe y Hajishengallis, 2013). Los animales se anestesiaron
con ketamina 10% vy xilacina 2% via intraperitoneal (i.p.), luego se colocaron sobre
un soporte de fijacion y apertura oral especificamente disefiado y, finalmente, se
coloc6 una sutura de seda negra 5-0 usando pinzas castroviejo (Fine Science
Tools, CA, EE.UU.) alrededor de los segundos molares maxilares, en posicion
yuxtagingival sin afectar traumaticamente los tejidos adyacentes usando una lupa
estereoscopica. Al dia 15 posterior a la colocacion de las ligaduras, los animales
fueron eutanasiados por sobredosis de anestesia para la obtencion de las

muestras bioldgicas.

Inoculacién con IL-35. La IL-35 se administrO de manera sistémica e intra-
gingival (i.g.) usando jeringas 26s de 5 pL. La administracién de IL-35 se realiz6 1
vez al dia durante 15 dias. Asi, se establecieron aleatoriamente los siguientes
grupos experimentales, con 8 ratones cada uno: Animales afectados de
periodontitis y administracion i.g. de IL-35 1 ng/pL (IL-35 igl), 10 ng/pL (IL-35 ig10)
o 100 ng/pL (IL-35 ig100), administracion i.p. de I1L-35 2 ug en 100 uL (IL-35 ip2),
sobre la base de concentraciones descritas previamente (Niedbala et al., 2007).
Como controles, se utilizaron animales afectados de periodontitis sin tratamiento

con IL-35 (inoculacidn de so6lo el vehiculo) y animales sin periodontitis.
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Cuantificacion de la resorcion Osea alveolar. Se obtuvieron los maxilares
separando el tejido blando del duro y se escanearon mediante micro-tomografia
computarizada (MCT) para la cuantificaciéon del volumen éseo perdido (Park y
cols., 2007; Monasterio y cols., 2018). Para esto se utilizaron los siguientes
parametros de deteccion: 59 kV, 588 pA y una rotacion de 0.5° y 360° de rango
angular (Equipo SkyScan 1278, Bruker, Kontich, Belgica). Las muestras se
escanearon en los tres planos espaciales y las imagenes digitalizadas 3D se
generaron utilizando un algoritmo de haz coénico modificado y el software de
reconstruccién Dataviewer, Bruker. Todos los datos fueron recolectados por un
unico observador, el que estuvo ciego a las condiciones experimentales de las

muestras.

Deteccion de RANKL y OPG en lesiones periodontales. La inmuno-deteccion
de RANKL y OPG se evalué en cortes histolégicos obtenidos de biopsias
maxilares fijadas en formalina 10% pH 7,4 por 24 horas a 4°C, desmineralizadas
en EDTA 14% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) por 60 dias, deshidratadas
secuencialmente en etanol y embebidas en parafina. Cortes de 8 ym de grosor se
incubaron en pepsina al 0,2% por 30 minutos a 37°C para el desenmascaramiento
antigénico vy, luego, se incubaron con un anticuerpo primario policlonal de cabra
anti-RANKL o anti-OPG (R&D Systems, Minneapolis, EE.UU.) toda la noche a
4°C. Posteriormente, se incubaron con un anticuerpo secundario policlonal de
burro anti-cabra conjugado a IgG H&L Alexa Fluor 555 (Abcam, Cambridge,
Inglaterra) por 1 hora a 4°C y se tifieron con DAPI por 1 minuto a temperatura
ambiente. Los controles negativos consistieron en omitir el anticuerpo primario y
omitir tanto anticuerpo primario como el secundario, usando en cambio Buffer
Fosfato Salino (PBS)/Seroalbumina Bovina (BSA). Las imagenes fueron obtenidas
con un microscopio confocal y fueron analizadas con el software Leica LAS X

(Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania).

Expresion de los mRNA de las citoquinas Thl, Th1l7 y Tregs y de RANKL y
OPG en las lesiones periodontales Los niveles de expresion de mRNA de IFN-y,
IL-18 y TNF-a (Thl), IL-6, IL-17A e IL-23 (Th17), IL-10, IL-35 EBI3 y TGF-B1



9

(Treg), RANKL y OPG se analizaron mediante qPCR. Para ello, las biopsias de las
lesiones periodontales fueron homogenizadas en 1 ml de Trizol (TRIzol Plus;
Invitrogen, Barcelona, Espafa) para la obtencion del RNA citoplasmatico total, tal
como fue descrito previamente (Monasterio y cols., 2018). Después, las muestras
se incubaron por 10 minutos a 4°C, se agreg6 200 pyL de cloroformo y se
incubaron a 4°C durante 10 minutos, bajo agitacién vigorosa. Luego se centrifugo
a 12,000 xg durante 20 minutos y la fase acuosa se transfirio a un frasco libre de
RNAasas. EI RNA citoplasmético total se lavé con 1 mL de etanol al 75% v,
finalmente, el RNA purificado se resuspendié en 10 yL de agua milli-Q libre de
RNAasas para ser cuantificado. Luego de sintetizada la primera cadena de cDNA
utilizando un kit de transcripcion reversa (SuperScript IIl; Invitrogen, Grand Island,
NY, EE.UU.), 10 ng de cDNA se amplificaron usando partidores de PCR
especificos (Tabla 1). El protocolo de amplificacion fue el siguiente: Un primer ciclo
de 95°C por 3 minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C por 3 segundos y 60°C por
30 segundos. Para la deteccion de productos inespecificos, se realizdé una curva
de melting de 95°C por 15 segundos, 60°C por 1 minuto y 95°C por 15 segundos.
Como control enddégeno, se cuantificaron los niveles de expresion de la subunidad
18S de rRNA.
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Tabla 1: Partidores utilizados para la amplificacion de mRNA de distintas

citoquinas mediante qPCR.

Objetivo |Forward primer Reverse primer

IFN-y GGAGGAACTGGCAAAAGGAT TTCAAGACTTCAAAGAGTCTGAGG
IL-1B AGTTGACGGACCCCAAAAG TTTGAAGCTGGATGCTCTCAT
TNF-a CTGTAGCCCACGTCGTAGC TTGAGATCCATGCCGTTG

IL-6 TGATGGATGCTACCAAACTGG TTCATGTACTCCAGGTAGCTATGG
IL-17A CAGGGAGAGCTTCATCTGTGT GCTGAGCTTTGAGGGATGAT
IL-23 GAAGGGCAAGGACACCATTA TTCTTCTTCTCCAGCTCCTTTC
IL-10 GCTTCATCCCTGAAAACTGTG TGCTACAAAGGCAGACAAACA
IL-35

EBI3 GCTCCCCTGGTTACACTGAA ACGGGATACCGAGAAGCAT
TGF-B1 TGGAGCAACATGTGGAACTC GTCAGCAGCCGGTTACCA
RANKL TGAAGACACACTACCTGACTCCTG CCCACAATGTGTTGCAGTTC

OPG GTTTCCCGAGGACCACAAT CCATTCAATGATGTCCAGGAG
18S rRNA | GCAATTATTCCCCATGAACG GGGACTTAATCAACGCAAGC

Produccion de RANKL y OPG en el fluido crevicular gingival. Se obtuvieron

muestras de fluido crevicular gingival usando un protocolo previamente descrito

(Matsuda et al., 2016). Brevemente, luego de retirar la ligadura, se colocé un

nuevo hilo de seda de 2 cm de longitud alrededor de los mismos molares.

Después de 10 minutos se retiraron y se sumergieron las ligaduras en 100 pl de

solucion fosfato salino pH 7,4 suplementado con Tween 20 al 0,05% durante 30

min a 4°C. Las muestras contaminadas con sangre fueron descartadas. Los

niveles de RANKL y OPG se cuantificaron mediante ELISA usando kits especificos
(Quantikine, R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, EE.UU.).
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RESULTADOS

1.- Cuantificacion de laresorcion 6sea alveolar

La figura 1 muestra las imagenes representativas de los maxilares de animales
afectados de periodontitis inoculados o no con IL-35 y de animales no inducidos,
obtenidas mediante uCT (Figura 1). Los animales inoculados con IL-35
presentaron menores niveles de resorcion 0sea, de manera dependiente de la
dosis, en comparacion con los animales afectados de periodontitis que no
recibieron IL-35 (Figura 2). Los niveles de resorcion 0sea fueron similares entre las
dosis de IL-35 2 pug/100 pL i.p. y 1 ng/uL i.g. de IL-35, y al mismo tiempo, estos
niveles fueron menores que en animales no tratados afectados de periodontitis
(Figura 2).

Figura 1. Resorcién 6sea alveolar. Imagenes representativas de uCT de ratones afectados

de periodontitis sin tratamiento, ratones con inoculaciéon i.p. de IL-35 2 ug /100 pL,

inoculacion i.g. de I1L-35 (1 ng/uL, 10 ng/pL, 100 ng/uL) y ratones no inducidos (n.i.).
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Figura 2. Cuantificacion del area 6sea perdida. Area de pérdida de hueso
alveolar de ratones afectados de periodontitis sin tratamiento, con inoculacion i.p.
de IL-35 2 ug /100 pL, inoculacién i.g. de IL-35 (1 ng/uL, 10 ng/uL, 100 ng/uL) y
ratones no inducidos (n.i.), cuantificados mediante pCT. Los datos son
presentados como uymz y se muestran como media+ desviacion estandar (DE) de 8

experimentos independientes. *p < 0,05.

2.- Expresion de RANKL y OPG.

Los niveles de expresion y secrecion de RANKL detectados en las lesiones
periodontales y el fluido crevicular mediante gPCR y ELISA, respectivamente,
fueron significativamente menores y; al contrario, los niveles de expresion y
secrecion de OPG fueron significativamente mayores en los ratones tratados con
IL-35 comparados con los ratones no tratados, de manera dependiente de la dosis
(Figura 3 y 4). De manera similar, el tratamiento con IL-35 indujo una menor
inmuno-deteccion de RANKL y mayor para OPG en las lesiones periodontales
(Figura 5).
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Figura 3. Niveles de expresion de RANKL y OPG. Expresion de mRNA de RANKL y
OPG en lesiones periodontales de ratones afectados de periodontitis sin tratamiento,
con inoculacion i.p. de IL-35 2 ug /100 pL, inoculacién i.g. de IL-35 (1 ng/uL, 10 ng/uL,
100 ng/uL) y ratones no inducidos (n.i.). Para la expresion relativa, la expresion de
RANKL y OPG en ratones no inducidos (n.i.) fue considerada como “1”, siendo
referencia de fold-change de la expresion. Los datos son presentados como mRNA fold

change y se muestran como media + DE de 8 experimentos independientes. *p < 0,05
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Figura 4. Secrecion de RANKL y OPG. Niveles de RANKL, OPG y raz6n
RANKL/OPG detectados en fluido crevicular gingival de ratones afectados de
periodontitis sin tratamiento, con inoculacién i.p. de IL-35 2 ug /100 L, inoculacioén i.g.
de IL-35 (1 ng/uL, 10 ng/uL, 100 ng/uL) y ratones no inducidos (n.i.). Los datos son
presentados como pg/mL y se muestran como media + DE de 8 experimentos

independientes. *p < 0,05
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Fig 5. Deteccion de RANKL y OPG: Imagenes representativas de lesiones periodontales obtenidas
mediante microscopia confocal que muestran la inmunopositividad para RANKL (rojo), OPG (verde) y
DAPI (azul), para visualizar los nlcleos, de ratones afectados de periodontitis sin tratamiento, con
inoculacion i.p. de IL-35 2 ug /100 pL, inoculacién i.g. de IL-35 (1 ng/pL, 10 ng/uL, 100 ng/uL) y ratones
no inducidos (n.i.). Barra = 50 pm.
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3.- Expresion de mRNA de citoquinas Thl, Th1l7y Treg.

La inoculacién con IL-35 disminuy6 la expresién en conjunto de los mRNA de
citoquinas asociadas al perfil Thl (IL-1B, IFN-y y TNF-a) y Th17 (IL-6, IL-17A e IL-
23), de manera dependiente de la dosis. Los niveles de expresion de IL-6 e IL-17A
presentaron una diferencia mayor entre las concentraciones de 1 y 10 ng/uL
intragingival. Ademas, se obtuvieron niveles de expresion similares de TNF-a y de
IL-1B en los grupos que recibieron IL-35 2 pg/100 pL i.p. y 1 ng/uL i.g. En
contraparte, los niveles de expresion de las citoquinas Treg (IL-10, TGF-B1 e IL-35
Ebi3), presentaron una mayor expresion en ratones inoculados con IL-35, también
de manera dependiente de la dosis. Asimismo, se obtuvieron niveles similares de

expresion de IL-10 y de TGF-B1 en los grupos que recibieron IL-35 2 ug /100 pL
i.p.y 1ng/uL i.g.
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Figura 6. Expresion de citoquinas Thl, Thl7 y Treg. Niveles de expresion de mRNA de
citoquinas Thl (A), Thl7 (B) y Treg (C) en lesiones periodontales de ratones afectados de
periodontitis sin tratamiento, con inoculacién i.p. de IL-35 2 ug /100 pL, inoculacion i.g. de IL-35 (1
ng/uL, 10 ng/pL, 100 ng/uL) y ratones no inducidos (n.i.). Para la expresion relativa, la expresion de
citoquinas en los ratones no inducidos fue considerada como “1”, como referencia para “fold-
change” de la expresion. Los datos son presentados como mRNA fold-change y se muestran como

media + DE de 8 experimentos independientes. *p < 0,05.
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DISCUSION

Durante la periodontitis, existe una respuesta inmuno-inflamatoria
desregulada frente a la disbiosis del microbioma subgingival, caracterizada por la
sobre-expresion de RANKL y la activacion de osteoclastos mediada por la
actividad de los linfocitos Th1l7, lo que finalmente provoca la resorcion Osea
patologica alrededor de los dientes (Tsukasaki y cols., 2018). Contrariamente, la
actividad de los linfocitos Treg contribuye a la regulacion de la homeostasis e
inhibiciébn de la osteoclastogénesis, mediante la producciéon de citoquinas con
acciéon antiinflamatoria como IL-35 y osteo-protectora como OPG (Dutzan y cols.,
2009) (Joosten y Ottenhoff, 2008). Sin embargo, se ha detectado una pérdida de
la expresion de Foxp3, el factor de transcripcion canénico de los Treg asociado a
su actividad reguladora, y una disminucion de la actividad de los Treg durante la
periodontitis, debido posiblemente al ambiente inflamatorio. Esto podria inducir un
posible cambio fenotipico de los Treg, volviéndolos pro-inflamatorios y productores
de RANKL, lo que favoreceria aun mas el desbalance Th17/Treg y la resorcion
Osea (Tsukasaki y cols., 2018). En el presente estudio, la inoculacion con IL-35
inhibié la expresidbn de citoquinas pro-inflamatorias y osteo-destructivas
correspondientes a los perfiles linfocitarios Thl y Th17 y favorecio la expresion de
citoquinas osteo-protectoras asociadas al perfil Treg, resultando en la restauracion

del balance RANKL/OPG y en la inhibicién de la resorcion dsea.

El balance RANKL/OPG se encuentra alterado en pacientes afectados de
periodontitis; sin embargo, ésta razén no se reduce ni se recupera luego de recibir
una terapia periodontal inicial, siendo indicativo de que los mecanismos
moleculares asociados con la resorcion 6sea no son eliminados y que existe un
riesgo potencial de una mayor resorcién ésea en el futuro (Buduneli y Kinane,
2011). Esto resalta la necesidad de considerar el estudio de terapias
complementarias capaces de recuperar el balance RANKL/OPG, por ejemplo,
mediante la supresién de células que promuevan la sobre-expresién de RANKL,
como los linfocitos Thl7 (Belibasakis y Bostanci, 2012). En un modelo

experimental de artritis reumatoide, la inoculaciéon con IL-35 suprimié la actividad
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de los linfocitos Th17, atenuando las manifestaciones clinicas de la enfermedad
(Wirtz y cols., 2011). Ademas, la capacidad de IL-35 de disminuir los niveles de
expresion de citoquinas asociadas al fenotipo Th17, como IL-6, IL-17A y RANKL,
concuerda también con los resultados del estudio in vitro realizado por Shindo &
cols (2019), donde IL-35 inhibi6 la produccion de IL-6 e IL-8 por células de
ligamento periodontal estimuladas con IL-17A, ademas de inhibir la sefializacién
intracelular NF-xB, de la cual depende la expresion de RANKL (Shindo y cols.,
2019). En este contexto, Niedbala y cols (2007) reportaron en otro modelo
experimental de artritis reumatoide, que la inoculacion de IL-35 via intraperitoneal
indujo una menor produccion de IL-17A y mayores niveles de IL-10 e IFN-y en
células del bazo, atenuando los signos clinicos asociados al progreso de la
enfermedad (Niedbala y cols., 2007). En concordancia con estos estudios, en
lesiones periodontales, la inoculacion de IL-35 en animales afectados de
periodontitis fue capaz de disminuir la expresion de citoquinas Th17 y de recuperar
el balance RANKL/OPG, disminuyendo la expresion y produccion de RANKL y

aumentando la expresiéon y producciéon de OPG.

Ademas de inhibir la expresibn de citoquinas pro-inflamatorias y
osteodestructivas, el efecto supresor de IL-35 se potencia al inducir la
diferenciacion de células iTr35 productoras de IL-35 (Collison y cols., 2012). Estas
células aumentan la disponibilidad de IL-35 en los tejidos periodontales,
favoreciendo aun mas la respuesta linfocitaria Treg mediante la expresion de sus
citoquinas con accion inmunoreguladora y osteoprotectora y mediante la supresién
de la respuesta Th17.

La presencia de IL-35 se ha detectado en la sangre, el fluido crevicular y la encia
de pacientes afectados de periodontitis (Kalburgi ., 2013; Jin y cols., 2017). En
este sentido, los niveles de IL-35 correlacionan negativamente con los niveles de
IL-17A (Mitani y cols., 2015) y con los signos clinicos de inflamacion periodontal
(Jin y cols., 2017), pudiendo indicar un rol protector, lo que concuerda con los
resultados obtenidos en este estudio, donde la inoculacion de IL-35 inhibid
significativamente la pérdida de hueso alveolar mediante la inhibicion de la

expresion de citoquinas con accion osteo-destructiva y mediante el aumento de
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citoquinas con accion osteo-protectora. Asi, este es el primer estudio en el que se
analiza el potencial efecto terapéutico de IL-35 en un modelo experimental de
periodontitis, detectandose la inhibicion de la resorcion 0sea, ya que devuelve el
balance Th17/Treg y en consecuencia el balance RANKL/OPG que se encuentra

alterado durante la periodontitis experimental.

En términos generales, la inoculacion con IL-35 podria considerarse como un
potencial tratamiento inmunoregulador para la periodontitis, coadyuvante a la
remocién mecéanica y quimica de la biopelicula bacteriana. Si bien nuestros
resultados sugieren el efecto inhibidor de la resorcion d6sea de IL-35 en
periodontitis, se requieren mas estudios que evalien su posible aplicacién a
concentraciones seguras para producir el efecto deseado en humanos. Ademas,
para su uso en humanos, se debera evaluar una manera de administracion
farmacéutica eficaz y que logre la mayor adherencia al tratamiento; por ejemplo,
disminuyendo el nimero de inoculaciones de la molécula, pero logrando la misma
concentracion efectiva dentro de los tejidos periodontales. No obstante, los
estudios que proponen el uso terapéutico de IL-35 son relativamente pocos y los
mecanismos de accidon por los cuales logra su efecto inmunoregulador no estan
completamente dilucidados, la inoculacion con IL-35 demuestra un alto potencial

para controlar la inflamacion y la resorcion 6sea patologica durante la periodontitis.
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CONCILUSIONES

1. La inoculacion con IL-35 inhibe la resorcion 6sea durante la periodontitis

experimental.

2. La inoculacion con IL-35 disminuye la expresion y produccion de RANKL y
aumenta la expresién y produccion de OPG, devolviendo el balance
RANKL/OPG durante la periodontitis experimental.

3. La inoculacion con IL-35 disminuye la expresion de mRNA de citoquinas
asociadas al perfil linfocitario Thl y Th17 y aumenta la expresion de mRNA
de citoquinas asociadas al fenotipo Treg durante la periodontitis

experimental
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