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RESUMEN

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria cronica de etiologia
multifactorial asociada a la disbiosis de la biopelicula subgingival. Las complejas
interacciones entre esta biopelicula subgingival disbiotica y el sistema inmune del
hospedero inducen una respuesta inmuno-inflamatoria crénica y desregulada, que
resulta en la destruccion progresiva de los tejidos de insercion de los dientes:
ligamento periodontal, cemento radicular y hueso alveolar. La resorcion ésea
alveolar es la caracteristica distintiva de la periodontitis y el factor determinante de
la pérdida dentaria, y la respuesta inmuno-inflamatoria del hospedero esta
directamente involucrada en los procesos osteo-destructivos periodontales. En
particular, el desbalance de dos subpoblaciones de linfocitos T CD4* (los linfocitos
Th17 productores de IL-17A y RANK-L y los linfocitos T reguladores (Tregs)
productores de IL-10 y TGF-B1) es clave en la pérdida del equilibrio entre la
resorcion y la formacion del hueso alveolar. Sin embargo, los cambios en el balance
Th17/Treg no han sido totalmente descritos durante la progresion de la destruccion

tisular periodontal.

El objetivo de este estudio fue determinar la respuesta de los linfocitos Th17
y Tregs en las lesiones periodontales y su asociacion con la progresion de la
resorcion ésea durante la periodontitis. Con este propésito, se utilizé el modelo
animal de periodontitis experimental inducida mediante ligadura durante 5, 10y 15
dias. Como controles negativos, se analizaron animales sanos. La progresion de la
pérdida de hueso alveolar se analizé mediante micro-tomografia computarizada y
microscopia electronica de barrido. En las lesiones periodontales progresivas, se
analizaron los niveles de expresion de los mRNA de IL-2, IL-6, IL-10, IL-17A, IL-17F,
RANK-L, TGF-p1, CD25a, CTLA-4, GITR, Foxp3 y RORyt mediante gPCR.
Ademas, en los linfonodos cervicales y el bazo, mediante citometria de flujo, se
cuantificaron las células CD4*CD25M"9"Foxp3* (Tregs), CD4*CD25*RORyt*
(linfocitos Th17) y CD4*CD25"Foxp3*IL-17A* (Tregs que han sufrido plasticidad a
linfocitos T productores de IL-17A).



Durante la progresion de la periodontitis experimental, se observé un
incremento en la expresion de las citoquinas y factores de transcripcién asociados
a los perfiles linfocitarios Thl7 y Treg. Por otro lado, se detect6 un aumento de
linfocitos Th17 CD4*CD25*RORyt*, tanto en frecuencia como en numero, y una
disminucién en la frecuencia de Tregs CD4*CD25*Foxp3* en los linfonodos
cervicales que drenan las lesiones periodontales. Ademas, se detecto el incremento
de linfocitos T CD4*CD25'Foxp3*IL-17A*. Por lo tanto, existe un desbalance
Treg/Th17 en las lesiones periodontales con resorcién 0sea alveolar progresiva, y
este desbalance podria ser explicado, al menos en parte, por la inestabilidad

fenotipica de los Tregs, los que expresan Foxp3, sin embargo, producen IL-17A.



1. INTRODUCCION

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria cronica que se caracteriza
por la destruccion de los tejidos de soporte de los dientes: hueso alveolar, cemento
radicular y ligamento periodontal. Como consecuencia de esta destruccion tisular,
se manifiestan los signos clinicos de la enfermedad: pérdida de insercidn clinica,
formacion del saco periodontal y, en ultima instancia, pérdida de los dientes
(Papapanou, Sanz y cols., 2018).

La periodontitis es una patologia de etiologia compleja y multifactorial. Aun
asi, el pre-requisito central para el inicio y progresion de la periodontitis es la
disbiosis de la biopelicula sub-gingival (Hajishengallis, 2015). En este contexto, la
patogenicidad de la biopelicula sub-gingival se debe al cambio ecoldgico entre las
comunidades microbianas que la componen, las cuales inducen una respuesta
inmuno-inflamatoria crénica y desregulada en el hospedero (Lamont vy
Hajishengallis, 2015). Asi, si bien el componente microbiano es fundamental y
necesario para iniciar y perpetuar la periodontitis, es la respuesta inmuno-
inflamatoria del hospedero la que determina la destruccion tisular y, por tanto, el
inicio y progresion de la enfermedad (Hajishengallis y Korostoff, 2017).

1.1 Resorcion 6sea alveolar durante las periodontitis

La resorcién Osea alveolar es la caracteristica distintiva la periodontitis y la
respuesta inmuno-inflamatoria desplegada por el hospedero ante la biopelicula
subgingival disbidtica esta directamente involucrada en los procesos osteo-
destructivos periodontales, mediante mecanismos celulares y moleculares
circunscritos en el &mbito de la osteo-inmunologia (Kajiya, Giro y cols., 2010; Hienz,

Paliwal, y cols., 2015).

En condiciones patoldgicas, la pérdida del equilibrio entre la formacion y la
resorcion del hueso alveolar se debe a la diferenciacion desregulada de
osteoclastos a partir de sus precursores hematopoyeéticos de la linea monocito-
macréfago (Teitelbaum, 2000). Durante esta diferenciacion, los osteoclastos
adquieren marcadores especificos, como la fosfatasa acida resistente a tartrato

(TRAP, del inglés tartate-resistant acid phosphatase), se fusionan para formar



células gigantes multinucleadas y se polarizan al adherirse a la superficie 6sea
(Boyle, Simonet y cols., 2003). En este contexto, la diferenciacion de los
osteoclastos depende de sefiales moleculares clave, tal como la otorgada por el
ligando del receptor activador del factor nuclear kappa-B (RANK-L, del inglés
receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand). Asi, multiples mediadores pro-
inflamatorios favorecen la diferenciaciébn de osteoclastos mediada por RANK-L,
tales como interleuquina (IL)-1B, IL-6, IL-11, factor de necrosis tumoral (TNF)-q,
TNF-B y prostaglandina (PG)E2, particularmente en estados de ostedlisis

inflamatoria como ocurre durante la periodontitis (Hienz, Paliwal y cols., 2015).

RANK-L pertenece a la superfamilia de proteinas de TNF y genera su funcion
al activar el receptor RANK, expresado por los precursores de osteoclastos y los
osteoclastos maduros (Boyle, Simonet y cols., 2003). En condiciones fisiolégicas,
RANK-L y su factor blogueante soluble llamado osteoprotegerina (OPG) son
secretados por los osteoblastos, con el objetivo de mantener el balance entre la
resorcion y la formacion de hueso alveolar de manera dependiente de la razén
RANK-L/OPG. En condiciones patologicas, RANK-L es producido por fibroblastos,
osteoblastos y osteocitos en respuesta a los mediadores pro-inflamatorios, en
particular IL-1B, IL-6 y IL-17A (Pacios, Xiao, y cols, 2015). Ademas, los linfocitos
Th17 sobre-expresan RANK-L en condiciones patolégicas, de tal manera que estas
células se transforman en el determinante central de la diferenciacién y activacion
de los osteoclastos en las lesiones periodontales activas al alterar de manera
osteoblasto-independiente la razén RANK-L/OPG (Kawai, Matsuyama y cols., 2006;
Tsukasaki y cols., 2018).

1.2 Linfocitos Th17

Los linfocitos Th17 son un subtipo de linfocito T CD4* que se caracteriza
distintivamente por la expresion del factor de transcripcion RORC2 (RORyt en
ratones) y la produccion de IL-17A (lvanov, McKenzie y cols., 2006). Los linfocitos
Th17 cumplen un rol clave en la respuesta inmuno-inflamatoria del hospedero al
inducir la generacion de péptidos antibacterianos, reclutar neutréfilos y promover la
inflamacion local mediante la produccion de citoquinas y quimioquinas, que

contribuyen a la patogénesis de diversas enfermedades inflamatorias (Zenobia y



Hajishengallis, 2015). Los linfocitos Th17 se diferencian a partir de los linfocitos T
CD4* naive en presencia de IL-6 y factor de crecimiento transformante (TGF)-p1
(Wang, Wang y cols., 2014). Poseen propiedades osteoclastogénicas debido a su
capacidad de inducir la expresion de RANK-L por osteoblastos y células estromales,
tal como fibroblastos del ligamento periodontal y fibroblastos gingivales (Tsukasaki
y cols., 2018) y, principalmente, por expresar constitutivamente RANK-L y, por tanto,
estimular directamente la diferenciacion y activacion de osteoclastos (Sato y cols.,
2006).

En contraposicion a las funciones de los linfocitos Th17, se describe otra
subpoblacién de linfocito T CD4* conocido como linfocito T regulador (Treg). Los
Tregs se especializan en mantener la homeostasis inmune mediante el control de
las respuestas inmuno-inflamatorias efectoras a través la regulacion y supresion de
los linfocitos T, particularmente los linfocitos Th17 (Barbi, Pardoll y cols., 2014;
Alrogi y Chatila, 2016).

1.3 Linfocitos Tregs

Los linfocitos Tregs cumplen un rol esencial en la tolerancia inmunoldgica,
mediante la regulacion de la interaccion hospedero-microorganismo y la induccion
de la reparacion de los tejidos dafiados durante las enfermedades (Barbi, Pardoll y
cols., 2014; Alrogi y Chatila, 2016). Representan entre el 5 al 10% de las células
circulantes T CD4" totales y se caracterizan por expresar constitutivamente el
receptor de IL-2, llamado CD25q, y su factor de transcripcion caracteristico Foxp3
(Alrogi y Chatila, 2016).

Foxp3 es el factor de transcripcibn maestro de los Tregs, debido a que su
activacion induce la expresion de los genes canonicos del perfil regulador, tales
como CD25aq, IL-10 y el antigeno-4 de linfocito T citotoxico (CTLA-4, del inglés
cytotoxic T-lymphocyte antigen-4); asi, Foxp3 se utiliza como marcador especifico
de la poblacion Treg (Hori y cols., 2017). Junto a Foxp3, para identificar a los Tregs
se utilizan otros marcadores, tal como CD25a, CTLA-4, CD39, CD73, CCR4, CCR9
y/o el gen relacionado a la familia TNFR inducido por glucocorticoide (GITR, del

inglés glucocorticoid-induced TNFR family related gen) (Garlet y cols, 2014; Liberal



y cols., 2015; Alroqgi y Chatila, 2016), de tal manera que la diferente combinacion de

ellos contribuye a ratificar la funciéon reguladora.

Desde un punto de vista funcional, los Tregs pueden suprimir la activacion,
proliferacion y funcion de un amplio espectro de células inmunes, incluyendo
linfocitos T CD4* y CD8", células natural killer (NK), células NK tipo T (NKT),
linfocitos B, células presentadoras de antigenos y osteoclastos, motivo por el cual
se les considera células inmunoreguladoras y osteo-protectoras (Zaiss y cols., 2007,
Alrogi y Chatila, 2016). En este sentido, los Tregs ejercen su funcién reguladora
mediante 4 mecanismos: 1) modulacion de la maduracion y funcion de células
presentadoras de antigeno, 2) apoptésis de las células blanco, 3) disrupcién
metabdlica de las células inflamatorias y 4) produccion de mediadores inmuno-

supresores (Liberal y cols., 2015).

En el contexto de los mediadores inmuno-supresores, los Tregs expresan en
su superficie CTLA-4, que interactta con los receptores CD80 y CD86 en las células
presentadoras de antigeno y el receptor CD28 en los linfocitos T, inhibiendo su
funcién (Walker y cols., 2013). CTLA-4 también induce la expresion de la enzima
idoleamina 2,3-dioxigenasa (IDO) en las células dendriticas y los precursores de
osteoclastos, la que cataliza la conversion de triptéfano a kinurenina, provocando
su apoptosis (Liberal y cols., 2015). La disrupciéon metabdlica se debe a la alta
expresion de CD25a en los Tregs, por lo que compite con otras células T por el
consumo de IL-2, provocando finalmente su apoptoésis (Liberal y cols., 2015).
Finalmente, los Tregs producen citoquinas anti-inflamatorias como TGF-31, IL-10 e
IL-35, las cuales inhiben la diferenciacion de osteoclastos y las respuestas pro-
inflamatorias en las células inmunes, en especial los linfocitos Th17 (Garlet y cols.,
2010a; Liberal y cols., 2015).



1.4 Desbalance Th17/Treg durante las periodontitis

La respuesta inmuno-inflamatoria desplegada ante la biopelicula disbi6tica
sub-gingival tiene por objetivo central proteger al hospedero de la infeccion. En este
contexto, la cronicidad de la inflamacion resulta en la destruccién de los tejidos
periodontales, en particular el hueso alveolar (Garlet, 2010b). Estudios recientes
han demostrado que los linfocitos Th17 son reclutados en los tejidos periodontales
inflamados (Tsukasaki y cols., 2018); de manera similar, diferentes estudios
evidencian el enriquecimiento de Tregs en tejidos periodontales infectados,
identificados por la expresion de sus marcadores fenotipicos Foxp3, CTLA-4, IL-10,
TGF-B1 y GITR (Dutzan y Vernal, 2009; Nakajima y cols., 2005).

En términos generales, los Tregs cumplen un rol protector durante la
periodontitis. Utilizando un modelo murino de periodontitis experimental inducida por
inoculacion oral de Aggregatibacter actinomycetemcomitans, se inhibié la funcién
de los Tregs mediante la inyeccion de anticuerpos anti-GITR (Garlet y cols., 2010a).
Como resultado, los niveles de expresion de IL-10, TGF-B1 y CTLA-4 fueron bajos,
se incremento la severidad de la periodontitis y aumentd la resorcién del hueso
alveolar (Garlet y cols., 2010a). En este contexto, el enriqguecimiento de Tregs en
los tejidos periodontales de pacientes con periodontitis se atribuyd al intento de
contener la respuesta inmuno-inflamatoria desproporcionada (Dutzan y Vernal,
2009; Garlet, 2010b). Controversialmente, en las lesiones periodontales activas se
detecta mayor expresion de mRNA de T-bet, RORC2, IL-17A, IL1B, IFN-y y RANK-
L en comparacién a lesiones inactivas, donde ademas existe un incremento en la
expresion de mRNA de Foxp3, TGF-B1 e IL-10 (Dutzan y Vernal, 2009). Por otro
lado, se ha descrito que en lesiones periodontales con resorcidén 6sea alveolar activa
hay menor infiltracion de linfocitos CD25*Foxp3* (Okui y cols., 2012). Por tanto, se
ha especulado que una fraccion de los Tregs pierden sus propiedades inmuno-
supresoras debido al contexto periodontal inflamatorio en donde predomina IL-6
(Bettelli y cols., 2007). En efecto, se ha identificado una poblacion de linfocitos
Foxp3*IL-17A* en las lesiones periodontales de pacientes con periodontitis,
indicando una posible trans-diferenciacion de Tregs hacia Th17 (Okuiy cols., 2012).

De hecho, usando un modelo de periodontitis experimental inducida por ligadura,



se demostrd la existencia de células que pierden la expresion de Foxp3 para
convertirse en células Thl7 en las lesiones periodontales y que juegan un rol clave
en la resorcién 6sea alveolar (Tsukasaki y cols., 2018).

1.5 Modelos animales de periodontitis experimental

En afos recientes, se han utilizado diferentes modelos experimentales con el
objetivo de estudiar los mecanismos involucrados en la resorcion Osea alveolar
durante las periodontitis y establecer propuestas terapéuticas innovadoras (Kantarci
y Van Dyke, 2015). Entre ellos, desde un punto de vista microbioldgico, el modelo
de la periodontitis inducida por ligadura ha sido claramente definido (Abe y
Hajishengallis, 2013). La técnica implica la colocacion de una ligadura de seda
(sutura 5.0) alrededor del segundo molar superior del animal, con el objetivo de
favorecer la acumulacion de placa bacteriana y provocar una disbiosis microbiana,
cuya consecuencia es la formacion de lesiones periodontales caracterizadas por

inflamacion y resorcion 6sea alveolar (Abe y Hajishengallis, 2013).

Una de las ventajas de esta técnica es la rapidez y predictibilidad del
resultado obtenido, ya que en pocos dias se genera la pérdida de hueso alveolar,
signo patognomonico de la periodontitis experimental en murinos (Hajishengallis,
2014; Fontanay cols., 2018; Tsukasaki y cols., 2018). Cabe destacar que la técnica
no genera trauma mecanico, por tanto, en un animal libre de microorganismos
comensales no provoca inflamacion ni osteodestruccion. Ademas, es un modelo
gue no requiere la utilizacion de microorganismos y so6lo produce una respuesta
local, a diferencia de otros modelos que inoculan oralmente bacterias periodonto-
patégenas (Abe y Hajishengallis, 2013). De esta manera, el modelo con ligadura es
el que mas se asemeja a la periodontitis en humanos y, por lo tanto, sera utilizado

en este estudio.



1.6 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La homeostasis asociada a salud periodontal requiere una respuesta
inflamatoria regulada, en donde la presencia de Tregs es esencial para minimizar
los dafios tisulares colaterales inducidos por los linfocitos Th17 (Garlet, 2010b). Sin
embargo, se ha descrito que en las lesiones periodontales con activa resorcién 6sea
alveolar hay menor infiltracion de linfocitos CD25*Foxp3* (Okui y cols., 2012), lo que
hace pensar que un porcentaje de linfocitos Tregs pierden sus propiedades
supresoras como consecuencia del contexto inflamatorio periodontal en donde
predomina IL-6. Es mas, durante la periodontitis se han identificado linfocitos
Foxp3*IL-17A* y linfocitos que pierden la expresion de Foxp3 para convertirse en
Th17 (Okuiy cols, 2012; Tsukasaki y cols., 2018), lo que indica un posible cambio
fenotipico de los Tregs, que favoreceria el desbalance Treg/Th17 y la concomitante

resorcion 0sea alveolar.

En este estudio se analizara si la progresion de la resorcion ¢sea alveolar se
relaciona con la pérdida del balance Treg/Thl7 en las lesiones periodontales

durante la periodontitis experimental.



2. HIPOTESIS
El desbalance entre la respuesta inmune de tipo Th17 y Treg en las lesiones
periodontales se asocia a la progresion de la resorcién 6sea durante la periodontitis

experimental.
3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL
Determinar la respuesta de los linfocitos Thl7 y Treg en las lesiones
periodontales y su asociacién con la progresion de la resorcion 6sea durante la

periodontitis experimental.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Cuantificar los niveles de expresion de mRNA de IL-2, IL-6, IL-10, IL-17A, IL-
17F, TNF-B, RANK-L, CD25a, CTLA-4, GITR y los factores de transcripcion Foxp3
y RORyt en las lesiones periodontales inducidas durante la periodontitis

experimental, mediante qPCR.

2. Determinar frecuencia y numero de linfocitos CD4*CD25*Foxp3* (Treg) y
CD4*CD25"-RORyt* (Th17) en los linfonodos cervicales que drenan las lesiones
periodontales inducidas durante la periodontitis experimental, mediante citometria

de flujo.

3. Determinar la progresion de resorcion Osea alveolar en las lesiones
periodontales inducidas durante periodontitis experimental, mediante micro-

tomografia computarizada y microscopia electronica de barrido.

4. Asociar los niveles de respuesta Treg y Thl7 con la progresion de la

resorcion 0sea durante la periodontitis experimental.



4. METODOLOGIA.

4.1 Induccion de la periodontitis experimental

Se utilizaron ratones cepa C57BL/6 de entre 6 a 10 semanas de edad de
una colonia establecida en la plataforma experimental de la Facultad de Odontologia
de la Universidad de Chile, utilizando el protocolo experimental previamente
aprobado por el Comité de Bioética para Investigacion en Animales de la Facultad
de Odontologia de la Universidad.

Con el objetivo de inducir la acumulacion de placa bacteriana alrededor del
margen gingival de los molares superiores y la posterior disbiosis por bacterias
comensales orales, se genero la periodontitis experimental mediante la técnica de
la ligadura (Abe y Hajishengallis, 2013). Brevemente, se ataron ligaduras de seda
5-0 alrededor los segundos molares maxilares bilaterales, utilizando una lupa
estereoscopica (Olympus, Japon) con una magnificacion 2,5x e instrumentos de
microcirugia: férceps castro-viejo de 9 mm, tijera de 5 mm y pinza larga de 14 mm
(Fine Science Tools, Canadd). Las ligaduras se mantuvieron por 5, 10, 15 o 20 dias
con el objetivo de analizar la progresion de la pérdida 6sea alveolar. Animales sin
ligadura fueron utilizados como control. Una vez finalizado el experimento, los
animales fueron eutanasiados utilizando una sobre-dosis de anestesia

intraperitoneal con ketamina y xylacina al 2%, cada una en dosis de 8 mg por kg.

4.2 Analisis de laresorcion 6sea: Micro-CT y SEM

Para el analisis de la resorcidon 0sea se obtuvieron los maxilares superiores
los cuales fueron tratados con hipoclorito de sodio 2,5% por 24 horas para eliminar
los restos de tejidos blandos. Posteriormente los maxilares fueron lavados en agua

destilada y fijados en glutaraldehido al 2%.

El andlisis de la pérdida d6sea se realizd6 mediante micro-tomografia
computarizada (LCT), utilizando un microtomégrafo Skyscan 1272 (Bruker, Kontich,
Bélgica), utilizando los siguientes parametros de analisis: 80 kV, 125 pA, 0,3° de
rotacion y 360° de rango angular. La reconstruccion tridimensional se realizd

utilizando el programa NRecon (Bruker, Kontich, Bélgica). Para la visualizacion y
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establecimiento del margen de las imagenes se utilizé el programa Data Viewer
(Extron Electronics, NY, EEUU).

La cuantificacion de la pérdida 6sea se determind mediante la comparacion
de la distancia promedio en milimetros entre la union amelo-cementaria y la cresta
Osea alveolar en 3 puntos (un punto por cada molar) en zona vestibular y palatina
utilizando los programas ImageJ (National Institutes of Heath, MD, EEUU) y
Paraview (Kitware Inc., NY, EEUU). Para la obtencién de imagenes transversales y
visualizacion 3D se utilizaron los programas CTan y CTvox (Bruker, Kontich,
Bélgica) respectivamente.

Para la obtencién de imagenes a través de microscopia electronica de barrido
(SEM) maxilares derechos de dia 10, 15 y 20 fueron fijados en glutaraldehido al
2,5% en un buffer de cacodilato de sodio al 0,1 M por 2 horas. Se lavaron las
muestras 3 veces durante 5 minutos en agua bidestilada, para luego ser lavadas
nuevamente 3 veces en un bufer de cacodilato de sodio al 0,1 M por 5 minutos. Las
muestras fueron deshidratadas en alcoholes ascendentes de 50°,70°,95°,100°l y
100° 1l por 5 minutos cada uno y posteriormente secadas en el secador de punto
critico Autosamdri®-815 Series A Overview (Tousimis®, MD, EEUU) durante
aproximadamente 30 minutos. Una vez secas, se montaron los maxilares en
portamuestras de aluminio y fueron metalizadas con oro en el metalizador Denton
Vacuum Desk V (Denton Vacuum Lda., Moorestown, NJ, EEUU). Finalmente, se
realizé la visualizacion en el microscopio electrénico de barrido JSM IT300LV (Jeol
Inc., MA, EEUU).
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4.3 Obtencidén de las muestras de mucosa palatina y purificacion de
RNA citoplasmatico

Se extrajo el RNA total de las mucosas palatinas utilizando el reactivo Trizol
(TRIzol® Plus, Invitrogen Corp., Barcelona, Espafa). Brevemente, se
homogeneizaron las muestras con un homogeinizador de vidrio y 1 mL de Trizol, se
agregaron 200 pL de cloroformo y se agitaron vigorosamente durante 15 segundos
a 4°C para luego incubar las muestras durante 3 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, se separaron las fases centrifugando a 12.000 xg por 15 minutos a
4°C y se transfirio la fase acuosa a un nuevo tubo, para precipitar el RNA total con
1 pL de glicogeno y 500 uL de isopropanol. Luego de una nueva centrifugacion a
12.000 xg por 10 minutos a 4°C, se elimino el sobrenadante y re-suspendio el pellet
en 1 mL de etanol al 75%. Finalmente, el RNA total obtenido se suspendié en 10 uL
de agua milli-Q y cuantificoé utilizando un espectrofotdmetro (Synergy HT; Bio-Tek
Instrument Inc., VT, EEUU).

4.4 Sintesis de la primera cadena de cDNA y Qpcr

A partir de 1 pg de RNA, se sintetizé la primera cadena de cDNA utilizando
un kit de transcripcidén reversa (SuperScrip™ lll; Invitrogen, Grand Island, NY,
EEUU) segun las instrucciones del fabricante. Los niveles de expresion de mRNA
para las citoquinas IL-10, IL-2, IL-6, IL-17A, IL-17F y TGF-p3, los receptores CD25q,
CTLA-4, GITR, los factores de transcripcion Foxp3 y RORyt y el factor RANK-L se
cuantificaron mediante qPCR utilizando partidores especificos (Tabla 1).

Se utilizaron 5 ng de cDNA para cada reaccion usando el kit KAPA™ SYBR®
Fast gPCR (KAPA Biosystems, Woburn, MA, EEUU) y el equipo StepOnePlus®
(Applied Biosystems, Singapur), siguiendo el siguiente protocolo: 95°C por 3
minutos, 40 ciclos de 95°C por 3 segundos y 60°C por 30 segundos. Finalmente se
realiz6 una curva de degradacion del producto amplificado de 95°C por 15
segundos, 60°C por 1 minuto y 95°C por 15 segundos, para la deteccion de
amplificacion inespecifica. Se cuantifico la expresion de la subunidad 18S de rRNA

como control endégeno para realizar la cuantificacion relativa.
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Tabla 1. Partidores utilizados para la amplificaciéon del mRNA de distintas citoquinas
IL-2, IL-6, IL-10, IL-17A, IL-17F, TGF-B1, los receptores CD25a, CTLA-4, GITR, los

factores de transcripcién Foxp3 y RORyt y el factor RANK-L.

Partidor 5’-3’ Partidor 3’-5’
IL-2 GCTGTTGATGGACCTACAGGA TTCAATTCTGTGGCCTGCTT
IL-6 GCTACCAAACTGGATATAATCAGGA CCAGGTAGCTATGGTACTCCAGAA
IL-10 CAGAGCCACATGCTCCTAGA TGTCCAGCTGGTCCTTTGTT
IL-17A CATGAGTCCAGGGAGAGCTT GCTGAGCTTTGAGGGATGAT
IL-17F CCCAGGAAGACATACTTAGAAGAAA CAACAGTAGCAAAGACTTGACCA
TGF-p1 TGGAGCAACATGTGGAACTC GTCAGCAGCCGGTTACCA
CD25a TGTGCTCACAATGGAGTATAAGG CTCAGGAGGAGGATGCTGAT
CTLA-4 GACGCAGATTTATGTCATTGCTA GGCTGAAATTGCTTTTCACAT
GITR GAAGTCATGGCTCTTGTGCAT CAGGACTCGATGGCAGTTG
FOXP3 GCACTGTGCCTGGTATATGCT CTTCCAAGTCTCGTCTGAAGG
RORyt ACTGCCAGCTGTGTGCTGT CATTGCCAATCCAAAGCAG
RANK-L AGCCATTTGCACACCTCAC CGTGGTACCAAGAGGACAGAGT
18s rRNA GCAATTATTCCCATGAACG GGGACTTAATCAACGCAAGC

4.5 Obtencion de una suspension celular a partir de linfonodos

cervicales y bazo
Inmediatamente a su obtencién los linfonodos cervicales y los bazos se
transportaron en PBS + SBF 5% en hielo, para luego ser disgregados
mecanicamente usando el émbolo de jeringa desechable de 10 mL, sobre un filtro
de tamafio de poro 70 um (Corning® cell strainer, Sigma-Aldrich, Alemania). Las

células filtradas se lavaron 2 veces en PBS + SBF 5%.

Luego se realizo la lisis de eritrocitos utilizando 2 mL de buffer de lisis por 3
minutos. Luego, se lavaron las células nuevamente con PBS + SBF 5% vy
centrifugando a 300 xg a 4°C por 5 minutos. Finalmente, las células fueron contadas
en un contador de células automatizado (LUNA-II™, Logos Biosystem, Corea del
Sur) y se determind viabilidad celular mediante el método de exclusion con azul de

Tripan.
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4.6 Analisis mediante citometria de flujo

Las células totales obtenidas se analizaron mediante citometria de flujo
utilizando anticuerpos especificos (Tabla 2). Primero, se realizo la activacion de las
células utilizando PMA (50 ng/mL), lonomicina (1 pn/mL) a 37°C por 5 horas en
medio de RPMI 1640 + SBF 10% + penicilina y estreptomicina 1%. Luego, se realizo
el marcaje de viabilidad lavando las células en PBS sin suero y utilizando el kit
LIVE/DEAD™ Fixable Yellow (TermoFisher Scientific, USA), de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. En seguida se realizé el marcaje extracelular incubando
las células en PBS + SFB 5% con las siguientes concentraciones de anticuerpos
conjugados con distintos fluorocromos: 1/200 anti-CD4, anti-CD25, por 30 min a 4°C
en oscuridad. Posteriormente, las células se lavaron con 200 pL de PBS+SBF 5%
y se fijaron y permeabilizaron para el marcaje intracelular utilizando el kit Flow
Cytometry Permeabilization/Wash Buffer (R&D Systems, MI, EEUU), segun las
instrucciones del fabricante. Se realiz6 el marcaje con los anticuerpos intracelulares
en las siguientes concentraciones: 1/200 anti-RORyt, anti-Foxp3, anti-IL-10 y anti-
IL-17A, por 12 horas a 4°C en oscuridad. Finalmente, las células fueron lavadas en
PBS y re-suspendidas en 100 pL de paraformaldehido al 1% para ser
posteriormente analizadas en el citdmetro de flujo (BD LSR Fortessa X-20; Becton,
Dickinson and Company, CA, EEUU) de la Facultad de Medicina de la Universidad
de Chile.

Tabla 2. Anticuerpos especificos para identificacion celular mediante citometria de

flujo.

ANTICUERPO IDENTIFICACION
CDh4* Linfocitos T-helper
CD25a* Activacion/T reguladores
Foxp3 T reguladores
RORyt Linfocitos Th17
IL-10 T reguladores
IL-17A Linfocitos Th17
Live/Dead Viabilidad celular
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Se evaluo la frecuencia de linfocitos T CD4*CD25a" activos a los 5, 10 y 15
dias y a partir de ellos se analiz6 la frecuencia de expresion de los marcadores de
caracterizacion fenotipica RORyt (Th17), Foxp3 (Treg), IL-10 (Treg) e IL-17A
(Th17).

4.7 Anédlisis de datos

El andlisis de los datos obtenidos de la citometria de flujo se realiz6 usando
el software FlowJo® v.7.0 (Becton, Dickinson and Company, CA, EEUU). Las
frecuencias de las diferentes poblaciones celulares fueron expresadas como
porcentaje promedio + desviacion estandar de células positivas sobre el total. Los
datos fueron analizados estadisticamente usando el software SPSS v.22 (IBM
Corp., Armonk, NY, EEUU). La normalidad de la distribucién de los datos fue
determinada usando la prueba de Kolgomorov-Smirnov y dependiendo de la
distribucion de los datos se utilizaron pruebas paramétricas o no paramétricas
comparando las diferencias entre las muestras de animales control versus grupos

experimentales, considerando como estadisticamente significativo P<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Estandarizacion del modelo murino de periodontitis inducida por
ligadura.

Estandarizamos el método de induccion de periodontitis experimental en
modelo murino utilizando la técnica de la ligadura de acuerdo al protocolo
estandarizado en el laboratorio Applied Oral Sciences (The Forsyth Institute,
Boston, EEUU). Para ello se construy6 un soporte que permite angular la cabeza
del animal y mantener la apertura bucal méxima, con el objetivo de visualizar el

maxilar superior (Fig. 1Ay B).

Se posicionaron las ligaduras de seda 5-0 en los segundos molares
bilaterales utilizando instrumentos de microcirugia (Fig. 1C y E). Confirmamos que
es posible realizar la técnica de forma minimamente traumatica, sin causar dafio a
los tejidos duros o blandos. Ademés, observamos que los animales se alimentan

normalmente luego de posicionar las ligaduras.

Al realizar la obtencién de los linfonodos cervicales observamos que estos
aumentan de 2 a 3 veces su tamafio en los animales con periodontitis,
independiente del numero de dias con ligadura en comparacién con los animales
control. No obstante, no observamos cambios evidentes de tamafio de otros
linfonodos regionales ni de los bazos de animales con periodontitis en comparacion

con los controles (Fig. 1D).
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Fig.1 Estandarizacién del modelo de periodontitis experimental inducida con ligadura.
A) Lupa con sistema de iluminacién en frio acoplado. B) Soporte para sujecion y apertura bucal del
animal anestesiado. C) Imagen in vivo de la ligadura utilizando magnificacién y con micro
instrumentos. D) Comparacion del linfonodos cervicales de un animal sano y uno al dia 10 post

colocacion de la ligadura. E) Imagen ex vivo de las ligaduras colocadas en los segundos molares
superiores bilaterales.
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5.2 Progresién de laresorcion 6sea alveolar en periodontitis
experimental

La progresion de la resorcion Osea fue analizada tanto mediante micro-
tomografia computarizada (UCT) como con microscopia electronica de barrido
(SEM) (Fig. 2A 'y B).

Se cuantificé la distancia lineal entre la uniébn amelo-cementaria y cresta
alveolar 6sea en 3 puntos (un punto por cada molar), por vestibular y palatino. (Fig.
2B).

Se detecto el incremento de la distancia a dia 10, 15 y 20 post-infeccion en
comparacion a muestras sanas de manera significativa (P < 0,001). La diferencia
entre las distancias medidas en maxilares con ligadura no arroja diferencias
significativas (Fig. 2C y 3B). Ademas, a partir de las reconstrucciones 3D de
maxilares sanos y con periodontitis inducida por ligadura, se observaron diferencias
en el trabeculado 6seo de los maxilares a medida que la enfermedad progresa,
siendo los maxilares de dia 10 y 15 post-ligadura los que presentan mayor pérdida
del trabeculado 6seo, asi como también mayor pérdida de altura ésea observable
en las imagenes transversales. Al dia 20 las imagenes 3D y transversales se
observan similares a dia 10 (Fig. 3B y C).

Segun lo observado, al obtener los ejemplares 6seos, la ligadura se debilita
posterior a dia 10. Es mas, a partir de dicho dia post-ligadura se observa movilidad
tanto del segundo molar como de molares adyacentes a la ligadura. A dia 15y 20
la movilidad de los molares es excesiva, lo que dificultd el procesamiento de dichas
muestras ya que, en varias de ellas, al obtenerlas, se perdia el tercer molar maxilar
por esta razén. Es mas, es posible que algunos ratones hayan perdido la ligadura
producto de este motivo. Es asi que para las mediciones solo se utilizaron animales
gue al momento de la eutanasia conservaran la ligadura alrededor del segundo

molar maxilar de manera bilateral.
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Fig.2 Andlisis de la destrucciéon ésea alveolar mediante microscopia electrénica de barrido
(SEM) y uCT. A) Imégenes correspondientes a la vision palatina de maxilares superiores derechos
por SEM. n=2. B) Imagenes correspondientes a la visién bucal y palatina de maxilares superiores
derechos con mediciones lineales entre la unién amelo-cementaria (JEC) y cresta 6sea alveolar
(ABC) por uCT. C) Distancia linear entre CEJ y la cresta alveolar AC medida a los dias 10, 15y 20
post colocacion de la ligadura, controles animales sin ligadura (healthy) (n=4) por pCT. Analisis
estadistico paramétrico (prueba de normalidad Shapiro-Wilk), ANOVA, Post Hoc Tukey. *** P <
0.001.
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Fig.3 Reconstruccién 3D e imagenes transversales de maxilares derechos de ratones a partir
de imagenes de UCT. A) Imagenes correspondientes a la visidn bucal y palatina de maxilares
superiores derechos de ratones a los dias 10, 15 y 20 post colocacién de la ligadura y control de animal
sin ligadura. B) Imagenes correspondientes a cortes transversales de maxilares derechos de ratones
a dia 10, 15 y 20 post colocacién de ligadura y control de animal sin ligadura. C) Imagenes
correspondientes a hueso alveolar de maxilares superiores derechos de ratones a los dias 10, 15y 20

post colocacién de la ligadura y control de animal sin ligadura.
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5.3 Expresién de mRNA de IL-2, IL-6, IL-10, IL-17A, IL-17F, TGF-B1,
RANK-L, CD25a, CTLA-4, GITR y los factores de transcripcién Foxp3y
RORVyt.

A partir de las lesiones periodontales, se cuantificaron los niveles de
expresion de mRNA de las citoquinas, receptores y factores de transcripcion

asociados a los perfiles linfocitarios de Treg y Th17 mediante RT-gPCR. (Fig. 4).

Para las citoquinas, receptores y factor de transcripcion asociados al perfil
inmuno-regulador de Treg, IL-10, TGF-B, GITR, CTLA-4, CD25, IL-2 y Foxp3
observamos un incremento de su expresion en mucosa luego de la induccion de
periodontitis. Es asi como se detectdé un aumento significativo de IL-10 al dia 10 (P
=0,038) yadia 15 (P <0,001) en comparacion con animales sanos; ademas, al dia
15 es posible distinguir un aumento en relacién a dias 5 (P = 0,025)y 10 (P = 0,007)
post-infeccion. Para TGF-f3, se detectdé un incremento al dia 15 en comparacion con
muestras de animales sanos (P < 0,001), asi como también en comparacién con
muestras de dia 5y 10 post-infeccion (P < 0,001). (Fig. 4A)

En cuanto a los receptores caracteristicos de Treg, para GITR se detectaron
diferencias significativas al dia 15 (P < 0,001) en comparacién con animales no
infectados, asi como también comparandolo con dia 5 (P = 0,02) y dia 10 (P =
0,007). Situacion similar se detectd para CTLA-4, donde se observaron diferencias
significativas al dia 15 (P < 0,001) y de igual manera comparandolo con los dias 5
(P =0,002)y 10 (P = 0,006). (Fig. 4A)

Para el factor de transcripcibn Foxp3 solo se detectaron diferencias
significativas a dia 15 post-ligadura (P = 0,037) comparado con muestras de
animales sanos. (Fig. 4A)

En relacibn a CD25 como mecanismo regulador de Treg, denominada
también IL-2a (o subunidad a del receptor de IL-2), se detectd un aumento
significativo a dia 5 (P = 0,005), 10 (P = 0,002) y 15 (P < 0,001) post-infeccién en
comparacion con muestras de animales no inducidos; a su vez, se pueden distinguir
diferencias significativas al comparar dia 15 con dias 5 (P =0,011) y 10 (P = 0,003).

Fenomeno similar es posible observar para la citoquina IL-2 (que estimula el



21

crecimiento y proliferacién de linfocitos) ya que aumenta su expresion al dia 5, 10
(P =0,005)y 15 (P < 0,001), mostrando sus niveles maximos a dia 15. Es factible
ademas distinguir un aumento significativo a dia 15 en comparacion con dia 5 (P <
0,001) y dia 10 (P < 0,001) post-infeccion. (Fig. 4A)

Los niveles de expresion de las citoquinas pro-inflamatorias asociadas a
Th17y su correspondiente factor de transcripcion se ven incrementados en mucosa;
es asi, como en lesiones periodontales se detectaron mayores niveles de expresion
de IL-6, IL-17A, IL-17F, RANK-L y RORVyt (Fig. 4B). De este modo, pudimos detectar
un aumento significativo IL-6 a dia 5 (P = 0,004), 10y 15 (P < 0,001) post-infeccion
en comparacion con animales no infectados; sus niveles en mucosa se
incrementaron aproximadamente 19 veces. A su vez, se detectd un aumento
progresivo en los niveles de expresion de IL-17A, observando diferencias
significativas al dia 5 (P = 0,004), 10 y 15 (P< 0,001) post-infeccion; su expresion
aumenté aproximadamente 16 veces. Para IL-17F se detectdé un aumento similar,
no solo obteniendo diferencias significativas a dia 5 (P = 0,003), 10y 15 (P < 0,001)
post-infeccion comparados con animales no infectados (donde se observé un
incremento de expresion de aproximadamente 10 veces), sino que también a dia 15

(P =0,011) en comparacién a dia 5 (Fig. 4B).

Para el factor de transcripcion de Th1l7, RORyt, se detectaron mayores
niveles de expresion a dia 5 (P = 0,015), 10 y 15 (P < 0,001) en comparacién con

controles (Fig. 4B).

Finalmente, para RANK-L se detectaron mayores niveles de expresion en el
grupo infectado en relacién al no infectado, pero, a diferencia de las citoquinas
mencionadas anteriormente, es posible observar diferencias significativas solo a dia
10y 15 (P < 0,001), expresandose aproximadamente 8 veces mas que en controles;
ademas, se observaron diferencias significativas a dia 10 y 15 (P = 0,003) post-
infeccidon en comparacién con los niveles de expresion de RANK-L a dia 5 (Fig. 4B).
El aumento de esta citoquina ratifica su importante rol en la destruccién ésea

alveolar, al ser un factor fundamental en la diferenciacion de osteoclastos.
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Fig.4A. Expresion de mRNA de citoquinas, factores de transcripcién y receptores
asociados alos perfiles Tregy Th17 en mucosagingival de animales con periodontitis
experimental inducida con ligadura por 5, 10 o 15 dias y controles. (Control n=6; Dia 5
n=4; Dia 10 n=6; Dia 15 n=3). Analisis estadistico paramétrico (prueba de normalidad
Shapiro-Wilk), ANOVA, Post Hoc Tukey o Games-Howell (en caso de varianzas no
homogéneas). * p< 0.05. A) Expresion de mRNA de citoquinas y factores asociados a
Treg: Expresion de mRNA de IL-10, TGF-B, GITR, CTLA-4, CD25, IL-2 y Foxp3 en mucosa
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Fig.4B. Expresion de mRNA de citoquinas, factores de transcripcidon y receptores
asociados a los perfiles Treg y Th17 en mucosa gingival de animales con periodontitis
experimental inducida con ligadura por 5, 10 o 15 dias y controles. (Control n=6; Dia 5 n=4;
Dia 10 n=6; Dia 15 n=3). Analisis estadistico paramétrico (prueba de normalidad Shapiro-Wilk),
ANOVA, Post Hoc Tukey o Games-Howell (en caso de varianzas no homogéneas). * p< 0.05.
B) Expresion de mRNA de citoquinas y factores asociados a Th17: Expresion de mRNA de
IL-6, IL-17A, IL-17F, RANK-L y RORyt en mucosa gingival de animales con periodontitis

experimental inducida con ligadura por 5, 10 o 15 dias y controles
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5.4 Deteccion de linfocitos Th17IL-17*en linfonodos cervicales (CLn)
mediante citometria de flujo.

Los linfonodos cervicales que drenan lesiones periodontales se utilizaron
para analizar la respuesta inmune inducida durante la periodontitis con la intencion

de ratificar el fenotipo linfocitario osteo-destructivo.

A partir de linfocitos T CD4* se determind la frecuencia y numero de linfocitos
Th17 totales segun la expresion del factor de transcripcion RORyt y produccion de
IL-17 (Fig. 5). Es asi como se detectd un incremento de la frecuencia y nimero de
los linfocitos CD4*RORyt* totales post-infeccion. En cuanto a frecuencia, se detect6
aumento significativo a dia 10 (P < 0,001) y 15 (P < 0,01) en comparacion a muestras
de animales sanos, asi como también comparando dia 15 con dia 5 post-ligadura
(P < 0,01). Del mismo modo, en relacion al numero de linfocitos CD4*RORyt* se
detect6 aumento significativo a dia 10 (P < 0,05) y 15 (P < 0,05) en comparacién a
muestras de animales sanos (Fig. 5C). No obstante, en relacion a la produccion de
IL-17A a partir de células CD4*RORYyt*, no se observa un aumento estadisticamente
significativo de la frecuencia, mas si del numero total de células CD4*RORyt*IL-17*
tanto a dia 10 (P < 0,05) como a dia 15 (P < 0,05) post infeccion (Fig. 5D).
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Fig.5 Deteccion de células Th17 en linfonodos cervicales de animales con periodontitis
inducida con ligadura a los dias 5, 10, 15y control (sin ligadura). A,B) Datos representativos con
promedio = DS (Dia 0 n=4; Dia 5 n=5; Dia 10 n=4; experimentos independientes). C) Andlisis de la
frecuencia de células CD4+Roryt+ y numero de células CD4+Roryt+IL-17+. D) Andlisis del nimero de
células CD4+R0ryt+ de y namero células CD4+Roryt+IL-17+. Analisis estadistico paramétrico, ANOVA,

Post Hoc Tukey. *P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001.
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5.5 Deteccion de linfocitos Treg en linfonodos cervicales (CLn) y bazo
mediante citometria de flujo.

Los linfonodos cervicales y bazos de animales sanos y ratones con ligadura
a dia 5 y dia 10 se utilizaron para analizar la respuesta inmune inducida durante la

periodontitis con la intencion de ratificar el fenotipo linfocitario inmunoregulador.

A partir de linfocitos T CD4* se determind la frecuencia y numero de linfocitos
Treg totales segun la expresion del factor de transcripcion Foxp3 y de CD25a (high),
determinando asi la activacion de los linfocitos. Asimismo, se analizo la intensidad
de fluorescencia media (MFI) del factor de transcripcion Foxp3 en los Treg totales
detectados (Fig. 6). Es asi como se detectd un aumento en la frecuencia de
linfocitos CD4*Foxp3* post-infeccion, observando diferencias significativas a dia 10
en linfonodos (P < 0,05) y adia 5 (P <0,05)y 10 (P < 0,05) en bazo comparados
con muestras de animales sanos. Por otro lado, se detecté una disminucion en la
frecuencia de linfocitos CD4*CD25M9"Foxp3* (Treg) en linfonodos cervicales,
pudiendo distinguir diferencias significativas a dia 10 post-infecciébn en comparacion
tanto con controles como con muestras de animales a dia 5 post infeccion (P <
0,001). A pesar de que se observa un fenébmeno similar en bazo en relacion a la
frecuencia de células CD4*CD25"9"Foxp3*, no se apreciaron diferencias

significativas (Fig. 6B y C).

Para el numero de linfocitos Treg se detectdé un aumento tanto a nivel de
linfonodos cervicales como de bazo, sin embargo, este aumento no fue

estadisticamente significativo. (Fig. 6B y C).

Ademas, se detect6 una disminucion de la intensidad de fluorescencia media
de Foxp3 conforme la enfermedad periodontal progresa en muestras de linfonodos
cervicales, mostrando diferencias estadisticamente significativas a dia 5y 10 (P <
0,001) post-infeccion en comparacion a controles. Dicho efecto también se observo

en el bazo, pero en menor medida (dia5y 10 (P < 0,05)). (Fig. 6B y C).
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Fig.6 Deteccion de Tregs en linfonodos cervicales (CLn) y Bazo (Spleen) de animales con
periodontitis inducida con ligadura a los dias 5, 10 y control (sin ligadura). A) Células CD4+Foxp3+ en
gate células vivas/CD4+/CD25high, datos representativos con el promedio = DS (Dia 0 n=4; Dia 5 n=5;
Dia 10 n=4; experimentos independientes). Analisis de la intensidad de fluorescencia promedio

(MFI), la frecuencia de células Foxp3+ en gate células vivas/CD4", el ntmero de células

CD4+CD25highFoxp3+, la frecuencia de Foxp3+ en el gate células vivas/CD4 /CD25" y su ndmero en
B) linfonodos cervicales y C) Bazo . Andlisis estadistico paramétrico, (prueba de normalidad Shapiro-

Wilk), ANOVA, Post Hoc Tukey. *P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001.
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5.6 Deteccion de linfocitos Treg productores de IL-17 en linfonodos
cervicales (CLn).

Se utilizaron linfonodos cervicales de ratones sanos y ratones con ligadura a
dia 5,10 y 15 post-infeccion para detectar la presencia de linfocitos T
CD4*CD250*FOXP3* a partir de los cuales se cuantificé la expresion de la citoquina
IL-17A (Fig. 7A y B).

Se detecto un aumento significativo de linfocitos Treg productores de IL-17A
en ratones con periodontitis en comparacion con muestras de ratones sanos tanto
en frecuencia como en numero de células. En cuanto a frecuencia, se observaron
diferencias adia 5 (P <0,05),10y 15 (P < 0,001) post-infeccién. En cuanto a nUmero
de células, se observaron diferencias significativas a dia5y 10 (P < 0,05). (Fig. 7C),
lo que da cuenta de la plasticidad de linfocitos Treg y sugiere una posible

transdiferenciacion de este perfil inmunoregulador hacia un perfil osteodestructor.
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Fig.7 Deteccién de células Treg IL-17" en linfonodos cervicales de animales con periodontitis
inducida con ligadura a los dias 5, 10, 15 y control (sin ligadura). A) Estrategia de gating. B) Datos
representativos de la expresion de IL-17 en Tregs con promedio £ DS (control n=4; Dia 5 n=5; Dia

10 n=4; Dia 15 n=3 experimentos independientes). C) Analisis de la frecuencia de células Treg IL-

17" y numero de células Treg IL-17". Andlisis estadistico paramétrico ANOVA, Post Hoc Tukey o

Games-Howell (en caso de varianzas no homogéneas). *P < 0.05, ** P < 0.01.
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6. DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio han demostrado un aumento tanto
en la frecuencia como el numero de linfocitos Th17 CD4*RORyt*IL-17* en lesiones
periodontales (Tsukasaki y cols., 2018). En contraparte, la frecuencia y nimero de
Tregs CD4*CD25*Foxp3* disminuye, dando cuenta del desbalance entre linfocitos
Th17y Tregs en los linfonodos cervicales que drenan las lesiones periodontales. Es
importante destacar que la disminucion en la frecuencia y numero de linfocitos T
CD4"CD25"Foxp3* detectada a nivel de linfonodos y no en bazo se asocia a un
efecto inmunitario local en respuesta a la infeccién periodontal, sin compromiso
sistémico. Ademas, se detectd que, conforme la expresion de Foxp3 disminuye en
los Tregs en términos de MFI, incrementa la expresion de IL-17A, hecho que se ha
asociado a una inestabilidad fenotipica y funcional de los Tregs. Este fendmeno
recientemente ha sido descrito en periodontitis, donde se evidencia que la presencia
linfocitos Treg Foxp3*IL-17A* en lesiones periodontales aumentan mas aun el dafio
tisular (Okui y cols., 2012).

El aumento de linfocitos Th17 en periodontitis podria estar dando cuenta, al
menos en parte, del fendmeno osteo-destructivo detectado. Estas células constituyen
una fuente significativa de IL-17A en los tejidos periodontales, la que posee potentes
propiedades osteoclastogénicas por su capacidad para estimular la expresion de
RANK-L en osteoblastos y células estromales. Sumado a lo anterior, los linfocitos Th17
son capaces de secretar constitutivamente RANK-L (Hahishengallis y Korostoff, 2017).
Por ello, el mayor numero de los linfocitos Th17 CD4*RORyt*IL17* en las lesiones
periodontales contribuye no sélo a una mayor produccion de IL-17A, sino que también
a un incremento en la produccion de otros mediadores, como RANK-L (Tsukasaki y
cols., 2018). De esta manera, los linfocitos Thl7 inducen directamente la
diferenciacion de los precursores de osteoclastos y la activacion de los osteoclastos
maduros y, ademas, contribuyen a un loop positivo, que favorece la
transdiferenciacion de linfocitos Treg hacia Thl7 debido a que perpetia el
microambiente inflamatorio que se desarrolla en periodontitis, siendo IL-6 uno de los
determinantes de este proceso (Tsukasaki y cols. 2018). Esta citoquina se

sobreexpresa en lesiones periodontales y, en nuestros resultados, se observo que sus
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niveles incrementaron en mucosa aproximadamente 19 veces, lo que concuerda con

reportes previos (Okui y cols., 2012; Komatsu y cols., 2014, Tsukasaki y cols. 2018).

De acuerdo con nuestros hallazgos, al establecerse la respuesta inmuno-
inflamatoria en periodontitis, tanto factores pro-inflamatorios cémo asociados al perfil
de Treg aumentaron en mucosa. Aquellos factores asociados a los linfocitos Th17,
como lo son IL-6, IL-17A, IL-17F y RANK-L, aumentaron sus niveles 10 veces en
comparacion con animales libres de infeccion. Sin embargo, luego del dia 10 post-
infeccion mantienen sus niveles estables (Molon y cols., 2018). Por otro lado, las
citoquinas y marcadores asociados a Tregs, CTLA-4, GITR, IL-10 y TGF-B1, al dia
15 post-infeccion aumentan de manera significativa en comparaciéon con dia5y 10
(Garlet y cols., 2010a). Estos resultados nos sugieren una probable estabilizacion
de la respuesta inmune pro-inflamatoria en las lesiones periodontales

experimentales.

Cabe destacar que, a diferencia de lo anteriormente mencionado Foxp3, a
pesar de haber aumentado sus niveles en animales infectados versus no infectados,
no presentd diferencias significativas en sus niveles entre dias 5, 10 y 15 post-
infeccion, manteniéndose niveles estables de este marcador segun progresa la
periodontitis. Creemos que esto daria indicios del mantenimiento de una respuesta
inmuno-inflamatoria exacerbada y del desbalance entre el perfil Treg y Thl7,
considerando ademas el aumento observado de RORyt, en las lesiones

periodontales.

En cuanto a la resorcion 6sea alveolar, se observaron diferencias significativas
a los dias 10,15 y 20 post-infeccién periodontal en comparacion con animales libres
de infeccion, con una estabilizacion de la pérdida 6sea a partir del dia 10, tal como ha
sido previamente reportado (Marchesan y cols., 2018). Considerando esto, sugerimos
gue durante la periodontitis experimental inducida mediante ligadura es posible
distinguir 2 fases patologicas: (1) una fase aguda, que se caracteriza por niveles altos
de expresion de factores pro-inflamatorios en las lesiones periodontales y resorcion
Osea acelerada y (2) una fase crénica, que se caracteriza por una estabilizacion de la

resorcién Osea alveolar, ademas de la estabilizaciébn de la respuesta inmune que
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involucra niveles génicos similares de citoquinas pro-inflamatorias entre dias 10 y 15
post-infeccion (Molon y cols., 2018). Sumado a lo anterior, recientemente se han
descrito células exFoxp3 Th17 en lesiones periodontales, lo que daria cuenta de una
inestabilidad fenotipica efectora linfocitaria, provocando un posible desbalance entre
los perfiles Treg/Th17 que se asocia a la progresion de la resorcion 0sea durante la

periodontitis (Tsukasaki y cols., 2018).
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7. CONCLUSIONES

En términos generales, en este estudio se puede concluir que existe un
desbalance en la diferenciaciéon y actividad de los linfocitos Th1l7 y Treg que se
asocia a la progresion de la resorcion 6sea durante la periodontitis experimental, el
cual puede estar asociado, al menos en parte, a la inestabilidad fenotipica de los
linfocitos Treg, que pierden la expresion de Foxp3 y producen IL-17A. De esta
manera, la recuperacion del balance entre ambos tipos celulares podria restablecer
la homeostasis 6sea y prevenir la progresion de la periodontitis experimental. En
base a ello se podrian considerar posibles terapias complementarias al tratamiento
periodontal convencional, teniendo como blanco inmuno-terapéutico el balance
Th1l7/Treg.
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