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1. RESUMEN

Introduccion: Boldina, es un alcaloide aislado de diversas plantas, entre ellas, el
boldo (Peumus Boldus Molina), arbol nativo chileno, reconocido por sus
propiedades benéficas para la salud. Diversos estudios in vivo e in vitro sefialan a la
boldina como un importante agente anti-oxidante, anti-proliferativo, anti-inflamatorio
y osteoprotector. En modelos experimentales animales, la boldina desempefia un rol
clave en la inhibicion de la resorcion 0sea en artritis reumatoide y osteoporosis,
ambas patologias pro-resortivas relacionadas con el desbalance inmune Thl7 y
Treg. Este desequilibrio es compartido en su patogénesis por la periodontitis,
enfermedad inflamatoria cronica que afecta los tejidos de soporte dentario,
explicado por un predominio de la actividad osteoclastica mediada por RANKL. El
objetivo de esta investigacion es evaluar el efecto de la administracion oral de la
boldina en la resorcion ésea alveolar en un modelo experimental de ratones con
periodontitis inducida mediante la colocacion de ligadura.

Materiales y métodos: Se administré la boldina via oral en ratones durante 15 dias
en dosis de 10, 20 y 40 mg/kg. Se utilizaron como grupo control los ratones sin la
colocacién de ligadura, y para las variaciones estadisticas, se utilizaron los ratones
con periodontitis que no recibieron tratamiento con boldina. La resorcién ésea
alveolar de muestras analizadas de ratones fue cuantificada mediante micro-
tomografia computarizada. La produccién de RANKL/OPG en muestras de fluido
crevicular gingival fue cuantificada a través de qPCR y ELISA. El posible cambio
en el patron de respuesta inmune Thl7/Treg se realiz6 mediante gPCR
cuantificando los niveles de expresion de los factores de transcripcion y citoquinas
linfocitarias relacionadas. Se utilizé citometria de flujo para la cuantificacién del
namero y frecuencia de linfocitos Th17 y Treg.

Resultados: En las muestras experimentales se observa que la administracion
oral de boldina dosis-dependiente mejord la condicion periodontal al inhibir la
resorcién Osea alveolar. Esta disminucién de la actividad osteoclastica se puede
asociar al posible rol de la boldina en la modulacion del desequilibrio inmune

Th1l7/Treg, al favorecer la respuesta Treg y suprimir la respuesta Thl7.



Conclusiones: Los datos obtenidos en la presente investigacion permiten
postular a la boldina, como potencial coadyuvante en el control y tratamiento

periodontal.



2. INTRODUCCION. MARCO TEORICO

Boldina

Boldina, es alcaloide aporfinico, que se obtiene como metabolito secundario a
partir de la aislacion de diversas especies de plantas, reportandose en la
actualidad al menos 55 de éstas, casi en su totalidad pertenecientes a los érdenes
taxonomicos Magnoliales, Laurales y Ranunculales. La principal fuente industrial
de la boldina corresponde a la corteza del boldo (Peumus boldus Molina, de la
familia Monimiaceae, orden Laurales), arbol endémico de Chile, que se adapta a
condiciones climaticas de sequia, resistente a temperaturas altas debido a su
caracter semixerdfito, y que se encuentra distribuido desde la provincia del Limari,
en la regiébn de Coquimbo, hasta la provincia de Osorno, region de los Lagos
(Valdebenito y cols., 2015; Cassels y cols., 2018). Las propiedades del boldo son
ampliamente conocidas entre las hierbas medicinales nativas debido a su uso en
dolores de cabeza y de oidos, congestion nasal, hidropesia y reumatismo
(Speisky y Cassels, 1994). Desde mediados del siglo XIX el boldo desperto interés
en Europa, en la actualidad se usa para combatir la dispepsia y los espasmos
digestivos moderados, por su actividad hepatoprotectora y su capacidad sedante
leve. Es por ello que se ha incluido en diversas farmacopeas, por ejemplo como
boldi folium (hoja de boldo) en la European Pharmacopoeia (Fuentes-Barros y
cols., 2018; Cassels y cols., 2018).

Efectos citoprotectores y anti-oxidantes de la boldina

Los estudios cientificos sobre la boldina, con mas de dos décadas de data y
actualizados recientemente, han evidenciado su actividad antioxidante
citoprotectiva, anti-proliferativa, anti-aterogénica lo que ha sido demostrado
utilizando modelos in vitro e in vivo (O’Brien y cols., 2006; Simirgiotis y Schmeda-
Hirschmann, 2010; Muthna y cols., 2013).

En un estudio in vitro al co-incubar la boldina en dosis bajas (0,50 mM) en

un cultivo bacteriano de Escherichia coli bajo un proceso oxidativo inducido se
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observd que no se modificéd la forma superenrrollada del plasmido bacteriano y
aumentd la sobrevida de la bacteria, y ambos efectos protectores fueron
atribuidos a la supresion oxidativa y la inhibicion de la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) (Reiniger y col., 1999). La hepatoprotectividad de la
boldina ha sido demostrada en modelos experimentales in vitro e in vivo. En uno
de estos estudios, la boldina redujo el dafio hepético inducido en ratones (Lanhers
y cols., 1991). En la misma linea de lo anterior, estudios recientes mostraron que
al administrar boldina via oral, a dosis de 5, 10 y 20 mg/kg durante 14 y 28 dias
inhibi6é el dafio hepatico en modelos de ratones colestasicos y cirréticos (Heidari y
cols., 2017). Ademas, se normalizé la relacion peso higado/cuerpo de los ratones
tratados con boldina en comparacion con los que no fueron tratados. Por otro
lado, en un modelo experimental de ratas con hipertrigliceridemia hereditaria y
alimentados con una dieta elevada en sacarosa, se evidencio que al administrar
boldina disminuydé la colestasis al estimular la secrecibn de &acidos biliares
(Zagorova y cols., 2015). También se evidenciéo que la administracion oral de
boldina en ratas suprimié el crecimiento tumoral e indujo la apoptosis en
hepatocarcinogénesis inducida por dietilnitrosamina (Subramaniam y cols., 2019).
En un modelo experimental en ratones con necrosis hepatica inducida por
acetaminofeno se demostré que la administracion oral de 20 mg/kg de boldina,
previno la degeneracién hepatocelular y la disminucién de anti-oxidantes
enzimaticos en el tejido hepatico (Ezhilarasan y Raghunandhakumar, 2021). En un
estudio reciente, en modelo experimental en ratas con hepatoxicidad inducida por
metilprednisolona donde se administré boldina via oral durante 30 dias en dosis
de 5, 10 y 50 mg/kg, se evidencié que con dosis principalmente de 50 mg/kg se
redujo significativamente el estrés oxidativo y el dafio hepatico a nivel histoldgico
(Shuker y cols., 2022).

Al investigar la implicancia de derivados extraidos del boldo en afecciones
gastrointestinales, la boldina en un rango micromolar bajo, mostr6é ser antagonista
competitivo de los receptores 5-HT3 humanos, lo que podria ser util para combatir
el sindrome de intestino/colon irritable y para el tratamiento de nauseas y vomitos

(Walstab y cols., 2014). En un modelo experimental de ratones con uUlceras
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gastricas inducidas por etanol/HCI y por indometacina (farmaco anti-inflamatorio
no esteroidal), se administré boldina via oral en dosis de 1, 10 y 100 mg/kg, y se
demostré que en dosis de 10 y 100 mg/kg, redujo el sangrado y la lesién del tejido
gastrico, aumento significativamente los niveles de mucina y disminuyo los niveles

de TNF-a en los ratones tratados (Boeing y cols., 2020).

El efecto citoprotector de la boldina se ha estudiado en modelo
experimental de ratas con insuficiencia renal cronica inducida, en dosis de 50
mg/kg/dia durante 28 dias administradas via oral gavage, donde mostré disminuir
el dafio renal en los ratones tratados (Gémez y Velarde, 2016). En otro estudio, al
administrar esta misma dosis via oral, se mejor6 la funcién y se redujo la lesién
renal en ratas hipertensas, sin afectar la presion arterial sistélica (Gomez y
Velarde, 2018). Diversos estudios en los ultimos afios han evaluado la funcion
endotelial de la boldina, donde se evidencié que esta, al ser administrada intra-
peritonealmente en un modelo de ratas hipertensas, disminuy6 la presion arterial
sistdlica, relacionado en parte a la inhibicion en la produccion de superoxido y
peroxinitrito (Lau y cols., 2012). Sumado a lo anterior, en ratones diabéticos
homocigotos db/db, donde se les administré boldina via oral, se redujo el estrés
oxidativo y mejoraron las relajaciones endotelio-dependientes en las arterias aorta

de los ratones analizados (Lau y cols., 2013).

En el area del sistema nervioso, al evaluar la actividad nootrépica de la
boldina en un modelo experimental en ratones jovenes y envejecidos, donde se
administré boldina intra-peritonealmente por siete dias consecutivos, se demostré
que en ambos grupos de ratones mejord significativamente el aprendizaje y la
memoria, posiblemente a través de un mecanismo relacionado con la activacion
de la actividad acelicolinestereasa y atenuando el estrés oxidativo (Dhingra y Soni,
2018). En otro estudio, se reportd que la boldina, administrada a largo plazo en
ratones con enfermedad de Alzheimer, previno el aumento en la actividad de
hemicanales gliales y alivid el dafio neuronal del hipocampo de los roedores
estudiados (Yi y cols.,, 2017). De manera similar, se evidencid en una

investigacion en modelo experimental de ratones con desmielinizacion inducida
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via conexina 43 (Cx43), donde la administracion oral de boldina promovié el
proceso de remielinizacion y redujo la inflamacion local (Li y cols., 2020). Al
evaluar un posible efecto anti-convulsivante de la boldina, se evidencio que la
administracion subcronica de ésta, aumentd el periodo de latencia del inicio de
convulsiones de tipo miéclonicas y clénicas en dos de los tres tipos de ratones
estudiados (Moezi y cols., 2018). En un modelo experimental de ratones bajo la
induccion de crisis convulsivas por pentilenotetrazol, y por terapia
electroconvulsiva, se evidenciéo que la administracion intraperitoneal de boldina
tiene efecto anti-convulsivante, y aumento los niveles de glutation y peroxido
dismutasa en todo el cerebro de los ratones tratados (Moezi y cols., 2019). Al
evaluar la actividad de la boldina en un modelo de experimentacion en ratones
con dafio cerebral inducido por isquemia, administrada via intraperitoneal en dosis
de 8, 16 y 25 mg/kg durante 5 dias, se demostrdé que evito el deterioro motor y de
la memoria (De Lima y cols., 2017). En otra investigacion donde se examiné el
efecto protector de la boldina a nivel cerebrovascular, se demostr6 que mejoré
significativamente la coordinacidon motora en un modelo de ratones con lesion
cerebral traumatica estandarizada, que fueron inyectados intra-peritonealmente
con el alcaloide a 10, 20 y 30 mg/kg, siendo esta ultima dosis, la que evidenci6 al
analisis histopatolégico que la boldina previene anormalidades asociadas al
trauma y redujo el indice apoptético en las células cerebrales (Qiu y cols., 2017).
Otro ejemplo del efecto neuroprotector relacionado a la boldina, fue
experimentado en ratones sometidos a isquemia inducida por ligadura reversible
de la arteria coronaria izquierda y posterior reperfusién, donde inmediatamente
después de la administracion intraventricular y por sonda gastrica de boldina
provocd un descenso en la presion arterial sistolica, y con mayor relevancia aun,

disminuy0 la apoptosis miocéardica (Lépez y cols., 2010).

A nivel cardiovascular, se han evidenciado propiedades de la boldina junto
a otros aislados del boldo, donde se demostr6 el rol que ejerce la boldina en la
inhibiciéon de los receptores adrenérgicos a1, y su participacion en el bloqueo de
canales de calcio dependientes de voltaje en sitios benzodiazepinicos (Ivorra y
cols., 1993; Chulid y cols., 1996; Ivorra y cols., 2005). La boldina también
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demostré ser un potente inhibidor de agregacion plaquetaria inducida por acido
araquidonico, aunque con efecto menos potente en la inducida por colageno
(Teng y cols., 1997). En otro estudio donde se administré boldina por via oral en
ratones deficientes de lipoproteinas de baja densidad (LDL), el alcaloide gener6
una proteccion en el establecimiento de lesiones ateroescleréticas. Esto se asocid

a una disminucion en la oxidacion de LDL (Santanam y cols., 2004).

Efectos anti-proliferativos de la boldina

Al evaluar la actividad anti-proliferativa de la boldina, esta mostré leve potencia
contra la linea de cancer pancreéatico BxPC-3 y ademas no genero toxicidad en
células pancreéticas no cancerosas (Zahari y cols., 2014). En un estudio in vivo,
probado en modelo de glioma C6 en ratones, los cuales fueron inyectados con
boldina por via intraperitoneal, provocé una gran reduccion del volumen del glioma
y el analisis histolégico indicO que estos tumores fueron menos invasivos y
proliferativos, sin causar alteraciones significativas en los ratones sanos (Gerhardt
y cols., 2009). En otro estudio, se evidencié que al tratar con boldina se logré la
reduccion de la viabilidad y la proliferacion de células cancerigenas de vejiga T24
(Gerhardt y cols., 2014). Al examinar el efecto in vitro que tenia la boldina en
células de cancer mamario humano MCF-7, se mostro la citotoxicidad de la
boldina al reducir la viabilidad y proliferacion de estas células. En un modelo in
vivo de cancer mamario, al ser tratados los animales con el alcaloide disminuyé el
crecimiento del carcinoma solido de Ehrlich y al ser administrado en altas dosis
prolongo la sobrevida/vida posterapéutica de los ratones (Tomsik y cols., 2016).
En un estudio para evaluar el efecto de la boldina frente a la hepatotoxicidad
inducida por cisplatino, el alcaloide demostré que aumento la viabilidad de las
células normales del higado, sin mejorar la supervivencia de las células del

carcinoma hepatico (Mondal y cols., 2020).

Efectos anti-inflamatorios y osteoprotectores de la boldina
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En un estudio realizado en un modelo de ratones con edema inducido, se evalué
la boldina en conjunto con otro alcaloide aislado del boldo, la reticulina. Los
resultados mostraron que la administracion intragastrica de boldina y reticulina,
mitigaron significativamente el peso de la oreja afectada en ratones vy

disminuyeron el volumen de la pata inflamada en ratas (Yang y cols., 2017).

In vivo, la actividad anti-inflamatoria de la boldina ha sido sujeta a amplia
investigacion. Se evidencié que su administracion por via oral redujo la severidad
y extension de la inflamacion patolégica (Wang y cols., 2007; Lv y cols., 2015;
Qiao y cols., 2015). Asi, la administracion oral de boldina en un modelo animal de
colitis ulcerosa redujo la extension y severidad de la inflamacion intestinal, el
indice de actividad de la enfermedad, el peso del bazo y aumento la longitud del
colon (Lv y cols., 2015). De manera similar, en un modelo experimental de ratones
con colitis ulcerosa inducida por dextrano-sulfato de sodio, con la administracion
oral de 50 mg/kg de boldina durante 7 dias se atenud la severidad de la patologia,
aumenté la longitud del colon y se redujo el peso del bazo en los ratones tratados.
Boldina ademas disminuyo significativamente la expresion de TNF-q, IL-6 e IL-17,
citoquinas pro-inflamatorias que desempefian un rol clave en la modulacion de la
respuesta inmune durante colitis ulcerativa (Pandurangan y cols., 2016). Este
efecto anti-inflamatorio de boldina fue investigado en un modelo experimental de
ratones con asma inducida por ovoalbumina, donde en los animales que
recibieron 10 y 20 mg/kg del alcaloide, este redujo la acumulacion de células
inflamatorias, lo que podria explicar el manejo significativo de la enfermedad (Li y
cols., 2020).

Boldina mostr6 la capacidad de reducir la inflamacion articular y la
destruccion Osea articular subcondral al ser administrada por via oral en ratones
afectados de artritis reumatoide experimental (Wang y cols., 2007; Qiao y cols.,
2015). Estos efectos osteo-protectores fueron explicados por la inhibicion de la
osteoclastogénesis articular debido al aumento en la expresion de
osteoprotegerina (OPG) y la disminucion de la expresion del ligando del receptor
activador del factor nuclear kB (RANKL) (Zhao y cols., 2017). En efecto, la pérdida
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O0sea mediada por la actividad de los osteoclastos es producto del desbalance
RANKL/OPG en los tejidos afectados y la modulacion del desbalance
RANKL/OPG inducido por boldina es considerado el evento molecular
osteoprotector (Zhao y cols., 2017). Ratificando esto, cuando boldina fue
oralmente administrada en un modelo experimental animal de osteoporosis
inducida mediante ovariectomia se demostré su capacidad de inhibir la resorcion
O0sea mediada por RANKL (Chen y cols., 2018).

Periodontitis

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria cronica que afecta los tejidos de
soporte de los dientes (ligamento periodontal, cemento radicular y hueso alveolar).
Su patogénesis se explica por la disbiosis de las comunidades microbianas
subgingivales en un hospedero susceptible y se asocia a diversos factores de
riesgo que modulan la respuesta inmune (Kinane y cols., 2005; Hajishengallis,
2015; Papapanou Yy cols., 2018). La resorcion 0sea alveolar producida durante la
periodontitis se debe al aumento de la actividad de los osteoclastos en respuesta
al incremento en la produccion de RANKL en las lesiones periodontales (Vernal y
cols., 2004; Bostanci y cols., 2007; Vernal y cols., 2014). A su vez, el aumento en
los niveles de RANKL es producido por un desbalance en la actividad de los
linfocitos T-helper tipo 17 (Th17) y los linfocitos T reguladores (Treg) que infiltran
los tejidos periodontales debido a la disbiosis microbiana subgingival, en donde
predomina la actividad de los linfocitos Th17 productores de RANKL (Sojod y
cols., 2017; Alvarez y cols., 2018; Alvarez y cols., 2019).

En efecto, la evidencia ha mostrado consistentemente que la resorcion
Osea alveolar durante la periodontitis se asocia a una respuesta inmune donde
existe un predominio de la actividad de los linfocitos Th1l7 (Takahashi y cols.,
2005; Vernal y cols., 2005; Vernal y cols., 2006; Vernal y cols., 2008; Dutzan y
cols., 2009a; Dutzan y cols., 2009b; Garlet, 2010; Graves y cols., 2011). De tal
manera, el efecto patogénico de los linfocitos Thl7 se refleja mediante la

produccion de citoquinas pro-inflamatorias, tales como IL-6, IL-17 e IL-23, que
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contribuyen a la inflamacion periodontal y la actividad osteoclastogénica al inducir
la expresion de RANKL en osteoblastos y fibroblastos (Boyle y cols., 2003; Sato y
cols., 2006; Weaver y cols., 2006; Dong, 2016; Tsukasaki y cols., 2018). El rol
patogénico central de los linfocitos Thl7 se establece ademas porque los
linfocitos Th17 secretan de manera directa RANKL (Kawai y cols., 2005; Yang y
cols., 2008; Han y cols., 2013) (Figura 1).
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Figura 1. Respuesta osteoinmune durante periodontitis y en salud
periodontal. La disbiosis microbiana subgingival genera una respuesta inmune
periodontal desregulada que lleva a la produccion local de RANKL. A
consecuencia de la inflamaciéon, la expresion de RANKL en osteoblastos y
fibroblastos de ligamento periodontal produce activacion osteoclastica y
destruccion Osea. Por otro lado, el fenomeno osteodestructor se exacerba por la
actividad de los linfocitos Th17 productores de RANKL. En contraste, en condicion
de salud periodontal, diferentes células del sistema inmune, tal como los linfocitos

Treg, Bregs y Th2, promueven la actividad anti-inflamatoria y proanabdlica que
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mantiene la homeostasis del hueso alveolar mediante la produccion de OPG.
(Extraida de Alvarez y cols. (2019) Front Immunol 10:1664).

En condiciones de salud periodontal existe un balance en la actividad
Th17/Treg que contribuye al equilibrio inmune periodontal, donde los linfocitos
Treg producen citoquinas anti-inflamatorias, tales como IL-10, IL-35 y el factor
transformante beta-1 (TGF-B1), que inhiben la diferenciacion y actividad de
linfocitos Th17 productores de RANKL e inducen la produccion de OPG por los
linfocitos B (Liu y cols., 2006; Liang y cols., 2011; Lin y cols., 2014; Araujo-Pires y
cols., 2015) (Figura 1).

Por lo tanto, durante la periodontitis, el desbalance inmune Thl7/Treg
asociado a la disbiosis microbiana subgingival lleva a la disminucion del rol
regulador de los linfocitos Treg y al incremento patogénico de los linfocitos Th17.
En consecuencia, se produce un desbalance local RANKL/OPG vy la resorcion del

hueso alveolar.

Formulacion del problema cientifico

Existe una similitud patogénica a nivel molecular entre la periodontitis, la artritis
reumatoide y la osteoporosis, caracterizadas por ser patologias donde como
consecuencia de un desequilibrio en la respuesta inmune en el hospedero, se
genera el fenbmeno de resorcion patoldgica del tejido 6seo, explicado por un
aumento en la actividad de los osteoclastos mediada por RANKL. La boldina al
ser administrada por via oral y de manera dosis/dependiente en modelos
experimentales animales, ha mostrado la capacidad de inhibir la pérdida 6sea
tanto en artritis reumatoide como en osteoporosis. El efecto protector 6seo de la
boldina en ambas patologias esta asociado con el rol de este alcaloide en la
inhibicion de la osteoclastogénesis mediada por RANKL. Por lo anterior, es
factible especular que la administracion oral de boldina podria tener un efecto
osteoprotector durante la periodontitis. Usando un modelo animal de periodontitis

experimental inducida mediante ligadura, en este estudio se analizara el efecto de
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la administracion oral de boldina en la inhibicién de la pérdida 0sea alveolar y la
modulacién del desbalance periodontal RANKL/OPG y Th17/Treg.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

La administracion oral de boldina inhibe la resorcién 6sea alveolar y modula el

desbalance RANKL/OPG y Th17/Treg durante la periodontitis experimental.

OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto de la administracion oral de boldina sobre la resorcién 6sea
alveolar, la expresion de RANKL y OPG, y la deteccion de linfocitos Th17 y Treg

en un modelo experimental animal de periodontitis inducida por ligadura.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Cuantificar la pérdida 6Osea alveolar producida durante la periodontitis
experimental inducida por ligadura en animales tratados con boldina,
mediante micro-tomografia computarizada micro-CT.

2. Cuantificar los niveles de expresion y secrecion de RANKL y OPG en los
tejidos periodontales de animales con periodontitis experimental tratados
con boldina, mediante gPCR y ELISA.

3. Cuantificar los niveles de expresion de los factores de transcripcion y
citoquinas caracteristicas de los linfocitos Thl7 y Treg en los tejidos
periodontales de animales con periodontitis experimental tratados con
boldina mediante gPCR.

4. Cuantificar mediante citometria de flujo el nimero de linfocitos Th17 y Treg
en los linfonodos cervicales que drenan las lesiones periodontales en los

animales con periodontitis experimental tratados con boldina.
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4. MATERIALES Y METODOS

Extraccion y purificacion de boldina

La boldina se aislo de la corteza del Peumus boldus Molina, tal como fue descrito
previamente (Fuentes-Barros y cols., 2018). La corteza del boldo secada y molida
se sumergio durante 4 horas en hexano a 50 °C para desengrasarla, repitiendo el
procedimiento 3 veces. El material vegetal se sec6, y luego fue extraido con HCI
1M. La solucién filtrada se alcalinizé (pH 9-10) agregando amoniaco concentrado
(25%), y la solucion acuosa se extrajo 3 veces con diclorometano (Merck,
Darmstadt, Alemania). El extracto de alcaloides totales se secé con Na:2SOa4, se
filtrd6 y concentr6. Finalmente, la boldina se purific6 mediante columnas de
cromatografia en gel de silice 60A (40-63 um) (Merck, Darmstadt, Alemania),
usando EtOAc:MeOH en gradiente pasando desde EtOAc puro a MeOH puro,
monitoreando las fracciones por CCF (EtOAc:MeOH 4:1 y DCM: MeOH 5:3),
examinando los cromatogramas bajo luz ultravioleta 254 y 365 nm, y pulverizando
con reactivo de Dragendorff, con el fin de detectar la presencia de alcaloides. La
boldina se identificd por RMN de *H y *3C, y se obtuvo una pureza superior al 98%
por cromatografia de liquidos de alto rendimiento HPLC-UV. El clorhidrato se
preparé posteriormente agregando la cantidad calculada de HCI concentrado
(37%) diluido en acetona. El clorhidrato de boldina (PM: 363,835 g/mol) se usé

para su administracion en los animales.

Animales

Ratones C57BL/6 saludables, de 7 semanas de edad y =20 gramos de peso se
obtuvieron de la Plataforma Experimental Bioterio de la Facultad de Odontologia,
Universidad de Chile. Los ratones se mantuvieron en condiciones libres de
patdogenos en un ambiente controlado: temperatura a 24+0.5°C, humedad relativa
de 40 a 70%, tasa de intercambio de aire de 15 volumenes/hora y ciclos de

luz/oscuridad de 12 horas, con luces encendidas a las 07:00 a.m. A lo largo del
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estudio, los animales se alimentaron con comida y agua estéril ad libitum. Todos
los procedimientos experimentales fueron sujetos a revision y aprobacion por el
Comité de Etica Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de la Universidad
de Chile, con la certificacion #18173-ODO-UCH (Anexo). El estudio se llevé a
cabo acorde a las pautas NC3Rs ARRIVE, las recomendaciones de la Asociacién
Americana de Medicina Veterinaria (AVMA) y las pautas aprobadas por el Consejo
de la Sociedad Americana de Psicologia (1980) para el uso de experimentos con

animales.

Induccion de periodontitis experimental y administracion de boldina

La periodontitis experimental se indujo por método de ligadura siguiendo un
protocolo previamente descrito (Abe y Hajishengallis, 2013). Brevemente, los
ratones fueron anestesiados con una inyeccion intraperitoneal de ketamina 10% y
xilacina 2%, y se at6 una ligadura de seda 5-0 alrededor de los segundos molares
superiores, sin causar dafio a los tejidos periodontales. La boldina se administré
oralmente usando la técnica oral gavage en dosis a 10, 20 o 40 mg/kg en 100 pl
de amortiguador de fosfato salino (PBS), a partir del dia de la colocacion de la
ligadura y durante 15 dias consecutivos. Las dosis de boldina se determinaron en
base a informes anteriores (Luo y cols., 2010; Lau y cols., 2013; Tong y cols.,
2016).

Grupos experimentales y obtencion de muestras biolégicas

Cuarenta animales fueron aleatoriamente distribuidos en cinco grupos, de ocho
ratones cada uno: (a) grupo sin ligadura, (b) grupo con ligadura no tratado, (c)
grupo con ligadura que recibié dosis bajas de boldina (10 mg/kg), (d) grupo con
ligadura que recibié dosis medias de boldina (20 mg/kg), y (e) grupo con ligadura
que recibié dosis altas de boldina (40 mg/kg). El grupo sin ligadura (grupo a) se
utilizé como control. El grupo con ligadura no tratado (grupo b), que recibio el

vehiculo PBS sin boldina, se utilizé para las comparaciones estadisticas. Después
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de 15 dias, se eutanasiaron los animales mediante una sobredosis intraperitoneal
de ketamina y xilacina, y se obtuvieron las siguientes muestras biolégicas: fluido
crevicular gingival, huesos maxilares, mucosa palatina completa (correspondiente
a la lesion periodontal) y los linfonodos cervicales que drenan especificamente

estas lesiones periodontales.

Resorcion 6sea alveolar

La extension de la resorcion 0sea alveolar en los maxilares se cuantific6 mediante
micro-tomografia computarizada (micro-CT) como se describié anteriormente
(Monasterio y cols., 2018). Los maxilares se disecaron eliminando tejidos blandos,
y se sumergieron en una solucion de hipoclorito de sodio al 2,5% durante 1 hora y
se lavaron 3 veces en PBS. Luego, se escanearon los maxilares en los tres planos
espaciales utilizando un equipo de micro-CT (SkyScan 1278; Bruker, Kontich,
Bélgica) y las imagenes digitalizadas en 3D se obtuvieron utilizando un software
de reconstruccion (Nrecon software; Bruker, Kontich, Bélgica). Una region de
interés estandarizada (ROI) se adquirié utilizando un software de analisis
(software Dataviewer; Bruker, Kontich, Bélgica), utilizando los siguientes
pardmetros anatdmicos: el techo de furca, el apice de la raiz del primer y segundo
molar, la superficie de la raiz medial del primer molar y la superficie de la raiz
distal del segundo molar. El porcentaje de pérdida 6sea se calculé utilizando la
férmula: porcentaje de pérdida 6sea=1-(volumen 6seo remanente/ROI)x100, y se

ajusto el grupo de control sin ligadura.

Produccion de RANKL y OPG

Para medir la produccion de RANKL y OPG en los tejidos periodontales, se
recogieron muestras de fluido crevicular gingival utilizando un protocolo descrito
previamente (Matsuda y cols., 2016). Brevemente, bajo anestesia intraperitoneal
de ketamina y xilacina, la ligadura original que se utilizd6 para la induccion de

periodontitis se retir6 suavemente y se até una nueva ligadura de seda 5-0 de 2
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cm de longitud en la misma posicion. Después de 10 minutos, se recogio la nueva
ligadura que contenia el fluido crevicular gingival y se proces6 inmediatamente
usando un procedimiento de elucidon estandarizado en centrifuga. Brevemente, las
muestras se sumergieron en 60 yl de PBS-Tween 20 al 0,05%, que contenia un
coctel de inhibidores de la proteasa (cOmplete Mini sin/libre de EDTA; Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania), se incubaron durante 30 minutos a 4
°C y se centrifugaron a 12.000 g durante 5 minutos. El protocolo de elucion se
repetié dos veces. A partir de muestras eluidas, los niveles de RANKL y OPG se
determinaron utilizando kits de ELISA disponibles en el mercado (Quantikine; R&D
Systems Inc., Minneapolis, MN, EE.UU.), los que se analizaron en un lector
automatico de placas (Sinergia HT; Bio-Tek Instrument Inc., Winooski, VT,
EE.UU).

Expresion de RANKL, OPG y citoquinas y factores de transcripcion

asociados alos linfocitos Th17 y Treg

Para analizar los potenciales cambios en el patron de respuesta inmune
desencadenados en las lesiones periodontales durante la periodontitis
experimental y el tratamiento con boldina se cuantificaron los niveles de expresion
de los mRNA de los factores de transcripcion asociados a los linfocitos Th17 y
Treg y sus citoquinas caracteristicas utilizando gPCR. Como complemento, se
cuantificaron también los niveles de expresion para los mMRNA de RANKL y OPG.
De cada muestra de mucosa palatina, se obtuvo el RNA citoplasmatico total
usando un reactivo de purificacién molecular (TRIzol Plus; Invitrogen, Barcelona,
Espafia) y la primera cadena de cDNA se sintetizd utilizando un kit de
transcripcion inversa (SuperScript IlI; Invitrogen, Grand Island, NY, EE.UU),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Luego, se amplificaron 10 ng de cDNA
usando partidores especificos (Tabla 1) y un reactivo qPCR (KAPA SYBR Fast
gPCR; KAPA Biosystems, Woburn, MA, EE.UU). Los niveles de expresion de los
MRNA de los factores de transcripcion RORyt y Foxp3, las citoquinas IL-6, IL-10,
IL-17A, 1L-23p19, IL-35 EBI3 y TGF-B1, y los factores RANKL y OPG se
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determinaron en un equipo gPCR en tiempo real (StepOnePlus; Applied
Biosystems, Singapur). Las reacciones de amplificacion se realizaron de la
siguiente manera: 95 °C durante 3 minutos, seguido de 40 ciclos de 95 °C durante
3 segundos, 60 °C durante 30 segundos. Para la deteccion de la formacion de
productos inespecificos falsos positivos, se realizO una curva de fusion de la
siguiente manera: 95 °C durante 15 segundos, 60 °C durante 1 minuto y 95 °C
durante 15 segundos. Como control enddgeno, se midieron los niveles de

expresion de la subunidad de rRNA 18S.

Tabla 1. Secuencias de partidores utilizados para amplificaciones por gPCR

Partidor 5°-3" Partidor 3"-5"
IL-6 tgatggatgctaccaaactgg ttcatgtactccaggtagctatgg
IL-10 gcttcatccctgaaaactgtg tgctacaaaggcagacaaaca
IL-17A cagggagagcttcatctgtgt gctgagctttgagggatgat
IL-23p19 gaagggcaaggacaccatta ttcttcttctccagcetectttc
IL-35 EBI3 gctcccctggttacactgaa acgggataccgagaagcat
TGF-1 tggagcaacatgtggaactc gtcagcagccggttacca
RORyt cgcggagcagacacactta ccctggacctetgttttgge
Foxp3 agaagctgggagctatgcag actggtggctacgatgcag
RANKL tgaagacacactacctgactcctg cccacaatgtgttgcagttc
OPG gtttcccgaggaccacaat ccattcaatgatgtccaggag
18S rRNA gcaattattccccatgaacg gggacttaatcaacgcaagc

EBI3, Virus Epstein-Barr Gen 3 inducido; Foxp3, factor de transcripcion forkhead
box P3; IL, interleuquina; OPG, osteoprotegerina; RANKL, ligando del receptor
activador del factor nuclear kB; RORyt, receptor gamma huérfano relacionado con

RAR; TGF-B1, factor de crecimiento transformante-f31.
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Deteccion de linfocitos Th17 y Treg

Para analizar el patron de respuesta inmune Th17/Treg desencadenado en las
lesiones periodontales durante la periodontitis experimental y el tratamiento con
boldina, la presencia de linfocitos Thl7 y Treg en los linfonodos cervicales que
drenan las lesiones periodontales se analizaron usando citometria de flujo, tal
como se describi6 previamente (Monasterio y cols., 2018). Los linfonodos
cervicales se removieron y disgregaron mecanicamente usando un filtro de 70 pum
en PBS y las células obtenidas se cuantificaron usando un contador automatizado
(Luna Il, Logos Biosystems, Annandale, VA, EE.UU). Previa determinacion de
viabilidad celular usando un kit live/dead (Zombie UV Fixable Viability Kit
(BioLegend, San Diego, CA, EE.UU), las células se marcaron extracelularmente
usando los siguientes anticuerpos: anti-CD4 brilliant violet 605 (BV605) (clone
GK.1.5) (BioLegend, San Diego, CA, EE.UU), anti-CD8a brilliant ultraviolet 396
(BUV396) (clone 53-6.7) (BD Biocience, San Jose, CA, EE.UU), y anti-CD45
brilliant ultraviolet 737 (BUV737) (clone 30-F11) (BD Biocience, San Jose, CA,
EE.UU). Luego, las células se trataron con 5 pg/ml de brefeldina-A (Invitrogen,
Grand Island, NY, EE.UU) a 37 °C durante 6 horas y se fijaron/permeabilizaron
usando un kit comercial (R&D Systems, Minneapolis, MN, EE.UU). Después, las
células se marcaron intracelularmente usando los siguientes anticuerpos: anti-
RORyt phycoerythrin CF594 (PE CF594) (clone Q31-378) (BD Bioscience, San
Jose, CA, EE.UU), anti-Foxp3 Alexa Fluor 488 (clone 150D) (BioLegend, San
Diego, CA, EE.UU), anti-IL-10 allophycocyanin-Cy7 (APC-Cy7) (clone JES5-16E3)
(BioLegend, San Diego, CA, EE.UU) y anti-IL-17A phycoerythrin-Cy7 (PE-Cy7)
(clone TC11-18H10.1) (BioLegend, San Diego, CA, EE.UU). Las células se
analizaron en un citometro de flujo (LSR Fortessa X-20, Becton Dickinson
Immunocytometry Systems, Franklin Lakes, NJ, EE.UU) con la siguiente estrategia
de identificacion: FSC/SSC, FSC/FSC, live/dead/CD45 y CD4/CD8. Se usaron
anticuerpos control de isotipos para determinar poblaciones celulares negativas.

Los experimentos se realizaron por separado para cada animal.
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Analisis estadistico

Los datos se expresaron como promedio = desviacién estandar. La pérdida 6sea
alveolar se calculd como porcentaje. Los datos de ELISA se calcularon como
pg/ml utilizando una ecuacion logistica de 4 parametros. Los datos de qPCR se
calcularon utilizando el método 222! usando el software StepOne v2.2.2 (Applied
Biosystems, Singapur) y se expresaron como niveles de expresion relativos (fold-
change). Los datos de citometria de flujo se analizaron utilizando el software
WiInMDi v.2.9 (Scripps Research Institute, La Jolla, CA, EE.UU.). Los datos se
analizaron estadisticamente utilizando el software SPSS v22.0 (IBM Corp.,
Armonk, NY, EE.UU). La normalidad de la distribucion de datos se determind con
la prueba de Kolmogorov-Smirnov y las diferencias estadisticas se establecieron
con las pruebas de ANOVA y post-hoc Bonferroni. Los valores de a<0,05 se

consideraron estadisticamente significativos.
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5. RESULTADOS

Resorcion 6sea alveolar

La periodontitis experimental mediante ligadura fue inducida exitosamente, y los
ratones desarrollaron una resorcion 6sea alveolar sustancial alrededor de los
molares superiores 15 dias después de colocada la ligadura (Figura 2A). La
boldina, dependiendo de la dosis administrada, inhibid la resorcion 6sea alveolar
en aquellos ratones periodontalmente afectados (Figura 2B). Cuando se
administraron 10 mg/kg via oral, la resorcion 6Osea alveolar inducida fue
significativamente menor en comparacién con los ratones no tratados. Cuando se
usaron 20 mg/kg de boldina se indujo una resorcion o&sea alveolar
significativamente menor comparada con los ratones no tratados y los tratados
con 10 mg/kg de boldina. Cuando se usaron 40 mg/kg de boldina se indujo una
resorcidn 6sea alveolar significativamente menor en comparacion con ratones no

tratados y los tratados con 10 y 20 mg/kg de boldina.
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Figura 2. Niveles de resorcion 6sea alveolar. A) Imagenes representativas de la
pérdida Osea alveolar utilizando micro-tomografia computarizada (micro-CT)
obtenidas de muestras maxilares de ratones con periodontitis inducida mediante
ligadura, tratados o no tratados con boldina. Se utilizaron ratones sanos sin
ligadura como control. B) Porcentaje de resorcion O0sea alveolar cuantificado
mediante micro-CT en muestras maxilares de ratones con periodontitis inducida
por ligadura tratados o no tratados con boldina. Los datos son representados
como porcentajes de pérdida 6sea alveolar ajustados al grupo control sin ligadura
y se muestran como promedio + desviacion estandar (n= 8). *P < 0,05. Grupo sin
tratar comparado con grupos tratados con boldina (administrada por via oral en
dosis de 10, 20 o 40 mg/kg).

Produccién de RANKL y OPG

Basado en el hallazgo de que la boldina otorga proteccion contra la resorcidén 6sea
alveolar durante la periodontitis experimental y que la diferenciacion y activacion
de osteoclastos depende de los niveles locales de RANKL/OPG, se analiz6 la
produccion de RANKL y OPG en los tejidos periodontalmente afectados (Figura
3). De manera dosis-dependiente, la expresion (niveles de mRNA) y la secrecién
(niveles de proteina) de RANKL fue significativamente menor en los ratones con
periodontitis tratados con boldina que los ratones no tratados (Figuras 3A y 3B).
Por el contrario, se detect6 un aumento en los niveles de OPG expresados y
secretados en los ratones con periodontitis tratados con boldina en comparacion
con los ratones no tratados (Figuras 3A y 3B). Estos cambios resultaron en una
disminuciéon de la razén RANKL/OPG en las lesiones periodontales cuando los

ratones con periodontitis fueron tratados con boldina (Figura 3C).
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Figura 3. Produccion de RANKL y OPG. A) Secrecion de RANKL y OPG en
muestras de fluido crevicular gingival de ratones con periodontitis inducida
mediante ligadura tratados o no tratados con boldina. Se utilizaron ratones sanos
sin ligadura como control. Los datos son representados como pg/ml y se muestran
como promedio *+ desviacion estandar (n= 8). Cada experimento fue realizado por
duplicado. B) Expresion de RANKL y OPG en las lesiones periodontales de
ratones con periodontitis inducida mediante ligadura tratados o no tratados con
boldina. Como referencias de la expresion relativa, las expresiones de los mRNA
de RANKL y OPG en ratones control sin ligadura (c) fueron considerados como 1.
Los datos son representados como expresion relativa de mRNA y se muestran
como promedio + desviacién estandar (n= 8). Cada experimento fue realizado por

duplicado. C) Razén entre los niveles secretados de RANKL y OPG en muestras
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de fluido crevicular gingival de ratones con periodontitis inducida mediante
ligadura tratados o no tratados con boldina. Se utilizaron ratones sanos sin
ligadura como control. Los datos son representados como razén RANKL/OPG y
se muestran como promedio + desviacion estandar (n= 8). *P < 0,05. Grupo sin
tratar comparado con grupos tratados con boldina (administrada via oral en dosis
de 10, 20 o 40 mg/kg).

Expresiéon de citoquinas y factores de transcripcion asociados a linfocitos
Th17y Treg

La resorcidn Osea alveolar y la sobreexpresion de RANKL durante la periodontitis
estd estrechamente asociada al desbalance local Th17/Treg. Por lo tanto, para
evaluar si el efecto inhibidor de la boldina en la pérdida 6sea alveolar y la
activacion de osteoclastos mediada por RANKL estaba relacionado con la
modulacion del desbalance Th17/Treg se analiz la expresion de las citoquinas y
factores de transcripcion asociados a linfocitos Thl7 y Treg en los tejidos
periodontales (Figura 4). De manera dosis-dependiente, la expresion de mRNA
del factor de transcripcion RORyt, asociada con la diferenciacion y funcién de los
linfocitos Th17, fue significativamente menor en los ratones con periodontitis
tratados con boldina que en los ratones no tratados (Figura 4A). Por el contrario,
un aumento dosis-dependiente en la expresion de mMRNA del factor de
transcripcion Foxp3, asociado con la diferenciacion y funcion de los linfocitos Treg
se detectO en los ratones con periodontitis tratados con boldina comparados con
los ratones no tratados (Figura 4B). Ademas, los ratones periodontalmente
afectados que fueron tratados con boldina mostraron una expresion
significativamente menor de mRNA de las citoquinas asociadas a linfocitos Th17
(IL-6, IL-17A, e IL-23) en comparacion con los ratones no tratados (Figura 4C).
Por el contrario, de manera dosis-dependiente los niveles de mRNA de las
citoquinas asociadas a linfocitos Treg (IL-10, IL-35, e TGF-B1) fueron
significativamente mayores en los ratones con periodontitis tratados con boldina

que en los ratones no tratados (Figura 4D).
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Figura 4. Expresion de citoquinas y factores de transcripcion relacionados a
linfocitos Th17 y Treg. A y B) Niveles de expresion relativa de los mRNA de los
factores de transcripcion RORyt (Th17) y Foxp3 (Treg) en las lesiones
periodontales de ratones con periodontitis inducida mediante ligadura tratados o
no tratados con boldina. C y D) Niveles de expresion relativa de los mRNA de las
citoquinas IL-6, IL-17A, y IL-23 (Th17) y IL-10, IL-35 EBI3, y TGF-B1 (Treg) en las
lesiones periodontales de ratones con periodontitis inducida mediante ligadura
tratados o no tratados con boldina. Como referencias para calcular la expresion
relativa de los mMRNA de las citoquinas y los factores de transcripcién, los ratones
control sin ligadura (c) fueron considerados como 1. Los datos son representados
como expresion relativa de mRNA y se muestran como promedio + desviacién
estandar (n= 8). Cada experimento fue realizado en triplicado. *P < 0,05. Grupo
sin tratar comparado con grupos tratados con boldina (administrada por via oral en

dosis de 10, 20 o0 40 mg/kg).

Deteccidn de linfocitos Th17 y Treg




32

Los cambios en el patron Th17/Treg de la respuesta inmune inducida por la
boldina fueron ratificados cuando la frecuencia y el nimero absoluto de los
linfocitos Th17 y Treg fueron analizados dentro de los linfonodos cervicales que
drenan los tejidos periodontales (Figura 5). De manera dosis-dependiente, la
boldina indujo una reduccion significativa en la frecuencia y el nimero de linfocitos
Th17 CD45'CD4'CD8-RORVt'IL-17A" en los ratones periodontalmente afectados
comparados con los ratones no tratados (Figuras 5A y 5C). Curiosamente, la
boldina también indujo un aumento significativo en la frecuencia y el nimero de
linfocitos Treg CD45'CD4'CD8-Foxp3°IL-10" en los ratones periodontalmente

afectados comparados con los ratones no tratados (Figuras 5B y 5D).
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Figura 5. Deteccion de linfocitos Th17 y Treg. Analisis por citometria de flujo
demostrando la presencia de A) Linfocitos Th17 CD45'CD4'CD8-RORytIL-
17A" y B) Linfocitos Treg CD45'CD4"CD8-Foxp3*IL-10" dentro de los linfonodos
cervicales que drenan los tejidos periodontales de ratones con periodontitis
inducida mediante ligadura tratados o no tratados con boldina. Se utilizaron

ratones sanos sin ligadura como control. Numero y frecuencia de C) Linfocitos
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Thi7 CD45'CD4'CD8-RORVyt'IL-17A" y D) Linfocitos Treg
CD45'CD4"CD8-Foxp3*IL-10" dentro de los linfonodos cervicales que drenan los
tejidos periodontales de ratones con periodontitis inducida mediante ligadura
tratados o no tratados con boldina. Se utilizaron ratones sanos sin ligadura como
control. Los datos son representados como numero absoluto y porcentaje de
células Treg o Th17 y se muestran como promedio * desviacién estandar (n= 8).
Cada experimento fue realizado en duplicado. *P < 0,05. Grupo sin tratar
comparado con grupos tratados con boldina (administrada por via oral en dosis de
10, 20 o 40 mg/kg).
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6. DISCUSION

Diversos estudios in vivo indican que la boldina, alcaloide extraido del boldo,
posee propiedades para mitigar condiciones de salud a nivel renal, hepatico,
gastrointestinal, cerebrovascular, cardiovascular, del sistema nervioso y 0seas
(Lanhers y cols., 1991; Ivorra y cols., 1993; Chuli4 y cols., 1996; Ivorra y cols.,
2005; Lopez y cols.,, 2010; Lau y cols.,, 2012; Gémez y Velarde, 2016;
Pandurangan y cols., 2016; De Lima y cols., 2017; Heidari y cols., 2017; Qiu y
cols., 2017; Yi y cols., 2017; Dhingra y Soni, 2018; Moezi y cols., 2019; Boeing y
cols., 2020; Mondal y cols., 2020; Li y cols., 2020; Ezhilarasan vy
Raghunandhakumar, 2021; Shuker y cols., 2022). Esta ultima es objeto de gran
interés para esta investigacion debido a la relacion osteoprotectora de la boldina
en patologias proresortivas de alta prevalencia en la poblacion mundial, como la
artritis reumatoide y la osteoporosis (Wang y cols., 2007; Qiao y cols., 2015; Zhao
y cols., 2017; Chen y cols., 2018). En un modelo experimental animal de artritis
reumatoide inducida por coldgeno, se mostré6 que la boldina administrada de
forma oral inhibi6 la pérdida ésea en el tejido articular subcondral, suprimiendo la
diferenciacion de osteoclastos, promoviendo un aumento en la expresion de los
niveles de OPG y una disminucién en los niveles de expresion de RANKL (Zhao y
cols., 2017). En la misma linea de lo anterior, en un modelo murino de
osteoporosis inducida por deficiencia de estrégeno, se evidencié que la boldina
administrada por sonda gastrica evitd la resorcién 6ésea, lo que podria ser
explicado por la inhibicion en la formacién de osteoclastos al interferir en la
activacion de la via de sefializacion AKT inducida por RANKL durante la
osteoclastogénesis (Chen y cols., 2018). Por su parte, la pérdida ésea patoldgica
durante la periodontitis es producida por la afectacion de los tejidos de soporte
dentario generada por un desequilibrio en la respuesta inmune del hospedero. El
fendmeno disbiotico provocado por los microorganismos subgingivales involucra la
aparicion de bacterias patogénicas particulares que son clave en el inicio y
desarrollo de la enfermedad periodontal (Kinane y cols., 2005; Hajishengallis,

2015; Papapanou y cols., 2018). Las células dendriticas al reconocer las bacterias
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periodonto-patdégenas, presentan los antigenos a los linfocitos T que ejercen un
rol elemental en la modulacion del desequilibrio inmune que provoca la
osteodestruccion (Vernal y cols., 2004; Bostanci y cols., 2007; Vernal y cols.,
2014; Sojod y cols., 2017; Alvarez y cols., 2018; Alvarez y cols., 2019). Dentro de
los fenotipos linfocitarios asociados con la patogenia de la enfermedad periodontal
la respuesta de los linfocitos Th1l7 se encuentra en mayor actividad durante la
periodontitis e influye en el metabolismo 6seo al inducir la osteoclastogénesis
mediante la produccion directa de RANKL, e indirecta al secretar IL-17A (Kawai y
cols., 2005; Yang y cols., 2008; Han y cols., 2013) promoviendo la sobre-
expresion de RANKL en fibroblastos, osteoblastos y macréfagos (Boyle y cols.,
2003; Vernal, Dutzan, y cols., 2006; Cheng y cols., 2014).

En el presente trabajo de investigacion se sometié a estudio el efecto de la
administracion por sonda gastrica de boldina en el desbalance inmune Th17/Treg
y RANKL/OPG, y la resorcion Osea alveolar de ratones con periodontitis
experimental inducida mediante la colocacion de ligadura en los segundos
molares superiores. De acuerdo a los resultados obtenidos se desprende que la
boldina administrada de forma dosis-dependiente mejoré la condicion periodontal
al inhibir la pérdida 6sea en los tejidos periodontales analizados de los ratones
con periodontitis inducida mediante ligadura, que se relaciona con la modulacion
inmune del desequilibrio linfocitario Th1l7 y Treg, y podria ser explicado por la
variacion en los niveles de expresion local de RANKL/OPG en los tejidos
periodontales, resultando en la atenuacién de la via de sefializacion RANKL/OPG
determinante de la resorcion 6sea mediada por osteoclastos. En ese contexto, la
boldina como agente terapéutico osteoprotector en un modelo animal de
periodontitis inducida por ligadura, demostrado en esta investigacion al inhibir la
resorcion 0sea a nivel periodontal, también podria ser explicado por la implicancia
del alcaloide en esta modulacion del desequilibrio linfocitario Th17/Treg que
determina la actividad osteoclastica mediada por RANKL al favorecer de forma
dosis-dependiente una respuesta Treg aumentada en linfonodos cervicales que
drenan los tejidos periodontales expresada en la disminucion significativa en
frecuencia y nimero de los linfocitos Th17 CD45'CD4'CD8-RORyt'IL-17A", en
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comparaciéon con los ratones no tratados con boldina. Al contrario, la
administracion de boldina dosis-dependiente suprime de forma dosis-dependiente
la respuesta Th1l7. En este trabajo de investigacion se analiz6 el efecto inhibidor
de la boldina en la resorcién Osea alveolar de la periodontitis, asociado con la
modulacion inmune de RANKL durante la formacion de osteoclastos. Nuestros
hallazgos mostraron que la boldina administrada de forma dosis-dependiente esta
relacionada con la modulacién del desbalance de linfocitos Th17/Treg, lo que
podria ser explicado por los datos obtenidos en la expresion de citoquinas y
factores de transcripcion caracteristicos de los perfiles linfocitarios Thl7 y Treg.
En efecto, este estudio demostré que la boldina indujo en los tejidos periodontales
de los ratones tratados con esta una disminucion significativa de la expresion del
factor de transcripcion RORyt asociado al perfil de linfocitos Thl7, en
comparacion con los ratones no tratados. De manera contraria, en los ratones
tratados con boldina se encontré un incremento dosis-dependiente en la expresion
del factor de transcripcion Foxp3 asociado al perfil linfocitario Treg, en contraste
con los ratones no tratados. Por su parte, el efecto de la boldina en la expresion
de citoquinas asociadas a linfocitos Th17 y Treg también se vio reflejado en los
ratones tratados, demostrando que la administracién oral del alcaloide redujo
significativamente la expresion de citoquinas IL-6, IL-17A e IL-23 (asociadas a
linfocitos Th17) y aument6 significativamente la expresion de citoquinas IL-10, IL-
35 e TGF-B1 (asociadas a linfocitos Treg) en los tejidos periodontales de ratones

tratados, en comparacion con los no tratados.

La osteoinmunologia investiga los procesos celulares y moleculares
involucrados en la ostedlisis inflamatoria que desencadena la destruccion Osea
alveolar (Gruber, 2019). La interaccion entre las células del sistema inmune juega
un rol elemental en los procesos catabdlicos de pérdida 6ésea, como también en
los procesos fisiologicos involucrados en la remodelacion y regeneracion 0sea. En
este Ultimo, las células T yd pueden desempenar funciones tisulares regenerativas
(Witherden y cols., 2012). Estas células proliferan en los sitios de dafio tisular y
son productoras de IL-17A, citoquina que es producida en altos niveles después

del dafo tisular 6seo y que promueve la regeneracion Osea al acelerar la
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osteoblastogénesis mediante sus efectos sobre las células mesenquimales (Ono y
cols., 2016). Segun los resultados de la presente investigacion, la boldina logro
reducir el rol catabdlico de los linfocitos Th17 durante la pérdida 6sea alveolar
periodontal a través de la modulacion del desequilibrio inmune RANKL/OPG y de
la actividad de osteoclastos mediada por RANKL. Considerando lo anterior, es
probable suponer entonces que boldina podria ejercer un rol anabdlico a nivel
0seo, al estar eventualmente involucrado en la funcion y diferenciacion de
osteoblastos, pudiendo ser de utilidad en los fendmenos de remodelacion y
regeneracion 0sea, y una alternativa viable en la actualidad para hacer frente al
desafio de resolver las secuelas clinicas de la enfermedad periodontal, que es la

destruccion patolégica de los tejidos de soporte dentario.

La presente investigacion analiz6 el efecto de la administracion oral de
boldina en un modelo experimental animal, dando como resultado una inhibicién
en la pérdida 6sea patologica durante la periodontitis inducida mediante ligadura.
El mecanismo por el cual la boldina modula el desequilibrio inmune no fue parte
de esta investigacién. Por tanto, es pertinente desarrollar mas estudios para
profundizar el rol de la boldina en la inhibicion de la resorcién 6sea, identificando
los procesos moleculares asociados a la expansion de la respuesta inmune Treg y

la supresion de la respuesta inmune Th17 en los tejidos periodontales.

Finalmente, dentro de las consideraciones y limitaciones de esta
investigacion, esta la necesidad de administracion diaria de la boldina, debido a
que si bien posee una rapida absorcién tiene una vida media baja. Otra
consideracion importante de la boldina es que a partir de una concentracién de 65
mg/kg es toxica, lo que sugiere que se deban realizar investigaciones que
minimicen sus riesgos (Alvarez., 2015). En este estudio trabajamos con ratones
inmunocompetentes, por lo cual, para hacer mas expedito el eventual paso a una
terapéutica aplicada en seres humanos se deberia considerar avanzar a la
incorporacion de células humanas en la respuesta inmune de los ratones. Otra
consideracion relevante a destacar, es que en esta investigacion se utilizaron

muestras animales de los tejidos de soporte dentario de los segundos molares



39

maxilares. Para ampliar el espectro terapéutico de la boldina hacia el territorio
maxilofacial se sugiere incluir en estudios posteriores el analisis de la
administracion de boldina y su repercusion clinica en la articulacion

temporomandibular y en lesiones periapicales.
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7. CONCLUSIONES

Sobre la base de los datos obtenidos de esta investigacion podemos concluir que
la administracion oral de boldina mejora la condicién periodontal de los ratones
con periodontitis inducida mediante ligadura. En particular, boldina inhibe la
resorcion 6sea alveolar, disminuye la razon RANKL/OPG, disminuye la expresion
de RORyt, IL-6, IL-17A y IL-23 e incrementa la expresion de Foxp3, IL-10, IL-35
EBI3 y TGF-B1 vy, finalmente, disminuye el nimero de linfocitos Th1l7 y aumenta el
de linfocitos Treg en los tejidos periodontales, en comparacion a los ratones con

periodontitis sin tratamiento.
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