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1. RESUMEN

Las enfermedades periodontales son un conjunto de patologias de
naturaleza inflamatoria y etiologia infecciosa que afecta al periodonto, de las cuales
la periodontitis es la condicion mas comun en la cavidad oral. El biofilm bacteriano
es el factor etiolégico responsable del inicio y progresion de la periodontitis.
Recientemente, se ha propuesto un modelo de patogenia periodontal llamado
Sinergia Polimicrobiana y Disbiosis en el que las comunidades de microorganismos
gue colonizan el crévice gingival estan en equilibrio con el huésped, pero a causa
de un desbalance ecolégico se ve afectada la respuesta inmune del hospedero, lo
gue finalmente altera la homeostasis del tejido periodontal. Las comunidades de
microorganismos que colonizan el crévice gingival estan compuestas por una amplia
variedad de bacterias, entre ellas Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Sobre
la base de la antigenicidad del O-polisacarido, componente del LPS, en A.
actinomycetemcomitans se describen distintos serotipos bacterianos. Varios
estudios han determinado que el serotipo b se asocia a la patogenia de las

periodontitis mas severas.

La respuesta inmune del hospedero es el determinante responsable final de la
destruccion de los tejidos periodontales que caracteriza a la enfermedad. Las
bacterias periodonto—patdgenas son fagocitadas por las células dendriticas las que
procesan sus antigenos para presentarlos a los linfocitos T. Durante esta
presentacion antigénica, las células dendriticas maduran y producen citoquinas, las
gue cumplen un rol fundamental en la activacion, proliferacion y diferenciacion
selectiva de los linfocitos TCD4* naive hacia los distintos fenotipos efectores,
caracterizados por la expresion y secrecion de un patron especifico de citoquinas
gue determina el tipo de respuesta inmune del hospedero y, por lo tanto, el fenotipo
clinico de las periodontitis. Recientemente, se ha descrito un nuevo fenotipo
linfocitario T efector, denominado linfocito Th22. Este se diferencia en presencia de
TNF-a e IL-6 durante la presentacion antigénica y expresa AhR como factor de
transcripcion especifico, determinante de su fenotipo y funcién. Aunque, su rol
patogénico durante las periodontitis aiun no ha sido descrito completamente,

considerando la patogenia de otras enfermedades inflamatorias croénicas, los
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linfocitos Th22 podrian jugar un rol pro-inflamatorio y pro-osteo-destructivo

mediante la produccién de IL-22.

En este trabajo de investigacidon, se evalu6 el rol de los linfocitos Th22 en la
reabsorcion ésea durante la periodontitis generada por la inoculacion de LPS
purificado de A. actinomycetemcomitans en un modelo experimental en ratones. Se
cuantificaron mediante qPCR los niveles de expresion de los mRNA de IL-22, AhR
y RANKL. Ademas, se detectd6 la presencia mediante la técnica de
inmunofluorescencia de RANKL en las lesiones periodontales. Por ultimo, se midio,
visualizo y comparo la pérdida ésea mediante microscopia SEM y uCT entre los tres

grupos de estudio.

En conjunto, los datos obtenidos permiten establecer que: (1) existen mayores
niveles de expresion de IL-22, AhR y RANKL en las lesiones periodontales
experimentales, en comparacion, animales de los grupos de ratones inoculados con
PBS libre de LPS (Sham) y no infectado (n.i.) presentaron niveles de expresion
significativamente menores. (2) Existe una mayor resorcion ésea en los animales
infectados en contraposicion con los ratones inoculados con PBS libre de LPS
(Sham) y no infectado (n.i). (3) Los linfocitos Th22 en las lesiones periodontales

podrian contribuir a la resorcion ésea alveolar.



2. INTRODUCCION

2.1 Periodontitis

La periodontitis es una patologia de naturaleza inflamatoria y etiologia
infecciosa que afecta al periodonto, es decir, a los tejidos que soportan y rodean a
los dientes (Cochran, 2008). Clinicamente, la periodontitis se caracteriza por
presentar inflamacion gingival, resorcion del hueso alveolar y pérdida de insercion
dentaria, que provocan la formacién de saco periodontal y, finalmente, la pérdida de
los dientes (Botero y Bedoya, 2010).

Epidemiologicamente, la periodontitis es la condicion mas comun en la cavidad oral
y es altamente prevalente a nivel mundial, llegando hasta un 63% de prevalencia en
paises en vias de desarrollo y un 47% en paises desarrollados (Nazir, 2017). En
Chile, el 90% de la poblacion adulta presenta signos clinicos de esta patologia en

sus distintos grados de severidad (Gamonal y cols., 2010).

El biofilm bacteriano es el factor etioldgico responsable del inicio y progresion de la
periodontitis. Este biofilm tiene como caracteristica la agregacion microbiana en un
ambiente acuoso y las bacterias que lo componen son capaces de secretar
sustancias que permiten su adhesion al diente y la coagregacion de nuevas
especies bacterianas patdégenas. Durante este proceso de maduracion, las
asociaciones bacterianas se organizan estructuralmente y funcionalmente para

compartir nutrientes y factores de coagregacion (Darveau, 2010).

Recientemente, se ha propuesto un nuevo modelo de etiopatogenia de la
periodontitis llamado Sinergia Polimicrobiana y Disbiosis (PSD, del inglés
Polymicrobial Sinergy and Disbiosis). Segun este modelo, las comunidades de
microorganismos que colonizan el crévice gingival estan en equilibrio con el
hospedero; sin embargo, un desbalance ecolégico generado por la colonizacion de
patégenos claves y un desequilibrio en la abundancia de la microbiota, o disbiosis,
afectan la respuesta inmune del hospedero, lo que finalmente altera la homeostasis

periodontal (Hajishengallis y Lamont 2012; Lamont y Hajishengallis 2016).



Segun la localizacion de las comunidades de microorganismos, se describe un
biofilm supragingival y uno subgingival. El primero estd constituido principalmente
por bacterias Gram-positivas facultativas; el biofilm subgingival, en cambio, esta
conformado por una amplia gama de bacterias principalmente anaerobias Gram-
negativas, entre ellas, Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Haffajee y cols.,
2008; Socransky y cols., 1998).

2.2 Aggregatibacter actinomycetemcomitans

A. actinomycetemcomitans es wuna bacteria orofaringea endbgena
caracteristica de los humanos. Corresponde a un cocobacilo Gram-negativo
pequefio, anaerobio facultativo y no movil, miembro del género Aggregatibacter
perteneciente a la familia de Pasteurellaceae que requiere de un ambiente
preferentemente capnofilico para su desarrollo (Norskov-Lauritsen y Kilian, 2006;
Diaz-Zuhiga y cols., 2013). A. actinomycetemcomitans esta presente en
condiciones de salud en los individuos; sin embargo, puede convertirse en uno de
los microorganismos mas abundantes en la cavidad oral de adolescentes y adultos
jovenes afectados por periodontitis. En este sentido, existe evidencia que sostiene
a este patdogeno como el factor etiolégico mas importante en el inicio y progresion
de las formas agresivas de periodontitis (Armitage, 2010; Socransky y Haffajee,
2000).

A. actinomycetemcomitans expresa diversos factores de virulencia, algunos de los
cuales interactian con las células del hospedero para iniciar la respuesta inmuno-
inflamatoria que altera la homeostasis normal celular y molecular de los tejidos
periodontales (Herbert y cols., 2016). Entre estos factores de virulencia, se destaca

el lipopolisacéarido (LPS) (Fig. 1).
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Figura 1. Esquema de la estructura de membrana externa de una
célula Gram-negativa en la que se muestra su LPS. (Benso B. 2017).

2.3 LPS y serotipos de A. actinomycetemcomitans

El LPS es uno de los determinantes centrales del potencial patogénico de A.
actinomycetemcomitans (Kayal, 2013). El LPS de A. actinomycetemcomitans es un
potente agonista de los receptores tipo Toll (TLR, del inglés Toll-like receptor) TLR2
y TLR4 (Park y Cols., 2014); asi, producto de la interaccion LPS-TLR2/TLR4, se
desencadena la respuesta inmune celular del hospedero, que involucra células
presentadoras de antigenos y linfocitos T, los que determinan el fenotipo clinico de

la periodontitis.

En términos generales, el LPS esta constituido por tres dominios moleculares: el
lipido A, una cadena central de oligosacaridos y los O-polisacéaridos (O-PS),
principales inmundgenos del LPS de A. actinomycetemcomitans. El lipido A esta
asociado con la porcién hidréfoba de la membrana celular externa bacteriana y los
oligosacaridos centrales estan unidos covalentemente al lipido A (Tang y cols.,
2012). Por otro lado, los O-PS son el componente externo del LPS y conforma la
superficie de la bacteria. Su estructura es altamente variable e inmunogénica, lo que
permite la tipificacion bacteriana al distinguir diferentes serotipos bacterianos (Jain
y Darveau, 2010). Asi, los O-PS estructuralmente distintos definen los diferentes
serotipos de A. actinomycetemcomitans y su variabilidad inmunogénica in vitro

(Diaz-Zuniga y cols., 2015).
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En A. actinomycetemcomitans, se reconocen siete serotipos bacterianos distintos
(a-g), definidos sobre la base de la antigenicidad del O-PS componente de su LPS
(Takada y Cols., 2010). Entre ellos, los serotipos a, b y ¢ son los detectados mas
frecuentemente en latino-americanos, europeos, africanos y asiaticos (Aberg y
Cols., 2012; Bandhaya P y Cols., 2012; Chen y Cols., 2010; Cortelli y Cols., 2011,
Jentsch y Cols., 2012; Roman-Torres y Cols., 2010; Sakellari y Cols., 2011), con

variaciones de prevalencia dependiendo del estado clinico periodontal del individuo.

Esta asociacion serotipo-clinica variable sugiere una virulencia diferente entre los
diferentes serotipos de A. actinomycetemcomitans. En efecto, se ha establecido que
los distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans inducen una respuesta inmune
diferente en las células del hospedero (Takahashi y cols., 1991; Yamaguchi y cols.,
1995; Shimada y cols., 2008). Ademas, su deteccion en pacientes con periodontitis
también es variable, donde el serotipo b de A. actinomycetemcomitans se asocia a
las periodontitis mas severas y los serotipos a y ¢ se asocian a las periodontitis

menos severas e incluso a salud periodontal (Diaz-Zufiga y cols., 2013).

En pacientes afectados de periodontitis, el serotipo b se aisla mas frecuentemente
desde las lesiones periodontales con activa destruccidn tisular (Paju y cols., 2000).
Ademas, el serotipo b de A. actinomycetemcomitans induce mayor produccion de
mediadores pro-inflamatorios y pro-0steo-destructivos en las células inmunes del
hospedero, tal como el factor denominado ligando del receptor activador del factor
nuclear kappa-B (RANKL) (Diaz-Zufiga y cols., 2015). En efecto, estudios clinicos
indican que niveles elevados de RANKL son detectados en el fluido gingival
crevicular en pacientes con periodontitis (Vernal y cols., 2004; Vernal y cols., 2006).
En particular, el serotipo b produce mayor cantidad de micro-vesiculas citotoxicas
de membrana, es mas resistente a la fagocitosis y muerte por leucocitos
polimorfonucleares e induce mayor expresion de interleuquina (IL)-8 en
gueratinocitos gingivales, IL-1p en macréfagos periodontales e IL-1p, IL-6, IL-12, IL-
23, interferén (IFN)-y y factor de necrosis tumoral (TNF)-a en células dendriticas y
linfocitos T, citoquinas propias de un patron de repuesta inmune tipo Thly Th17

(Diaz-Zuniga y cols., 2015; Diaz-Zufiga y cols., 2013).
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2.4 Respuesta inmune durante las periodontitis

Aunque las bacterias son el factor etiolégico de las periodontitis, la respuesta
inmune del hospedero es el determinante final responsable de la destruccion de los
tejidos periodontales que caracteriza a la enfermedad.

Las células dendriticas periodontales fagocitan a las bacterias patogenas y
procesan sus antigenos para presentarlos a los linfocitos T. Durante esta
presentacion antigénica, las células dendriticas maduran y producen citoquinas, las
que cumplen un rol fundamental en la activacion, proliferacion y diferenciacion
selectiva de los linfocitos TCD4* naive hacia los distintos fenotipos efectores. Los
fenotipos efectores linfocitarios caracteristicos de la respuesta inmune del
hospedero durante las periodontitis son los linfocitos T colaboradores tipo Thl y
Th17 (Dias-Zuiigay cols. 2017a). Cada fenotipo linfocitario efector se define por la
expresion de un factor de transcripcion particular y la secrecion de un perfil de

citoquinas especifico que determina su funcion.

Recientemente, se ha descrito un nuevo fenotipo linfocitario T efector, denominado
linfocito Th22. Este se diferencia en presencia de TNF-a e IL-6 durante la
presentacion antigénica y expresa AhR como factor de transcripcion especifico,
determinante de su fenotipo y funcion (Baba y cols., 2012; Kimy cols., 2012). El rol
patogénico de los linfocitos Th22 durante las periodontitis aun no ha sido descrito
completamente; sin embargo, considerando la patogenia de otras enfermedades
inflamatorias crénicas, los linfocitos Th22 podrian jugar un rol pro-inflamatorio y pro-
Osteo-destructivo mediante la produccién de IL-22 (Dias-Zufiga y cols., 2017b; Luo
y cols., 2013; Ramanathan y cols., 2017; Wang y cols., 2014; Zhu y cols., 2015).

Por ejemplo, durante la peri-implantitis, existe una reaccién inflamatoria de los
tejidos que rodean al implante, lo que puede ocasionar la pérdida del hueso de
soporte y el fracaso del implante (Fransson y cols., 2010). Elevados niveles de IL-
22 son detectados en los tejidos circundantes al implante afectado de periimplantitis
y estos niveles incrementados se han asociado a la resorcién del hueso alveolar
(Luo y cols., 2013).
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Durante la artritis reumatoide, 1L-22 contribuye a la respuesta mediada por TNFaq,
IL-1B e IL-6, que determinan a su vez la pérdida del hueso articular sub-condral
(Ikeuchi y cols., 2005; Xie y cols., 2014). En estos pacientes, IL-22 favorece la
expresion de RANKL por fibroblastos sinoviales y osteoblastos, que a su vez
determina la diferenciacién y activacion de osteoclastos e induce la resorcién 6sea

articular sub-condral (Kimy cols., 2012).

En términos generales, los linfocitos Th22 podrian estar asociados a la resorcion
O0sea durante las enfermedades Osteo-destructivas, entre ellas la periodontitis,
mediante la induccién de la expresion de RANKL. En este contexto, elevados
niveles de RANKL han sido detectados en sujetos con periodontitis en comparacion
a individuos sanos (Balci Yuce y cols., 2017). Asi, se puede especular que los
linfocitos Th22 podrian participar de los eventos patogénicos que definen a la
periodontitis, de tal manera que un incremento en los niveles de su factor de
transcripcion especifico AhR y su citoquina particular IL-22 se podria asociar a la

produccion de RANKL y la resorcion del hueso alveolar.

2.5 Modelos animales

Los modelos animales de enfermedades humanas son herramientas
indispensables en la investigacion biomédica. En términos generales, se utilizan
para comprender la etiologia y patogenia de las enfermedades, con el objeto de
generar herramientas preventivas, de diagnéstico, prondstico y tratamiento de ellas
(Hanging, 2012). Los animales que se usan como modelos de estudio pueden ser
conejos, ratas y, como el caso del presente estudio, ratones, que es el modelo de
experimentacion mas utilizado en las investigaciones de enfermedades orales. Esto
no resulta sorprendente, dado que el 99% de los genes del ratdbn son conservados
y similares a los del humano. En general, los ratones son el modelo de eleccién para
investigar la respuesta de un hospedero ante una infeccién experimental (Hanging,
2012).

Unos de los puntos de mayor relevancia al trabajar con animales de
experimentacion son su cuidado y manipulacion, siguiendo la normativa ética

vigente. En 1959, W. Russell y R. Burchen su libro “The principles of humane
14



experimental technique” definieron claramente las normas en las que se basan los
principios éticos en la investigacion con animales de experimentacion “las tres Rs”,
gue son: reducir al minimo necesario de animales a utilizar que permitan obtener
resultados cientificamente validos, reemplazar el uso de animales por métodos

alternativos que no usen animales, y refinar realizando todos los procedimientos

necesarios para minimizar o eliminar el dolor, asi como todos los métodos de
enriguecimiento, que permitan asegurar el bienestar animal (Hernandez, 2006;
Russell y Burch, 1959). Estos principios han sido cumplidos a cabalidad en la

presente investigacion.

En particular, en este estudio se utilizd un modelo animal de periodontitis
experimental estandarizado y previamente publicado (Liang y cols., 2018; Pan y
cols., 2018; Yang y cols., 2013), en el cual ratones BALB/c fueron inoculados
mediante  punciébn  palatina  bilateral con LPS purificado de A.
actinomycetemcomitans. El protocolo experimental completo fue aprobado y
monitoreado por el Comité de Bioética para Investigacion en Animales de la

Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile (Anexo 1).

Utilizando este modelo animal de periodontitis experimental y considerando en
conjunto la informacién presentada, en el presente estudio se analizaron los niveles
de expresion de IL-22 y AhR, citoquina y factor de transcripcion caracteristicos del
fenotipo linfocitario Th22, en lesiones periodontales experimentales inducidas por
LPS purificado de A. actinomycetemcomitans, y estos niveles se asociaron a la

produccion local de RANKL vy la resorcion del hueso alveolar.
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3. HIPOTESIS

En lesiones periodontales experimentales inducidas por LPS purificado del serotipo
b de A. actinomycetemcomitans, se produce un incremento en la expresion de IL-
22 y AhR, citoquina y factor de transcripcion caracteristicos del fenotipo linfocitario
Th22, y este incremento se asocia a una mayor expresiéon de RANKL y mayor

resorcion del hueso alveolar.

4. OBJETIVO GENERAL

Determinar los niveles de expresion de IL-22 y AhR en lesiones periodontales
experimentales inducidas por LPS purificado del serotipo b de A.
actinomycetemcomitans y asociarlos a los niveles de expresion de RANKL y de

resorcion del hueso alveolar.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Cuantificar los niveles de expresion de IL-22 y AhR en lesiones periodontales

experimentales inducidas por LPS de A. actinomycetemcomitans.

2. Cuantificar los niveles de expresion RANKL en lesiones periodontales
experimentales inducidas por LPS de A. actinomycetemcomitans y asociarlos

con los niveles de expresion de IL-22 y AhR.

3. Cuantificar la resorcion del hueso alveolar observada en lesiones periodontales
experimentales inducidas por LPS de A. actinomycetemcomitans y asociarla

con los niveles de expresion de IL-22, AhR y RANKL.
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6. METODOLOGIA

6.1 Tipo de estudio

Estudio de tipo experimental, transversal y de apreciacion cuantitativa.

6.2 Aggregatibacter actinomycetemcomitans

La cepa ATCC®43718™ perteneciente al serotipo b de A. actinomycetemcomitans
fue utilizada en este estudio dado que es la cepa mas virulenta de esta especie
microbiana. Esta cepa se cultivd en un medio agar infusion cerebro-corazén (Oxoid
Ltd., Hampshire, Inglaterra) e incub6 a 37°C en condiciones de capnofilia (02 8% y
CO2 12%) usando generadores CampyGen™ (Oxoid Ltd.). La infeccion periodontal
se indujo usando LPS purificado de la bacteria, que fue obtenido mediante una
version modificada del protocolo de TRI-reagent. Para esto, las bacterias se
cultivaron en infusion cerebro-corazon (Oxoid Ltd.) hasta alcanzar la fase de
crecimiento estacionario. Las bacterias se centrifugaron a 6.000 xg a 4°C durante 4
minutos y el pellet obtenido se lavé tres veces con amortiguador de fosfato salino
(PBS). Luego, el pellet se incub6 en 3 mL de una mezcla de TRIzol® Reagent (Gibco
Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU) y cloroformo (Fluka Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EEUU), en una proporcion de 5:1, a temperatura ambiente durante 30 minutos. La
fase acuosa se recuperd y liofilizé durante toda la noche. La purificacion del LPS se
realizé usando 0,375 M de MgCl> en etanol 95% y el producto se lavo 5 veces con
una mezcla de etanol 95% y reactivo de Folch 1% (cloroformo y MeOH en una
proporcion de 2:1). El LPS purificado se visualizd mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida 14% tris-glicina sodio dodecil-sulfato (SDS-PAGE), tefiido con acido
peryddico de plata, y se cuantific6 mediante la reaccién del acido tiobarbitarico

malondialdehido.

6.3 Infeccidon periodontal

Ratones BALB/c de 8 semanas de edad se infectaron mediante micro-

inyeccién palatina directa entre el primer y tercer molar, tanto en el lado izquierdo
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como en el derecho. Las inyecciones contenian 20 ug de LPS purificado de A.
actinomycetemcomitans en 2 yL de PBS y se realizaron dos veces cada semana
durante 30 dias. Se utilizaron 12 ratones que se dividieron en 3 grupos de 4 ratones
cada uno. Grupo 1: ratones infectados con LPS purificado de A.
actinomycetemcomitans. Grupo 2: ratones infectados con PBS libre de LPS (grupo
control sham). Grupo 3: animales no infectados (grupo n.i.). Los animales se
alojaron en las instalaciones para animales de la Plataforma Experimental de la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile. Se mantuvieron en jaulas
separadas en condiciones estandar en ciclos de luz/oscuridad de 12:12 horas, con
luces encendidas a las 07:00 am, a 24 +0,5°C y 40-70% de humedad ambiental,
con una tasa de intercambio de aire de 15 volumenes/hora. Durante el periodo de
la investigacion, los animales tuvieron acceso libre a la comida y agua estériles. El
protocolo fue aprobado por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de
Animales y los experimentos se llevaron a cabo siguiendo las pautas establecidas
por el Consejo de la Sociedad Americana de Veterinaria de 1980 para el uso de
animales de experimentacion y las recomendaciones de la American Veterinary

Medical Association.

6.4 Andlisis de la resorcion 6sea mediante uCT y microscopia SEM

Se realiz6 la eutanasia de los ratones por un profesional calificado (Dra.
Carolina Vega de la Plataforma Experimental) a los 30 dias de la primera inoculacion
bacteriana, mediante dislocacion cervical bajo anestesia con ketamina y xylacina.
El maxilar se disecé para obtener el hueso libre de tejidos blandos para cuantificar
la extension y el porcentaje de resorcion 6sea alveolar. El maxilar se dividié en dos
mitades desde la linea media entre los incisivos centrales. Una mitad se utilizé para
el analisis mediante micro-tomografia computarizada (WCT), mientras que la otra

mitad se utilizd para el analisis mediante microscopia electrénica de barrido (SEM).

Para el analisis con uCT, las muestras se escanearon en los tres planos espaciales
usando un equipo Skyscan 1278 (Bruker, Kontich, Bélgica), ajustado con los
siguientes parametros: 60 kV, 590 pA, 0,5° de rotacién y 360° de rango angular. Se
generaron imagenes 3D digitalizadas usando un algoritmo modificado de cone-
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beam (Feldkamp y cols., 1984) y un software especifico de reconstrucciéon (Nrecon
software; Bruker, Kontich, Bélgica). Los datos se cuantificaron utilizando un
protocolo descrito previamente por Chan Ho Park en 2007 (Park y cols., 2007),
usando un software de analisis (Dataviewer software; Bruker, Kontich, Bélgica).
Para el andlisis mediante SEM, las hemimaxilas se lavaron en peroxido de
hidrégeno 3% vy, previo lavado en PBS, se fijaron en glutaraldehido 2,5%.
Posteriormente, los especimenes se deshidrataron mediante inmersion usando una
gradiente ascendente de etanoles hasta el 100%, se cubrieron con una capa de oro
de 200 nm de grosor y se analizaron a un aumento de 30x en un microscopio JSM-
IT300LV (Jeol Ltd., Akishima, Tokio, Jap6n) a 20 kV. La pérdida 6sea analizada
usando PCT se expresO6 como porcentaje de resorcion 6sea, y la analizada usando
SEM se expres6 como area de resorcion 0sea entre la superficie mesial del primer
molar y la superficie distal del tercer molar, y entre la union amelo-cementaria y la
cresta 0sea alveolar. Todos los datos fueron recolectados por un solo observador,

guien estuvo ciego a las condiciones experimentales de las muestras.

6.5 Expresion de IL-22, AhR y RANKL mediante RT-gPCR

Para determinar si la resorcion 0sea alveolar se asocia a los cambios en la
expresion del factor de transcripcion especifico de linfocitos Th22 (AhR), su
citoquina especifica (IL-22) y el factor RANKL, se cuantificaron los niveles de sus
MRNA mediante RT-gPCR. Para esto, se obtuvo quirargicamente la mucosa
palatina total localizada entre la superficie distal del tercer molar y las rugas
palatinas, separandola del periostio subyacente utilizando un decolador romo con
fuerza suave. Luego, la muestra bioldgica de la lesiéon periodontal consistente de
epitelio palatino y tejido conectivo denso subepitelial se fragmentd en trozos de ~1
mm? y homogeneiz6 manualmente en un vial libore de RNasas usando 1 mL de
reactivo de purificacion de &acidos nucleicos TRIzol® Plus (Invitrogen Corp.,
Barcelona, Espafa), siguiendo las instrucciones del fabricante. Luego, al
homogeneizado se agregd 200 pL de cloroformo y las fases se separaron
centrifugando a 12.000 xg por 15 minutos a 4°C. Posteriormente, se transfirio la fase
acuosa a un nuevo tubo y el RNA total se precipité con 20 ug/mL de glicégeno y 500

uL de isopropanol. Se centrifugé a 12.000 xg por 10 minutos a 4°C, se elimind el
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sobrenadante y el pellet se re-suspendié en 1 mL de etanol 75% con el objeto de
limpiar la muestra obtenida. Enseguida, se agit6 el tubo durante 3 segundos y se
centrifugd a 7.500 xg durante 5 minutos a 4°C. Finalmente, el RNA citoplasmatico
total extraido se re-suspendié en 10 uL de agua milli-Q y se cuantificé utilizando un
espectrofotometro (Synergy™ HT; Bio-Tek Instrument Inc., Winooski, VT, EEUU).

Posteriormente, la primera cadena de cDNA se sintetiz6 usando 1 ug de RNA total
con un kit de transcripcién inversa (SuperScrip™Ill; Invitrogen, Grand Island, NY,
EEUU), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Finalmente, se amplificaron
10 ng de cDNA utilizando los partidores apropiados (Tabla 1) y un kit KAPA™
SYBR® Fast gPCR (KAPA Biosystems, Woburn, MA, EEUU) en un equipo de gPCR
(StepOnePlus®; Applied Biosystems, Singapur). La amplificacion se llevé a cabo de
la siguiente manera: un primer paso de 95°C durante 3 minutos, seguido de 40 ciclos
de 95°C durante 3 segundos y 60°C durante 30 segundos. Con el objetivo de
detectar amplificacion inespecifica y falsos positivos, se realizé una curva de
degradacion del producto de amplificacion de 95°C durante 15 segundos, 60°C
durante 1 minuto y 95°C durante 15 segundos. Como control endogeno, se
cuantificaron los niveles de expresion de la subunidad rRNA 18S. Para cada

espécimen, los experimentos se realizaron por separado y en triplicado.

Citoquina / Factor de Partidor
transcripcion )
Forward Partidor Reverse
IL-22 GTGGAGAGATCAAGGCGATT GTGGAGAGATCAAGGCGATT
AhR GCCAAGAGCTTCTTTGATGG TGCTGAAAGCCCAGGTAATC
RANKL TGAAGACACACTACCTGACTCCTG CCCACAATGTGTTGCAGTTC
18S rRNA GCAATTATTCCCCATGAACG GGGACTTAATCAACGCAAGC

Tabla 1. Partidores especificos para la cuantificacion mediante RT-qPCR.
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6.6 Expresion de RANKL mediante inmunofluorescencia

Las biopsias de las lesiones periodontales se suspendieron en formaldehido
al 10% tamponado a pH neutro, en una relacion 1:20 muestras-fijador por 24 horas
a temperatura ambiente. Posteriormente, las muestras fueron descalcificadas en
EDTA al 5% durante 45 dias a 4°C en una concentracion 1:20. La descalcificacion
se control6 mediante radiografias. Una vez decalcificadas, las muestras fueron
procesadas en histoprocesador de tejidos tipo carrusel Thermo Fisher Scientific™
STP120 (Waltham, Massachusetts, EEUU). La técnica consta de una
deshidratacion de la muestra en seis contenedores con alcoholes etilicos de
graduacioén ascendente (70°, 85°, 95°, 95°, 100° y 100°) y xilol. Luego, las muestras
fueron incluidas en parafina para obtener cortes histologicos. Los cortes histoldgicos
se realizaron en un micrétomo pedestal Leica RM2235 (Leica microsystems®,
Wetzlar, Alemania) con angulo 10°, realizando cortes de 8 um de grosor.
Posteriormente, los cortes se depositaron en bafio de flotacion a 40°C para
adherirlos en portaobjetos cargados negativamente. Luego, los cortes fueron
secados a 60°C durante 2 horas y se almacenaron a 4°C. Los cortes se
desparafinaron en xilol, seguido de alcoholes etilicos en grado descendente, hasta
hidratarlos en agua. Para el inmuno-marcaje, se realizo la recuperacion antigénica
con amortiguador citrato de sodio 2,5% pH 6,0 en vaporera a 100°C, para
desenmascarar los epitopos bloqueados por los puentes metilénicos generados
durante la fijacion tisular. Luego, se realizo el bloqueo con albumina de suero bovino
2,5% y se incubd el anticuerpo primario de cabra anti-TRANCE/TNFSF11/RANKL
(Bio-techne®, Mineapolis, Minnesota, EEUU) de ratén a una concentracién 1:100
durante toda la noche a 4°C en camara humeda. Previo lavado con PBS-Tween 20
0,05%, el marcaje primario se revelé con un anticuerpo secundario de burro anti-
cabra 1gG H&L (Abcam® Cambridge, Inglaterra) conjugado con fluoresceina-
isotiocianato (FITC) diluido 1:500 durante 1 hora a 4°C. Para identificar los nucleos
celulares, los cortes se incubaron con solucion DAPI en una dilucién 1:1000 durante

1 minuto a temperatura ambiente.

Las visualizaciones se realizaron en un microscopio confocal Leica TCS SP8 (Leica
microsystems®, Wetzlar, Alemania). Las imagenes fueron obtenidas bajo objetivo
seco y magnificacién de 10X, ajustando la intensidad de la fluorescencia de los
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laseres 405 nm (UV), 488nm (verde) y 562nm (rojo) y la ganancia de los detectores
fotomultiplicadores. La adquisicion de las imagenes se obtuvo en un formato de
1024x1024 pixeles, y se editaron con el software Imaris 7.4.2 (Leica, Wetzlar,
Alemania), con la finalidad de eliminar el marcaje inespecifico de la inmuno-tincién.
La intensidad de cada canal de fluorescencia se ajusté para cada marcador
especifico, lo que permiti6 el andlisis comparativo de los diferentes grupos en

experimentales.

6.7 Anélisis estadistico

Los resultados de resorcion Osea alveolar fueron calculados como
porcentajes (UCT) y um? (SEM) y presentados como media + desviacion estandar.
La expresion de IL-22, AhR y RANKL, determinada mediante RT-qPCR, se analizo
usando el software StepOne v.2.2.2 (Applied Biosystems, Foster City, California,
EEUU) y se present6 como la media + desviacion usando el método 2-22¢t, Los datos
se analizaron estadisticamente utilizando el software SPSS v.22.0 (IBM Corp.,
Armonk, NY, EEUU). La normalidad de la distribucién de datos se determiné
mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov y las diferencias entre los grupos se
analizaron con las pruebas ANOVA y post-hoc Tukey. Se correlaciond la expresion
de IL-22 y RANKL con la resorcion 6sea detectada usando el coeficiente de
correlacion de Pearson. Las diferencias se consideraron estadisticamente

significativas cuando el valor p fue <0,05.
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7. RESULTADOS

7.1 Expresion de IL-22 y AhR mediante gPCR

Significativamente, mayores niveles de expresion de mRNAs de IL-22 (p
<0,001) y AhR (p =0,001) fueron detectados en las lesiones periodontales de
ratones infectados mediante inoculacién oral de 20 pug de LPS purificado de A.
actinomycetemcomitans cuando se compara a los niveles detectados en los tejidos
periodontales de los animales infectados con PBS libre de LPS (grupo control sham)
y no infectados (n.i.) (Fig. 2A). Ademas, el andlisis de correlacién realizado entre la
expresion de IL-22 y AhR en los animales infectados produjo una correlacion
positiva significativa (p =0,001, r =0,922), sugiriendo que el aumento de la expresion
de IL-22 en las lesiones periodontales se asocio con la funcion de los linfocitos T
AhR* (Fig. 2B).
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Figura 2. Expresion de IL-22 y AhR cuantificada mediante qPCR. A) Expresion del mRNA de IL-
22 y AhR en lesiones periodontales de ratones infectados por via oral con 20 pg de LPS purificado
de A. actinomycetemcomitans. Para la expresion relativa, la expresiéon de mRNA de IL-22 y AhR en
ratones no infectados (n.i.) se consideré como 1, como una referencia para el cambio en la expresion.
Se usaron ratones infectados con placebo (sham) como controles. Los datos se representan como
un cambio en el nimero de mMRNA y se muestran como media + desviacién estandar de 8
experimentos independientes. Cada experimento se realizd por duplicado. B) Correlacién entre los
niveles expresados de mMRNA de IL-22 y AhR. El coeficiente de correlacion de Pearson (r) se calculd
para 8 experimentos independientes. *p <0,05. Aa, Aggregatibacter actinomycetemcomitans; AhR,

factor de transcripcion del receptor de aril hidrocarburo; IL-22, interleuquina-22.
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7.2 Expresion de RANKL mediante gPCR

Se detectd, un incremento en los niveles de expresion de mRNA de RANKL
en las lesiones periodontales de ratones inoculados con LPS purificado de A.
actinomycetemcomitans (p <0,001) en comparacién con tejidos periodontales de los
animales no infectados (n.i.) y los inoculados con PBS libre de LPS (sham) (Fig.
3A). En las lesiones periodontales de ratones infectados, el andlisis de correlacion
arrojo una correlacion positiva significativa entre la expresion de RANKL e IL-22 (p
=0,003, r =0,889), sugiriendo que los cambios en la expresion de RANKL en las

lesiones periodontales estaban asociados con la funcion de linfocitos Th22 (Fig. 3B).
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10 Figura 3. Expresion RANKL cuantificada mediante qPCR.
dé’ 8 RANKL 3 A) Expresion del mRNA de RANKL en lesiones periodontales
j de ratones infectados por via oral con 20 pg de A.
L!é 6 actinomycetemcomitans. Para la expresion relativa, la
g 41 expresion del mMRNA de RANKL en ratones no infectados
DE: 21 (n.i) se consideré6 como 1, como una referencia para el
0- cambio en la expresion. Se usaron ratones inoculados con
e sham e placebo (sham) como controles. Los datos se representan
B como un cambio en el nimero de mRNA y se muestran como
media + desviacibn estandar de 8 experimentos
8 . ™ independientes. Cada experimento se realizé por duplicado.
2| 6 Suees < B) Correlacién entre los niveles expresados de mRNA de IL-
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5 | [ | Aggregatibacter actinomycetemcomitans; RANKL, ligando

1 2 3 4 del receptor activador del factor nuclear kappa-B.
IL-22

7.3 Inmunodeteccion de RANKL mediante inmunofluorescencia

En las lesiones periodontales de ratones infectados con LPS purificado de A.
actinomycetemcomitans, se observo una inmuno-deteccién de RANKL de diversas
intensidades; por el contrario, se observé poca o nula inmuno-deteccion de RANKL
en los tejidos periodontales de los animales control inoculados con placebo (sham)

y los no infectados (n.i.) (Fig. 4).
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Figura 4. Deteccién de RANKL mediante inmunofluorescencia. Inmuno-reactividad de RANKL

analizada mediante microscopia de fluorescencia en una lesion periodontal representativa de un

raton infectado oralmente con LPS purificado de A. actinomycetemcomitans. La inmuno-reaccién en
animales inoculados con PBS sin LPS (sham) y no infecctados (non-infected) fue usada como
control. La tincion DAPI fue utilizada para inmunolocalizar los nicleos celulares. Barra imagenes

derechas: 200 um. Barras imagenes izquierdas: 50 pm.




7.4 Resorcion del hueso alveolar mediante uCT y microscopia SEM

Una mayor resorcion 6sea alveolar fue observada mediante uCT (p <0,001)
en las lesiones periodontales de ratones infectados con LPS purificado de A.
actinomycetemcomitans en comparacion con los ratones inoculados con PBS libre
de LPS (sham) y los animales no infectados (n.i.) (Fig. 5A-5B). De manera similar,
en las infecciones periodontales inducidas por A. actinomycetemcomitans, se
detecté un aumento en el area de pérdida 6sea entre la superficie mesial del primer
molar y la superficie distal del tercer molar, y entre la union del limite amelo-
cementario con la cresta 6sea alveolar mediante SEM (p <0,001) en comparacion
con los animales de los grupos sham y no infectados (Fig. 5C).
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Figura 5. Resorcion 6sea alveolar. A) Imagenes en 3D representativas de micro-tomografia
computarizada (micro-CT) de maxilares de ratones infectados por via oral con 20 ug de LPS de A.
actinomycetemcomitans, ratones inoculados con placebo (sham-infected) y no infectados (non-
infected). B) Pérdida Osea alveolar cuantificada mediante micro-CT en maxilares de ratones
infectados con A. actinomycetemcomitans (Aa), ratones inoculados con placebo (sham) y no
infectados (n.i.). Los datos se representan como porcentaje y se muestran como media + desviacion
estandar de 8 experimentos independientes. C) Area de pérdida 6sea cuantificada mediante
microscopia electronica de barrido (SEM) en maxilares de ratones infectados con A.
actinomycetemcomitans (Aa), ratones inoculados con placebo (sham) y no infectados (n.i.). Los
datos se representan como um?y se muestran como media + desviacion estandar de 8 experimentos

independientes. *p <0,05.
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7.5 Correlacion entre la expresion de IL-22 y RANKL versus la resorcion 6sea
alveolar

En las lesiones periodontales inducidas por inoculacion de LPS purificado de
A. actinomycetemcomitans, se realizaron los andlisis de correlacién entre los niveles
de expresion de IL-22 y RANKL versus la resorcién ésea alveolar cuantificada
mediante uCT, para identificar si los cambios descritos en la resorcién 6sea alveolar
estaban asociados con la expresién de RANKL y la funcién de los linfocitos Th22
(Fig. 5D). El andlisis correlativo arrojé una correlacion positiva significativa entre la
resorcion Gsea alveolar y la expresion de RANKL (p =0,007, r =0,853) y entre la
resorcion 0sea alveolar y la expresién de IL-22 (p =0,003, r =0,888), lo que sugiere
gue los cambios en la resorcion 6sea alveolar y la expresion de RANKL se asociaron

con actividad de linfocitos Th22.
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Figura 5D. resorcién ésea alveolar. Correlacion entre los niveles
expresados de mRNA de IL-22 y RANKL versus la pérdida 6sea alveolar
cuantificada por micro-CT. Los coeficientes de correlacién de Pearson (r)
se calcularon para 8 experimentos independientes. *p <0.05. IL-22,
interleuquina-22; RANKL, ligando del receptor activador del factor nuclear

kappa-B.
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8. DISCUSION

Entre las células principales que participan en la respuesta inmune durante
la patogenia de la periodontitis se describen los linfocitos TCD4*. Durante la
infeccion periodontal, los linfocitos TCD4* naive pueden diferenciarse en uno de los
distintos subtipos linfocitarios, entre ellos los linfocitos Thl, Th2, Thl7 y T
reguladores, los cuales expresan factores de transcripcidbn maestros especificos y
producen patrones de citoquinas particulares que determinan su funcion. En este
contexto, los linfocitos Thl y Th17 se han asociado con el inicio y progresion de la
periodontitis, mientras que los linfocitos Th2 y T reguladores se han asociado con la
supresion de las respuestas Thly Th1l7 y la salud periodontal (Garlet, 2010; Garlet
y cols., 2010; Gemmell, Yamazaki y Seymour, 2007; Graves, Oates y Garlet, 2011,
Houri-Haddad y cols., 2007; Vernal y Garcia-Sanz, 2008).

En 2009, se descubrio un nuevo subtipo de linfocito TCD4* que se denomind Th22.
Los linfocitos Th22 se diferencian a partir de las células T naive en presencia de
TNF-a e IL-6, secretan IL-22 y exhiben el fenotipo CCR4*CCR6*CCR10* al expresar
AhR como factor de transcripcion maestro involucrado en su diferenciacion y funcion
(Duhen y cols., 2009; Trifari y cols., 2009). Patolégicamente, los linfocitos Th22 se
han visto implicados en la inmuno-patogénesis de varias enfermedades
inflamatorias y autoinmunes (Azizi y cols., 2015; Shabgah y cols, 2017). Usando un
modelo experimental de periodontitis, se observaron abundantes células IL-22* en
las lesiones periodontales (Pan y cols.., 2018). De manera similar, mayor cantidad
de linfocitos CD4*IL-22*AhR* fue detectada en los tejidos periodontales obtenidos
de pacientes afectados de periodontitis en comparaciéon a individuos sanos (Diaz-
Zuaiiga y cols., 2017b). En el presente estudio, la deteccidén incrementada de IL-22
y AhR en un modelo experimental de periodontitis se asoci6 con una mayor
expresion de RANKL y resorcion dsea alveolar in vivo, lo que demuestra el papel de

los linfocitos Th22 en la patogénesis de la periodontitis.

Los osteoclastos son el tipo celular responsable de la resorcion Osea alveolar
durante la periodontitis, y la diferenciacion, actividad y supervivencia de los

osteoclastos requiere de RANKL como mediador osteoclastogénico esencial. Los
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linfocitos Th17 tienen la capacidad de inducir la diferenciacién y activacion de los
osteoclastos al actuar directamente sobre sus precursores y los osteoclastos
maduros mediante la produccion de RANKL (Vernal y cols., 2006; Vernal & Garcia-
Sanz, 2008; Yasuda y cols., 1998). A su vez, los linfocitos Thl producen una gran
cantidad de IFN-y, TNF-a e IL-1B, que ejercen actividad osteoclastogénica al inducir
la expresion de RANKL en fibroblastos, osteoblastos y linfocitos Th17 (Boyle y cols.,
2003; Sato y cols., 2006). En este estudio, se detectaron niveles mayores de RANKL
en las lesiones periodontales de ratones infectados con LPS purificado de A.
actinomycetemcomitans en comparacion con animales inoculados con placebo
(sham) o no infectados (n.i.) y estos niveles aumentados de RANKL se
correlacionaron positivamente con los niveles incrementados de IL-22 y la resorcion
Osea alveolar. Tomados en conjunto estos datos, es posible sugerir que los linfocitos
Th22 mediante a produccion de IL-22 podrian favorecer la expresion de RANKL en
las células residentes periodontales y los linfocitos Th17 que infiltran los tejidos
periodontales durante la periodontitis. De hecho, IL-22 contribuye a la respuesta
inflamatoria articular mediada por TNF-a e IL-1B durante la artritis reumatoide y
también favorece la expresion de RANKL por fibroblastos sinoviales, osteoblastos
articulares y linfocitos Th17 infiltrantes, que a su vez determina la diferenciacion y
activacion de osteoclastos e induce la pérdida de hueso articular subcondral (Ikeuchi
y cols., 2005; Kimy cols., 2012; Xie y cols., 2015).

Originalmente se pens6 que la IL-22 era una citoquina asociada a Thl, pero el
descubrimiento de los linfocitos Th1l7 y Th22 demostré que estas células son las
principales productoras de IL-22. Alrededor del 15% de la IL-22 producida en la
sangre periférica es producida por los linfocitos Th17 (Duhen y cols., 2009). De
hecho, TGF-B1 induce a los linfocitos Th17 a producir IL-22 e IL-17, de modo que
la presencia simultanea de altas concentraciones de TGF-B1 e IL-6 conduce a la
produccién de IL-17 y la presencia Unica de IL-6 induce la produccion de IL-22
(Shabgah y cols., 2017). Durante la periodontitis, niveles mayores de TGF-f1 e IL-
6 se detectan frecuentemente en las lesiones periodontales; por lo tanto, es posible
sugerir que los linfocitos Th17 infiltrantes en los tejidos periodontales infectados
producen IL-17 en lugar de IL-22. Junto con IL-6, se detectan niveles aumentados

de TNF-a en los tejidos afectados por periodontitis, y estas citoquinas pueden
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promover la diferenciacion y activacion de los linfocitos Th22 y la expresion de IL-
22 (Duhen y cols., 2009; Trifari y cols., 2009). Sobre la base de los datos del
presente estudio, es posible sugerir que la principal fuente de IL-22 en tejidos
afectados por periodontitis son los linfocitos Th22; sin embargo, no podemos
descartar que otros tipos celulares puedan ser responsables, al menos en parte, de
la produccién de IL-22, tal como los linfocitos T citotoxicos TC22 (CD8*IFN-yIL-17-
IL-22%), las células Natural Killer NK-22, los linfocitos T CD4y®, las células linfoides
innatas tipo 3 (ILC3) y las células no linfoides productoras de IL-22 (Dudakov y cols.,
2015; Montaldo y cols., 2015; Shabgah y cols., 2017). En efecto, los linfocitos Th22
se han establecido como la fuente principal de IL-22 en los tejidos infectados y en
una variedad de enfermedades inflamatorias, y s6lo una produccién marginal de IL-
22 se ha asociado con otros tipos celulares (Azizi y cols., 2015; Dudakov y cols.,
2015; Plank y cols., 2017; Shabgah y cols., 2017).

IL-22 puede jugar tanto papeles pro-inflamatorios como de proteccion tisular, y este
efecto dual parece estar influenciado por el tejido en el que es producida y el
ambiente circundante de citoquinas (Besnard y cols., 2011; Sonnenberg y cols.,
2010). En el higado, IL-22 tiene un papel protector y participa en la regeneracion de
las células hepaticas después de la hepatectomia parcial y la reparacion del dafio
hepatico inducido por el alcohol (Kiy cols.., 2010; Ren y cols., 2010). En pacientes
con peri-implantitis, un aumento en los niveles de expresion de IL-22 y su receptor
especifico IL-22R se detectan en los tejidos periimplantarios en comparacién a
individuos con implantes sanos, y los autores del estudio sugieren que IL-22 podria
estar involucrado en la reparacion de tejidos destruidos durante la infeccion (Luo y
cols., 2013). Durante la periimplantitis, la produccion crénica de 1L-22 a altos niveles
puede también incrementar la produccién de citoquinas y quimioquinas pro-
inflamatorias, favoreciendo el reclutamiento de linfocitos T efectores patogénicos
hacia los tejidos inflamados, como ocurre en varias enfermedades (Azizi y cols.,
2015; Dudakov y cols., 2015; Plank y cols., 2017; Shabgah y cols., 2017). Este rol
dicotdmico de IL-22 puede depender de la expresion concomitante de IL-17. Por
ejemplo, en presencia de IL-17, IL22 contribuye a la inflamacién mediada por
bleomicina, mientras que si IL-17 esta ausente, como en ratones IL-177 knockout,

IL-22 contribuye a la proteccién tisular (Sonnenberg y cols., 2010). Durante la

30



periodontitis experimental, la inoculacion oral de A. actinomycetemcomitans induce
una mayor expresion de IL-17 y una mayor deteccion de linfocitos Th17 CD4*IL-
17*RORyt* en las lesiones periodontales (Monasterio y cols., 2018). Por lo tanto, en
presencia de IL-17, los linfocitos Th22 pueden contribuir a los eventos patogénicos
de la periodontitis secretando IL-22 y de esta manera favorecer la resorcion del
hueso alveolar mediada por RANKL.

Aunque la caracterizacion de IL-22 estd muy avanzada y los linfocitos Th22 se han
identificado en varias enfermedades, se sabe muy poco sobre la funcién precisa de
esta interleuquina. La descripcion completa del rol patogénico de los linfocitos Th22
ha sido limitada debido a la incapacidad de caracterizar completamente y
directamente este subtipo de células T in vivo. Para muchos linajes de Th, tales
como los linfocitos Thl, Th2, Thl7 y T reguladores, su rol patogénico o no-
patogénico durante la periodontitis ha sido bien caracterizado. En contraste, la
comprension de la contribucion de Th22 durante la patogénesis de la periodontitis
recién esta comenzando. La infiltracion de Th22 en las lesiones periodontales podria
contribuir a vincular la respuesta anormal de las células T con la resorcién Gsea
alveolar. Por lo tanto, la patogenia de la periodontitis debiese ser reconsiderada en
el contexto de una enfermedad de tipo Th1/Th17/Th22. En esta linea, los linfocitos
Th22 podrian ser un objetivo auspicioso de terapia futura y las citoquinas
relacionadas con su diferenciacion y funcion, principalmente IL-22, podrian llegar a

tener gran importancia clinica.

31



9. CONCLUSIONES

1. Durante la periodontitis generada en un modelo experimental en ratones, se
expresan mayores niveles de mRNA de la citoquina IL-22, del factor de
transcripcion AhR y RANKL en comparacion a los animales controles inoculados
con PBS sin LPS (sham) y no infectados (n.i.).

2. Niveles de RANKL aumentados se correlacionaron positivamente con los
niveles incrementados de IL-22 y resorcion 6sea alveolar. Estos datos, sugieren
que los linfocitos Th22 produciendo IL-22 podrian favorecer la expresion de
RANKL.

3. La deteccion incrementada de linfocitos CD4*IL-22*AhR* en un modelo
experimental de periodontitis en ratones fue asociada con una mayor expresion
de RANKL y resorcion ésea alveolar in vivo, lo que demuestra el papel de los

linfocitos Th22 en la patogénesis de la periodontitis.
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11. ANEXOS

11.1 Informe de aprobacion bioética.

COMITE DE BIOETICA EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION (CBAE)

Santiago, 13 de Junio de 2016
CERTIFICADO N* 061601

Se certifica que, en calided de Investigador Responsable, el Dr. Rolando
Vemal solictd la evaluacién del protocolo titulado “Rol de los serotipos
bacterianos periodonto-patégenos en la induccién de la reabsorcion osea
alveolar producida durante la periodontitis mediante un desbalance de Ia
respuesta inmune Th1/Thi7 y T reguladora™,

Dicho protocolo se encuentrn en el marco de los proyectos FONDECYT
1140904 (proyecio principal), FIS 1602734-2016 y EQM 150010, En base a ko
ovaluado, esto comité certifica que on ol protocolo de procedimientio prasentado
(N*FOUCHOS1601) no se plantean acocionas que contravengan las normas
bioéticas béasicas de manejo y cuidado do los animales a utitzar en los
procedimienios experimentales planificados.

Ademés, ol Dr. Vernal se ha comprometido a8 mantener los procedimientos
experimentales planteados en ol protocolo de trabajo y a no realizar ninguna
modificacidn sin provia informacién y posterior aprobacion por parte do este
comité.

La presente certificacitn es vilida desde Junio de 2016 hasta Junio de
2020, empo que durard la realizacion de este protocolo.

Sin ofro particular, saluda a Ud, muy cordialments.

COMITE DE BIOETICA EN ANIMALES DE EXPERIMENTAGION (CBAE)
chaeocontologia uchde cf



11.2 Informa aprobacion de bioseguridad.

Comité de Bioseguridad
Administracion Conjunta Campus Norte

F% UNIVERSIDAD DE CHILE
&
2 W

Comité Institucional de Bioseguridad
Adminiztracion Conjunta Campus Morte

FDO N4
Santiago, 10 de Octubre de 2013.

CERTIFICAD®OD

El Comité Institucional de Bioseguridad (CIB) ha analizado el Proyecto de
Investigacion presentado al Concurso Fondecyt Regular 2014, titulado “Role of
pericdonto-pathogenic bacterial serotypes in promoting the alveolar bone
resorption during pericdontitis through an imbalance of TH1/Th17 versus Treg
immune responses”. El Investigador Responsable de este proyecto es el Dr.Rolando
Yernal Astudillo.

Los procedimientos experimentales, que involucran tanto el manejo de matenal
biolégico y de microorganismos patogenos, asi como el uso de agentes quimicos de
riesgo, se realizaran en el Laboratorio de Microbiclogia v en el Laboratorio de
Patologia, dependiente del Departamentoe de Patologia v Medicina Oral ademas del
Laboratoric de Biologia Periodontal dependiente de Decanato,Facultad de
Cdontologia, Universidad de Chile.

El CIB certifica que los Laboratorios y la Facultad mencionada anteriormente, cuentan
con las facilidades para el mansjo y desecho del material quimico y bioldgico a utilizar
en el proyecto de acuerdo al Manual de Bicsegurdad, Conicyt 2008. Ademas, el
investigador se compromete a wvelar por el cumplimiento de las normas de
biogeguridad, durante el desammollo del proyecto.

Se extiende el presente certificado a =solicitud del Dr. Rolando Vernal para ser

presentado al Concurzo Fondecyt Regular 2014.

Dr. Mario Chiong Dra. Andrea Paula-Lima
Presidente Secretaria

Facultad de ann'tnlngi:. Sergio Livingstone P. 843, Independenciz, Fono 97817593-9781832, Fax: 9781748,
Santizgo. httpeffodontologia.uchile.cl
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas. Sergio Livingstone P. 1007, Independencia, Fono 9781792 Fax:
97E1748, Santiago. httpo//www.guimica. uchile.clf



