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1. RESUMEN

Introduccion: La periodontitis es una enfermedad inflamatoria crénica causada por
la sinergia polimicrobiana y la disbiosis de la microbiota subgingival. Esta se
caracteriza por la destruccion progresiva de los tejidos periodontales, que lleva
eventualmente a la pérdida de los dientes. La patogenia de esta enfermedad se
encuentra asociada fundamentalmente a la expresion de factores proinflamatorios
y osteodestructivos durante la respuesta inmune periodontal. Por un lado, se
encuentra aumentada la actividad proinflamatoria y osteodestructiva de los linfocitos
T colaboradores, principalmente los linfocitos T colaboradores tipo 17 (Th17); y por
otro lado, se encuentra disminuida la actividad inmunoreguladora y osteoprotectora
de los linfocitos T reguladores (Treg). Este desbalance Th17/Treg favorece la
resorcion O0sea patoldgica, debido al incremento de la razon RANKL/OPG vy la
consecuente activacion de los osteoclastos. En este contexto, la interleuquina (IL)-
35, citoquina producida por los linfocitos Treg, y que interactla con receptores
comunes con IL-6, es capaz de cumplir una serie de funciones inmunoreguladoras,
como inhibir la proliferacion y actividad de linfocitos T, inducir la expansion y
activacion de los linfocitos B reguladores y estimular la expansién y diferenciacion
de una subpoblacion recientemente descrita de Treg, denominada iTr35. Estos
linfocitos iTr35 tienen como particularidad producir especificamente IL-35; no

obstante, el rol de IL-35 en la periodontitis aiin no ha sido determinado.

Materiales y Métodos: Se analizo el efecto de IL-35 durante la resorcion 6sea en
un modelo animal de periodontitis experimental, mediante la inoculacion local o
sistémica de IL-35 en distintas concentraciones. Se cuantifico la magnitud de la
resorcion 0sea en los huesos maxilares mediante microtomografia computarizada
(micro-CT). Ademas, se analiz6 la expresion de mRNA de RANKL, OPG, IL-6 e IL-
35 y de los receptores IL-6R, gpl30, WSX-1 e IL-12RB2 en las lesiones
periodontales mediante gPCR. Finalmente, se detectd la presencia de linfocitos

Th17 y Treg en los linfonodos cervicales mediante citometria de flujo.



Resultados: Los ratones inoculados con IL-35 presentaron menores niveles de
resorcion 0sea alveolar, menores niveles de expresion de IL-6 y sus receptores, y
una disminucion de la expresion y produccion de RANKL. Ademas, presentaron
mayores niveles de expresion de IL-35, de sus receptores no comunes con IL-6 y
de OPG. Por otra parte, se detectd menor presencia de células Th1l7 y una mayor

presencia de Treg.

Conclusiones: La inoculacion con IL-35 inhibe la resorcion Osea y los niveles de
RANKL/OPG. Ademas, IL-35 lleva a la menor deteccion de linfocitos Th17 y mayor

deteccién de linfocitos Treg en las lesiones periodontales.



2. MARCO TEORICO

2.1 Introduccién

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria cronica cuya causa es la sinergia
polimicrobianay la disbiosis de la microbiota subgingival (Hajishengallis, 2015). Ante
estos cambios microbiologicos, el hospedero responde desencadenando una
respuesta inmune desregulada (Alvarez y cols., 2019). A su vez, esta respuesta
inmune desregulada causa la destruccion de los tejidos de soporte de los dientes,
en especial la resorcion de hueso alveolar, y eventualmente la pérdida de los dientes
(Alvarez y cols., 2019). Clinicamente, la periodontitis se manifiesta con la pérdida
de insercion clinica y la formacion de sacos periodontales, como consecuencia
directa de la resorcidn 0sea alveolar (Alvarez y cols., 2019). Ademas, la periodontitis
se asocia a una serie de afecciones sistémicas con componente inflamatorio, como
las enfermedades cardiovasculares, la diabetes mellitus y la artritis reumatoide (Kirst
y cols., 2015).

Aunque las bacterias que conforman la microbiota subgingival son
necesarias para el inicio y progresion de la periodontitis y pueden causar, en parte,
dafio directo en los tejidos periodontales, la patogenia de la enfermedad se asocia
principalmente a la respuesta inmune desregulada del hospedero en respuesta a la
disbiosis de la microbiota subgingival (Hajishengallis, 2015). En este contexto, los
linfocitos T colaboradores tipo 17 (Th17) juegan un rol central en la patogenia de la
periodontitis (Chen y cols., 2016). Los linfocitos Th17 promueven la resorcion ésea
alveolar mediante la produccion de citoquinas proinflamatorias como la
interleuquina (IL)-6 e IL-17A, las que inducen en osteoblastos y células estromales
la expresion del factor promotor de la osteoclastogénesis, denominado ligando del
receptor activador del factor nuclear kB (RANKL) (Okamoto y cols., 2017). Ademas,
los linfocitos Th17 son capaces de inducir directamente la osteoclastogénesis, al
producir la forma secretada de RANKL, con efecto paracrino en los tejidos
periodontales (Kikuta y cols., 2013; Vernal y cols., 2006). Por otro lado, los linfocitos

T reguladores (Tregs) participan en el control homeostatico de la respuesta inmune



mediante la produccion de citoquinas antinflamatorias, tales como IL-10 e IL-35, las
gue inhiben la actividad de los linfocitos Th17 y, en consecuencia, la diferenciacion
de los osteoclastos y su actividad osteolitica periodontal (Alvarez y cols., 2018;

Bozec y cols., 2018).
2.2 Periodontitis, respuestainmune y resorcion 0sea alveolar

Existe una regulacion bidireccional entre el sistema inmune y el sistema 6seo. Por
ejemplo, la médula ésea alberga a los precursores y promueve la diferenciacion de
las células inmunes (Okamoto y cols., 2017) y las moléculas expresadas por las
células inmunes afectan directamente el balance fisiolégico entre la aposicion y
resorcion ésea (Ponzetti y Rucci, 2019). Entre estas moléculas, RANKL es esencial
para la diferenciacion, activacion y sobrevida de los osteoclastos periodontales
(Ponzetti y Rucci, 2019). En cambio, la molécula osteoprotegerina (OPG), el
receptor sefiuelo soluble de RANKL, impide la union de RANKL a su receptor RANK
Y, en consecuencia, la diferenciacion y activacién de los osteoclastos (Kanzaki y
cols., 2016). Asi, el equilibrio RANKL/OPG regula directamente la resorcién dseay,
en parte, estos mediadores son producidos por las células inmunes (Kanzakiy cols.,
2016).

Durante la periodontitis, el balance RANKL/OPG se encuentra alterado,
debido a un aumento en los niveles locales de RANKL; asi como, también de
citoquinas proinflamatorias que promueven su expresion, entre ellas IL-6 e IL-17A
(Cochran, 2008). En respuesta a este desbalance, también aumenta la produccion
de citoquinas antinflamatorias, con el propdsito de controlar el proceso inflamatorio;
sin embargo, su actividad no logra compensar la actividad de las citoquinas
proinflamatorias, lo que resulta en el incremento de la actividad de los linfocitos Th17
por sobre los Treg y, de esta manera, se establece un desbalance Th17/Treg

periodontal osteodestructivo (Collison y cols., 2010; Kuo y cols., 2011).



2.3 Rol de IL-6 y linfocitos Th17 en la periodontitis

IL-6 es una citoquina producida en respuesta a las infecciones y al dafio tisular,
esencial para la diferenciacion y proliferaciéon de los linfocitos Th17 (Kimura y
Kishimoto, 2010). Durante la masticacion, se genera un dafio mecanico fisiolégico
gue induce la produccion de IL-6 y que favorece la acumulacion de linfocitos Th17
en los tejidos periodontales (Dutzan y cols., 2017). En pacientes afectados de
periodontitis, los niveles de IL-6 presentes en el fluido crevicular gingival, la saliva 'y
la sangre aumentan, lo que se asocia a mayores niveles de resorcién ésea (Limay
cols., 2019; Machado y cols., 2018). Ademas, la sobreexpresion de IL-6 impide la
diferenciacion de los linfocitos T naive a Treg, y provoca la inestabilidad fenotipica
de los linfocitos Treg ya diferenciados, promoviendo su transdiferenciacion hacia
linfocitos Th17 productores de RANKL, lo que incrementa la resorcion ésea

patolégica durante la periodontitis (Dutzan y cols., 2012; Tsukasaki y cols., 2018).

Durante la presentacién antigénica, la diferenciacion de los linfocitos Th17 a
partir de linfocitos T naive requiere la sefalizacion de IL-6 via el receptor IL-6R y
gp130 presentes en la membrana celular, formando el complejo IL-6/IL-6R/gp130,
el que induce la expresion de RORyt, un factor de transcripcién maestro que regula
la diferenciacion y actividad de los linfocitos Th17 y, en consecuencia, la produccion
de IL-17A y RANKL (Kimura y Kishimoto, 2010).

2.4 1L-35y linfocitos iTr35

IL-35 es una citoquina inmunoreguladora producida principalmente por los linfocitos
Treg y reconocida como un potente supresor de los linfocitos T efectores, entre
ellos, los linfocitos Th17 (Collison y cols., 2010). IL-35 es un heterodimero formado
por las subunidades IL-12p35 y Ebi3 (Choi y cols., 2015), y pertenece a la familia
de la IL-6 e IL-12 (Garbers y cols., 2012), cuya accion es critica para la generacién
de los linfocitos iTr35 (por su nombre en inglés: IL-35-producing regulatory T cells).
Los iTr35 son una subpoblacion de linfocitos T reguladores caracterizada por la
produccion exclusiva de IL-35 como mecanismo inmunoregulador, pero que

depende la sefializacion de IL-35 mediante el receptor heterodimérico, conformado



por IL-12RB2 y gp130, la que induce la expresion de Fopx3 y Ebi3 y, en

consecuencia, la produccién autologa de IL-35 (Collison y cols., 2012).

Entre los efectos de IL-35, se ha descrito que es capaz de inhibir la
diferenciacion de los linfocitos Th17 y la produccién de IL-17A mediante la inhibicion
de la expresion de RORyt (Niedbala y cols., 2007; Okada y cols., 2017). Por otro
lado, reportes recientes han sugerido que IL-35 podria desempefiar un rol regulador
sobre el balance RANKL/OPG, pudiendo inhibir la resorcién Osea patoldgica
(Collison y cols., 2010; Kuo y cols., 2011; Sakkas y cols., 2018). En este contexto,
durante la periodontitis, los niveles de IL-35 se encuentran aumentados y se
propone que pudiera tener un potencial rol protector, al actuar como un regulador
de la respuesta proinflamatoria (Jin y cols., 2017). Sin embargo, no se ha descrito
la presencia o el posible rol que desempefiarian los linfocitos iTr35 en la

periodontitis.
2.5 Receptores y sefializacion de IL-35 e IL-6

IL-35 inicia su sefalizacion mediante la unién a distintos receptores formados por
los homodimeros gp130/gp130 e IL-12RB2/IL-12RB2 y los heterodimeros gp130/IL-
12RB2, gp130/WSX-1 e IL-12RB2/WSX-1 (Floss y cols., 2017). Entre las
subunidades que forman homodimeros, gp130 es una proteina que se expresa de
manera ubicua y funciona principalmente como unidad de transduccion de sefal
para las citoquinas de la familia de IL-6 (Cron, 2016), y que al unirse con IL-35 en
los linfocitos T, inhibe su proliferaciéon (Huang y cols., 2017; Ma, 2016). Por otro
lado, IL-12R[B2 es parte del receptor de IL-12 cuando se asocia con IL-12RB1, y se
expresa principalmente en linfocitos T y células natural killer activadas (Fauconnier
y cols., 2012) y, de igual manera, al unirse a IL-35, inhibe la proliferacion de linfocitos
T (Ma, 2016; Huang y cols., 2017). Por otro lado, la sefalizacion de IL-35 mediante
el receptor heterodimerico, gpl30/IL-12RB2 regula de manera exclusiva la
diferenciacion de los linfocitos iTr35 y la produccion de IL-35; mientras que cuando
se une a IL-12RB2/WSX-1, induce la expansion y activacion de los linfocitos B

reguladores (Breg) (Huang y cols., 2017; Ma, 2016).



La citoquina IL-6 sefializa mediante el receptor IL-6R, el cual presenta dos
formas: mIL-6R, unido a membrana, y sIL-6R, en forma soluble (Crony cols., 2016).
Cuando IL-6 se une a IL-6R, el complejo IL-6/IL-6R activa la via gp130 (Garbers y
cols., 2012). De este modo, el complejo IL-6/IL-6R/gp130 promueve la activacion de
los factores de transcripcion STAT1y STAT3 (Ma, 2016) y en conjunto con TGF-31
inducen la expresion de RORyt provocando la diferenciaciéon de linfocitos Th17 y la
produccion de IL-17A y RANKL (Kimura y Kishimoto, 2010).

2.6 Planteamiento del problema cientifico

Es relevante destacar que, a pesar de sus diferentes funciones, IL-6 e IL-35
pertenecen a la misma familia de citoquinas, junto con IL-27 e IL-39 (Garbers y cols.,
2012). Recientemente, se ha reportado que IL-35 es capaz de inhibir la produccién
de IL-6 e IL-8 en células del ligamento periodontal estimuladas con IL-17A (Shindo
y cols., 2019). Ademas, algunos de los receptores de IL-35 también pueden
interactuar con IL-6, por lo que es plausible que compitan por la union a éstos (Floss
y cols., 2017; Garbers y cols., 2012). Asi, la subunidad Ebi3 de IL-35 puede
sefalizar, al igual que IL-6, via gp130, pudiendo suprimir la unién de sIL-6R e inhibir
la trans-sefalizacion de IL-6 (Chehboun y cols., 2017), lo que podria impedir la
diferenciacion de los linfocitos Th17. Por lo tanto, es posible sugerir que IL-35 tiene
un rol en la regulacion de la accion de IL-6 sobre los linfocitos T; es decir, la
concentracion local de IL-6 o de IL-35 podria favorecer la union de éstos a sus
receptores respectivos y ejercer efectos contrarios, perpetuando la inflamacion y la
resorcion O0sea en el caso de IL-6, o regulando la inflamacion e inhibiendo la

resorcion 6sea en el caso de IL-35.

Los niveles tanto de IL-6 como de IL-35 se encuentran incrementados en los
tejidos periodontales de pacientes afectados por periodontitis (Carrillo de Albornoz
Sainz y cols., 2006; Késeoglu y cols., 2015; Mitani y cols., 2015); sin embargo, los
niveles de IL-6 son significativamente mayores que IL-35 (Lin y cols., 2005). Esto
podria favorecer su unién a los receptores que comparten y, asi, suprimir de manera

importante la funcion inmunoreguladora de IL-35.



Por otro lado, no existe claridad sobre los niveles de expresion de los
receptores a los que se unen IL-35 e IL-6 en los tejidos periodontales, o si la
proporcion de éstos podria afectar su union a IL-6 o IL-35 durante la periodontitis.
Por lo tanto, el aumento de los niveles locales de IL-35 por sobre los de IL-6 podria
favorecer su efecto inmunoregulador y osteopreotector, promoviendo la
diferenciacion de los linfocitos iTr35 y, en consecuencia, inhibiendo la resorcion
Osea alveolar durante la periodontitis. En consecuencia, en el presente trabajo de
investigacion se analiz6 el efecto de la inoculacion de IL-35 en la resorcion 6sea
alveolar y en la respuesta inmune mediada por los linfocitos Th17 e iTr35, usando

un modelo animal de periodontitis experimental.



3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 Hipotesis

Durante la periodontitis, IL-35 inhibe la resorcion Osea alveolar, disminuye los
niveles de IL-6 y la expresion de sus receptores especificos e incrementa el nUmero

de los linfocitos iTr35.

3.2 Objetivo general

En un modelo animal de periodontitis experimental, analizar el efecto de IL-35 sobre
la resorcion ésea alveolar, los niveles periodontales de RANKL, OPG, IL-6 e IL-35,
la expresion de los receptores IL-6R, gpl130, WSX-1 e IL-12RB2, y el numero de
linfocitos iTr35 y Th17.

3.3 Objetivos especificos

1. Cuantificar la resorcién 0sea alveolar en animales con periodontitis tratados o
no con IL-35, mediante la cuantificacién del area de resorcion 6sea por micro-

tomografia computarizada (micro-CT).

2. Cuantificar los niveles de expresion de RANKL, OPG, IL-6 e IL-35, y de los
receptores IL-6R, gp130, WSX-1 e IL-12R[B2, en las lesiones periodontales de
animales afectados de periodontitis tratados o no con IL-35.

3. Cuantificar el nimero de linfocitos Th17 e iTr35 en las lesiones periodontales
de animales con periodontitis tratados o no con IL-35, mediante citometria de

flujo.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Tipo de estudio
Experimental in vivo.
4.2 Animales

Se utilizaron 48 ratones C57BL/6 de 8 semanas de edad disponibles en la
Plataforma Experimental Bioterio de la Facultad de Odontologia, Universidad de
Chile. Todos los procedimientos se realizaron siguiendo las pautas del “Council of
the American Psychological Society 1980”y las recomendaciones de la “American
Veterinary Medical Association”. El protocolo de experimentacion (Protocolo
#061601) fue aprobado por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de
Animales de la Universidad de Chile (Anexo 1). Ademas, el estudio fue aprobado en
su totalidad por el Comité de Bioseguridad de la Facultad de Odontologia,
Universidad de Chile (Anexo 2).

4.3 Periodontitis experimental

La induccién de la periodontitis se realiz6 usando el método de ligadura (Abe y
Hajishengallis, 2013). Los animales se anestesiaron con 100 pL de ketamina 10% y
de xilacina 2% via intraperitoneal, luego se colocaron sobre un soporte de fijacion y
apertura oral especificamente disefiado y, finalmente, se atdé una sutura de seda
negra 5-0 alrededor de los segundos molares maxilares en posicion yuxtagingival,
sin afectar a los tejidos periodontales (Fine Science Tools, CA, EE. UU.). Al dia 15
posterior a la colocacion de las ligaduras, los animales se eutanasiaron mediante

sobredosis de anestesia y se obtuvieron las muestras bioldgicas.
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4.4 Inoculaciéon con IL-35

La citoquina IL-35 se administr6 de manera intragingival o intraperitoneal, 1 vez al
dia, dia por medio, durante 15 dias, usando jeringas 26s de 5 pL. Asi, se
establecieron los siguientes grupos experimentales: administracion intragingival de
1 ng/uL (IL-35igl1), 10 ng/uL (IL-35ig10) o 100 ng/puL (IL-35ig100) de IL-35, o
administracion intraperitoneal de 2 pug/pL de IL-35 (IL-35ip2). Las dosis de IL-35 se
establecieron sobre la base de antecedentes (Niedbala y cols., 2007). Como
controles, se analizaron animales con periodontitis sin tratamiento con IL-35 y

animales sin periodontitis.
4.5 Cuantificacion de laresorciéon 6sea alveolar

Se obtuvieron los maxilares y se escanearon mediante microtomografia
computariza (micro-CT) para la cuantificacion del volumen o6seo perdido
(Monasterio y cols., 2018). Para esto, en un equipo micro-CT (SkyScan 1278,
Bruker, Kontich, Bélgica), las muestras se analizaron usando siguientes parametros:
59 kV, 588 pA y rotacion de 0,5° y 360° de rango angular. Las muestras se
escanearon en los tres planos espaciales y las imagenes digitalizadas 3D se
generaron utilizando un algoritmo de haz cénico modificado y un software de
reconstruccion (Dataviewer software, Bruker, Kontich, Bélgica). Todos los datos
fueron recolectados por un unico observador, el que estuvo ciego a las condiciones

experimentales de las muestras.

4.6 Expresion de RANKL, OPG, de las citoquinas IL-6 e IL-35, y de los
receptores IL-6R, gp130, WSX-1 e IL-12RB2 en las lesiones periodontales

Los niveles de expresion de los mRNAs de RANKL, OPG, IL-6, IL-35 (p35 y Ebi3),
IL-6R, gpl130, WSX-1 e IL-12RB2 se analizaron mediante gPCR. Para esto, se
obtuvieron biopsias de las lesiones periodontales y se homogenizaron
inmediatamente en 1 ml de TRIzol Plus (Invitrogen Corp., Barcelona, Espaiia), para
la obtencion del RNA total usando un protocolo previamente estandarizado

(Monasterio y cols., 2018). Para la extraccion del RNA, las muestras ya
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homogeneizadas fueron incubadas en 1 ml de TRIzol Plus por 10 minutos a 4°C,
para luego agregar 200 uL de cloroformo y ser nuevamente incubadas a 4°C durante
10 minutos, bajo agitacion vigorosa. Luego, las muestras fueron centrifugadas a
12.000 xg durante 20 minutos, y la fase acuosa se transfirié a un vial eppendorf libre
de RNAasas, para lavar el RNA citoplasmético total obtenido con 1 mL de etanol al
75%. Finalmente, el RNA purificado se resuspendié en 10 uL de agua milli-Q libre
de RNAasas y se cuantific6 en un espectrofotdmetro (Synergy HT; BioTek
Instruments, Inc., Winooski, VT, EE. UU.). La primera hebra de ADNc se sintetizo
utilizando 1 ug de ARN total con un kit de transcripcion reversa, siguiendo las
instrucciones del fabricante (SuperScript Ill; Invitrogen, Grand Island, NY, EE. UU.).
Para la amplificacion con partidores especificos (Tabla 1) se utilizaron 10 ng de
cDNA. EIl protocolo de amplificacién consistié en los siguientes pasos: un primer
ciclo de 95°C por 3 minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C por 3 segundos y 60°C
por 30 segundos. Para la deteccion de productos inespecificos y de amplificacion
de falsos positivos, se realizé una curva de melting que consistio en ciclos de 95°C
por 15 segundos, 60°C por 1 minuto y 95°C por 15 segundos. Como control
enddgeno, se cuantificaron los niveles de expresion de la subunidad rRNA 18S.

Tabla 1. Partidores utilizados para la amplificacion mediante qPCR.

Blanco Partidor Forward Partidor Reverse
IL-6 TGATGGATGCTACCAAACTGG TTCATGTACTCCAGGTAGCTATGG
OPG ATGAACAAGTGGCTGTGCTG CAGTTTCTGGGTCATAATGCAA
RANKL TGAAGACACACTACCTGACTCCTG |CCCACAATGTGTTGCAGTTC

IL-35 (p35) CATCGATGAGCTGATGCAGT GCAGAGCTTCATTTTCACTCTGT
IL-35 (Ebi3) GCTCCCCTGGTTACACTGAA ACGGGATACCGAGAAGCAT
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L-6R AACAACAAACCAAACGTGGAG TCGCACTTGAAATACATACTTGC
Gp130 GAATCGGACCCACTTGAGAG GCGAATACGGGAGTTACTGTG
WSX.1 TCAGAAATACCATCCCAATAGAGTC | GGAATGGTCACCCAACTCTG
IL-12RB2 GTGATTCCTCTTGGGTCAGC ACAGCCTTGCTTGGGATTC
18STRNA | GCAATTATTCCCCATGAACG GGGACTTAATCAACGCAAGC

4.7 Deteccion de linfocitos Th1l7 e iTr35

Para la obtencion de las células de los linfonodos cervicales que drenan las lesiones
periodontales, se utilizé un filtro de 70 um en buffer fosfato salino (PBS) y se
cuantificaron en un contador de células automatico (LUNA II; Logos biosystems,
Inc., Annandale, VA). Luego, las células se lavaron e incubaron con la tincion de
viabilidad Zombie UV por 30 minutos para caracterizar sélo células vivas, para luego
ser marcadas extracelularmente con los siguientes anticuerpos monoclonales
conjugados a fluorocromos: anti-CD3 conjugado a brilliant violet 711 (BV 711), anti-
CD4 conjugado a brilliant violet allophycocyanin-Cy7 (APC-Cy7), anti-CD8
conjugado a brilliant ultraviolet 396 (BUV 396), anti-CD25 conjugado a
allophycocyanin (APC), anti-CD45 conjugado a brilliant violet 421 (BV 421), y anti-
RANKL conjugado a phycoerythrin (PE), a 4°C por 30 minutos. Posteriormente, las
células se trataron con 50 ng/ml de Phorbol-12-myristate 13-acetate (PMA) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.), 1 pg/ml de lonomicina (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EE. UU.), y 3 ug/mL de Brefeldina A (Invitrogen, Grand Island, NY), y se
incubaron a 37°C por 4 horas. Previa permeabilizacion celular usando una solucion
de lavado/permeabilizacion por 45 minutos a 4°C, las células fueron marcadas
intracelularmente con los siguientes anticuerpos monoclonales para identificar los
factores de transcripcion: anti-Foxp3 conjugado a fluoresceina-5-isotiocianato
(FITC) y anti-RORyt conjugado a phycoerythrin CF594 (PE CF594); y para las

citoquinas con los anticuerpos anti-IL-35 (anti-Ebi3) conjugado a allophycocyanin
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700 (APC 700) y anti-IL-17A conjugado a phycoerythrin-Cy7 (PE-Cy7). Para los
analisis de citometria se utilizé un citdmetro de flujo (LSR Fortessa X-20; Becton
Dickinson Immunocytometry Systems, Franklin Lakes, NJ, EE.UU.), usando
ventanas de andlisis secuenciales de acuerdo a la dispersion frontal y lateral
(FS/SS), viabilidad celular y los marcadores extracelulares, donde las células
CD45*CD3*CD4*CD8 RORyt*IL17A* se consideraron como linfocitos Thl7 y las
células CD45*CD3*CD4* CD8 CD25*Foxp3*IL35* se consideraron como linfocitos
iTr35.

4.8 Analisis estadisticos

Los datos se analizaron estadisticamente utilizando el software SPSS 22.0 (IBM
Corp., Armonk, NY, EE. UU.). Se determind la normalidad de la distribucion de datos
utilizando la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Las diferencias entre las distintas
condiciones experimentales se analizaron con la prueba ANOVA y post-hoc de
Bonferroni. Un valor de p < 0,05 fue considerado estadisticamente significativo.
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5. RESULTADOS
5.1 Resorcion 6sea alveolar

En la Figura 1 se muestran las imagenes obtenidas mediante micro-CT de maxilares
de los animales afectados por periodontitis inducida por ligadura (1a, 1b, 1c, 1d, 1le)
que fueron inoculados o no con IL-35 (1b, 1c, 1d, 1le), y animales no inducidos (1f).
Los animales que fueron inoculados con IL-35 presentaron un &rea menor de
resorcion 6sea, de manera dependiente de la dosis. El grupo que recibi6 la dosis
mas concentrada de 100 ng/uL presentd una reabsorcion dsea significativamente
menor en comparacion con el grupo no inoculado (Figura 2). Ademas, el area de
resorcion Osea fue similar entre los animales que recibieron IL-35 intraperitoneal
(1b) y la menor dosis de IL-35 intragingival (1c), de la misma manera, el area de

resorcion fue significativamente menor en comparacion con el grupo de animales

afectados por periodontitis no inoculados con IL-35 (Figura 2).

Figura 1. Resorcién Osea alveolar. Imagenes representativas de micro-CT de ratones afectados
de periodontitis, donde se presentan los siguientes grupos: a) Periodontitis (no inoculados), b)
animales inoculados via i.p. con IL-35 2 ug /100 yL, animales inoculados via i.g. con IL-35, ¢) 1 ng/uL,

d) 10 ng/uL, e) 100 ng/uL) y f) animales no inducidos.
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Figura 2. Cuantificacion del area 6sea perdida. Area de pérdida de hueso alveolar de ratones
afectados de periodontitis en los siguientes grupos: Periodontitis (no inoculados), animales
inoculados via i.p. con IL-35 2 ug /100 yL, animales inoculados via i.g. con IL-35 (1 ng/uL, 10 ng/pL,
100 ng/uL) y animales no inducidos (n.i), cuantificados mediante micro-CT. Los datos son
presentados como uym? y se muestran como media + desviacién estandar (DE) de 8 experimentos

independientes. *p < 0,05.

5.2 Niveles de expresion de mRNA de RANKL, OPG, las citoquinas IL-6 e IL-
35, y de los receptores IL-6R, gpl130, WSX-1 e IL-12RB2 en las lesiones

periodontales.

Se detecto una disminucion significativa de los niveles de expresion de RANKL, de
manera dependiente de la dosis, en las lesiones periodontales de los animales
afectados por periodontitis que fueron inoculados con IL-35, en comparacion con
los que no fueron inoculados (Figura 3a). Por el contrario, los niveles de OPG
aumentaron significativamente, de manera dependiente de la dosis, en los animales

inoculados con IL-35, en comparacion con los no inoculados (Figura 3b).
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Figura 3. Niveles de expresion de RANKL y OPG. Expresion de mRNA de RANKL y OPG en
lesiones periodontales de animales afectados de periodontitis no inoculados, con inoculacion i.p. de
IL-35 2 pg /100 L, inoculacién i.g. de IL-35 (1 ng/pL, 10 ng/uL, 100 ng/pL) y animales no inducidos
(n.i.). Para la expresion relativa, la expresion de RANKL y OPG en los animales no inducidos (n.i.)
fue considerada como “1”, siendo referencia de fold-change de la expresion. Los datos son
presentados como mRNA fold change y se muestran como media + DE de 8 experimentos
independientes. *p < 0,05, **p <.01 y ***p <.001.

En relacion con la expresion de IL-6 e IL-35, ambas citoquinas se vieron
afectadas por la inoculacién de IL-35. IL-6 disminuyd significativamente su
expresion (Figura 4a) en los animales inoculados, y la expresion de IL-35 aumentd
significativamente, de manera dependiente de la dosis inoculada (Figura 4b). Estos
resultados demuestran que IL-6 presenta una disminucién clara de su expresion a

medida que aumentan los niveles locales de IL-35.

Con respecto a la expresion de los receptores de IL-6 e IL-35, la expresion
de gpl30 disminuye (Figura 5a) de manera dependiente de la dosis de IL-35
inoculada; mientras que, la expresion de WSX1 y IL-12RpB2 aumenta (Figura 5b y
6), siendo estos cambios estadisticamente significativos para ambos receptores en
los grupos tratados con 10 ng/uL y 100 ng/pL de IL-35, en comparacion al grupo no
inoculado. Debido a las restricciones para acceder a los laboratorios en el contexto

de pandemia, no fue posible completar los analisis para el receptor IL-6R.
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Figura 4. Niveles de expresion de IL-6 e IL-35. Expresion de mRNA de IL-6 e IL-35 (subunidad
EBI3) en lesiones periodontales de animales afectados de periodontitis no inoculados, con
inoculacién i.p. de IL-35 2 pg /100 pL, inoculacion i.g. de IL-35 (1 ng/pL, 10 ng/uL, 100 ng/uL) y
animales no inducidos (n.i.). Para la expresion relativa, la expresién de IL-6 e IL-35 en los animales
no inducidos (n.i.) fue considerada como “1”, siendo referencia de fold-change de la expresion. Los
datos son presentados como mRNA fold change y se muestran como media + DE de 8 experimentos
independientes. *p < 0,05, **p <.01 y ***p <.001.
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Figura 5. Niveles de expresion de los receptores gpl30 y WSX1. Expresion de mRNA de los
receptores gpl30 y WSX1 en lesiones periodontales de ratones afectados de periodontitis sin
tratamiento, con inoculacién i.p. de 1L-35 2 ug /100 pL, inoculacién i.g. de 1L-35 (1 ng/uL, 10 ng/pL,
100 ng/pL) y ratones no inducidos (n.i.). Para la expresion relativa, la expresion de gp130 y WSX1
en los animales no inducidos (n.i.) fue considerada como “1”, siendo referencia de fold-change de la
expresion. Los datos son presentados como mRNA fold change y se muestran como media + DE de

8 experimentos independientes. *p < 0,05, **p <.01 y ***p <.001.
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Figura 6. Niveles de expresion del receptor IL-12RB2. Expresion de mRNA del receptor IL-12R32
en lesiones periodontales de ratones afectados de periodontitis sin tratamiento, con inoculacién i.p.
de IL-35 2 ug /100 L, inoculacion i.g. de IL-35 (1 ng/uL, 10 ng/pL, 100 ng/uL) y ratones no inducidos
(n.i.). Para la expresion relativa, la expresion de IL-12RB2 en los animales no inducidos (n.i.) fue
considerada como “1”, siendo referencia de fold-change de la expresién. Los datos son presentados
como mRNA fold change y se muestran como media + DE de 8 experimentos independientes. *p <
0,05, **p <.01 y ***p <.001.

5.3. Deteccion de linfocitos Th1l7 e iTr35.

En relacion con la deteccion de linfocitos en los linfonodos cervicales que drenan
las lesiones periodontales, la inoculacion de IL-35 disminuy6 la deteccion de
linfocitos Th17 CD45*CD4*CD8 RORVyt*IL-17* de manera dependiente de la dosis
en los ratones inoculados, en comparaciéon con los animales no inoculados, a
excepcion del grupo inoculado con 1 ng/uL (Figura 7). La deteccién de los linfocitos
iTr35 no pudo ser completada; por lo cual, se muestra la deteccidn los linfocitos Treg
CD45*CD4*CD8Foxp3*IL-10*, la cual aumenta significativamente, y de manera
dependiente de la dosis, en los animales inoculados con IL-35 comparados con los

que no fueron inoculados (Figura 7).
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Figura 7. Deteccién de linfocitos Th17 y Treg. (a) Analisis de citometria de flujo que demuestra la
presencia de linfocitos CD45*CD3*CD4*CD8 RORyt*IL17A* Th17 y CD45*CD4*CD8 Foxp3*IL-10*
Treg en los linfonodos cervicales de animales afectados por periodontitis e inoculados o no con IL-
35. (b) Numero de linfocitos CD45*CD3*CD4*CD8 RORyt*IL17A* Th1l7 y CD45*CD4+*CD8Foxp3*IL-
10* Treg en los linfonodos cervicales de ratones afectados por periodontitis e inoculados o no con

IL-35. Los datos estan representados como nimero absoluto de linfocitos Th17 y Treg, ademas, se
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muestran como media + DE de 8 experimentos independientes. *p <.05, **p <.01 y ***
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6. DISCUSION

La sinergia polimicrobiana y la disbiosis de la microbiota subgingival durante la
periodontitis son capaces de provocar una respuesta inflamatoria crénica,
caracterizada por altos niveles de citoquinas proinflamatorias (Hajishengallis, 2015).
Los altos niveles de IL-6 favorecen la diferenciacion, proliferacion y la actividad
patogénica de los linfocitos Th17, lo que induce un aumento de la expresion de
RANKL (Dutzan y cols., 2018) y el incremento de la actividad osteoresortiva de los
osteoclastos en los tejidos periodontales (Okamoto y cols., 2017). En contraparte,
la actividad de los linfocitos Treg mitiga la inflamacion osteoresortiva, produciendo
citoquinas antiinflamatorias e inmunosupresoras, tal como IL-35 (Choi y cols., 2015),
e induciendo la produccién de OPG, teniendo un rol protector durante la
periodontitis. Entre las citoquinas antiinflamatorias involucradas en este proceso, la
citoquina IL-35 promueve la expansion y diferenciacion de los linfocitos iTr35,
capaces de secretar altos niveles de IL-35, pudiendo inhibir ain mas la actividad
Th17 (Ma, 2016). En este trabajo de investigacion, la inoculacion de IL-35 disminuyo
la expresion de la citoquina proinflamatoria IL-6, su receptor gp130, RANKL, y la
deteccion de linfocitos Th17 en linfonodos cervicales. Ademas, IL-35 aumento la
expresion periodontal local de IL-35, de sus receptores no comunes con IL-6, de la
molécula osteoprotectora OPG, y la deteccion de linfocitos Treg.

Los cambios a nivel celular y molecular ocasionados por la inoculacién de IL-
35 provocaron una disminucion de la pérdida 6sea en los maxilares en el modelo
animal de periodontitis experimental. IL-35 restaurd el balance RANKL/OPG vy
generd una disminucion en la deteccion linfocitos Th17, y disminuy6 los niveles de
expresion de IL-6 y su receptor gpl130, necesarios para su diferenciacion durante la
periodontitis. Estos resultados concuerdan con los de otros estudios, como el de Li
y cols. (2016), donde IL-35 tuvo estos mismos efectos usando un modelo animal de
artritis inducida por colageno (Li y cols., 2016). Otros estudios han descrito el rol de
IL-35 en otros tipos de enfermedades inflamatorias: en las enfermedades
autoinmunes su expresion disminuye, en cambio en las enfermedades infecciosas,

Su expresion aumenta, participando en la disminucién del dafio tisular inflamatorio
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(Huang y cols., 2017). En efecto, pacientes afectados por periodontitis presentan
niveles de IL-35 periodontales significativamente mayores a los detectados en

individuos sanos (Kalburgi y cols.,2013; Késeoglu y cols., 2015).

Diversos estudios han planteado que IL-35 podria jugar un papel protector
durante la periodontitis, mediado por su rol en la disminucion de los niveles de IL-6
y de IL-17A. Cai y cols. (2017) asociaron el aumento en la expresion de IL-35 en
pacientes con periodontitis, con la disminucién de la expresion de IL-6 en el
ligamento periodontal (Cai y cols., 2017). De manera similar, Mitani y cols. (2015),
encontraron una tendencia similar con los niveles de IL-17A en el fluido crevicular
gingival (Mitaniy cols., 2015). Ademas, a nivel de parametros clinicos periodontales,
existe una correlacion negativa entre el aumento de los niveles de IL-35 y la
disminucién de la profundidad de sacos periodontales y el nivel de insercion clinica
(Jiny cols., 2017).

Por otro lado, existe evidencia con respecto a la relacion in vitro entre IL-35
y cada uno de sus receptores: gpl30, IL-12RpB2 y WSX-1 (Collison y cols., 2012;
Huang y cols., 2017; Ma, 2018); sin embargo, la expresion diferencial de estos
receptores en presencia de IL-35 no ha sido asociada a alguna patologia en
especifico. En el presente estudio, la inoculacion de IL-35 indujo un aumento en la
expresion de IL-12RpB2 y WSX-1, y la disminucién de la expresion de gpl30
periodontales. No obstante, debido a las dificultades presentadas por la pandemia,
no fue posible determinar los niveles del receptor IL-6R. Actualmente, se desconoce
el efecto de IL-35 en los niveles de este receptor, pero existe evidencia del efecto
de otras citoquinas como la IL-2, donde la estimulacion de linfocitos T naive con
esta citoquina generd la disminucion de la expresion de gpl130 e IL-6R y un aumento
en la expresion de IL-12RB2, promoviendo la proliferaciéon de linfocitos Treg e
inhibiendo su polarizacion hacia un perfil Th17 (Liao y cols., 2011). Aparte, Wolf y
cols. (2014), describieron una relacion directamente proporcional entre la expresion
de IL-6 e IL-6R, en células epiteliales bronquiales y hepatocitos (Wolf y cols., 2014);

sin embargo, aun no hay evidencia de esta proporcion en células del sistema
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inmune. Por lo tanto, es posible sugerir que la inoculacion de IL-35 podria provocar
también una disminucién en la expresion del receptor IL-6R, de manera similar a su

efecto en la expresion de gp130 e IL-6 durante la periodontitis.

Con respecto al receptor WSX-1, Cox y cols. (2010) investigaron el efecto de
sus niveles de expresion a través de un modelo de inflamacion intestinal en ratones
carentes de WSX-1, concluyendo que su ausencia provocaba mayores signos de
inflamacion, como aumento en la longitud del colén y mayor severidad de colitis
(Cox y cols., 2011). Otros estudios han evaluado la actividad inmunoreguladora de
IL-27 (perteneciente a la familia de IL-35) via WSX-1, determinando que su
inoculacioén disminuye la deteccion de linfocitos Th17 en ratones (Stumhofer y cols.,
2006; Aparicio-Siegmund y Garbers, 2015) y los niveles de IL-6 en pacientes
afectados por artritis reumatoide (Tanida y cols.,, 2011). Estos resultados
concuerdan con los encontrados en este trabajo de investigacion; ya que, la
inoculacioén de IL-35 también indujo un incremento en los niveles de expresion de

WSX-1y la disminucién de la expresion de IL-6 y la cantidad de linfocitos Th17.

En relacién con la diferenciacién y expansion de linfocitos iTr35, se hipotetizé
qgue la inoculacién de IL-35 provoca un aumento en el nimero de linfocitos iTr35
periodontales. Collison y cols. (2012), en una revision de las funciones de IL-35 y
sus receptores, describi6 que el aumento de los niveles IL-35 favorece su
sefalizacion via IL-12RpB2/gp130 y; por lo tanto, la diferenciacion de linfocitos iTr35
(Collison y cols., 2012). Nuestros resultados demostraron un aumento en la
deteccion de linfocitos Treg luego de la inoculacion de IL-35, los que, al menos en
parte, podrian ser iTr35. En este contexto, la disminucion de la expresion de gp130,
podria deberse a una posible mayor afinidad por IL-6, la que también disminuyo su
expresion ante la inoculacién de IL-35. Por consiguiente, un aumento en la
diferenciacion de células iTr35, provocado por la inoculacion de I1L-35, podria mitigar
la actividad osteodestructora y proinflamatoria de los linfocitos Th17, contribuyendo

a la restauracion del balance inmunolégico durante la periodontitis.
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De acuerdo con los resultados de este estudio, es posible sugerir que la
inoculacion de IL-35 o la regulacidon de sus niveles en pacientes afectados por
periodontitis, presenta un potencial futuro como tratamiento coadyuvante a la
remocion y control de la placa bacteriana; particularmente, en pacientes refractarios
al tratamiento convencional o que presenten alguna condicion sistémica que
exacerbe las manifestaciones clinicas de la periodontitis. Dentro de las limitantes de
este estudio, es importante destacar que no fue posible determinar los niveles de
IL-6R ni la deteccion de los linfocitos iTr35. En efecto, éstas podrian contribuir a
elucidar el mecanismo detras del potencial terapéutico de IL-35, siendo una
alternativa prometedora para controlar tanto la inflamacién como la resorcién 6sea

durante la periodontitis.
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7. CONCLUSIONES

1. La inoculacién con IL-35 inhibe la resorcion Osea producida durante la

periodontitis experimental en ratones.

2. La inoculacion con IL-35 disminuye la expresion de mRNA de RANKL, IL-6 y
gp130, y aumenta la de OPG, IL-35, WSX-1 e IL-12R[2 durante la periodontitis

experimental en ratones.

3. Lainoculacioén con IL-35 disminuye la deteccion de linfocitos Th17 y aumenta

la de linfocitos Treg durante la periodontitis experimental en ratones.
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9. ANEXOS

Anexo 1: Carta de aprobacion del Comité Institucional de Cuidado y Uso de

Animales de la Universidad de Chile.
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Odontologia, Universidad de Chile.
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