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1. RESUMEN

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria crénica que afecta a los tejidos
periodontales, en donde se desarrolla una respuesta inmune desregulada
inducida por la disbiosis microbiana subgingival. La patogenia de la
periodontitis involucra un desbalance entre la respuesta osteo-destructiva de
los linfocitos T helper tipo 17 (Th17) y la respuesta inmuno-reguladora de los
linfocitos T reguladores (Tregs). Este desbalance inmune Th17/Treg provoca
un desbalance 6seo, en particular un desbalance entre el factor inductor de la
pérdida 6sea denominado ligando del receptor activador del factor nuclear
kappa-B (RANKL) y el factor protector 6seo conocido como osteoprogeterina
(OPG). Finalmente, este desbalance RANKL/OPG desencadena la activacion
de los osteoclastos periodontales, la resorcion dsea alveolar y, eventualmente,
la pérdida de los dientes.

La citoquina interleuquina-35 (IL-35) es un mediador antiinflamatorio producido
por linfocitos Tregs. En enfermedades como la artritis reumatoide y el asma, IL-
35 provoca la disminucién del numero de linfocitos Th1l7 productores de
RANKL, lo que lleva a menores niveles de RANKL y la consecuente inhibicion
de la osteoclastogénesis. En este contexto, IL-35 favorece la diferenciacion de
un tipo particular de linfocito Treg con propiedades inmuno-supresoras,
denominado linfocitos iTr35. Los linfocitos iTr35 se caracterizan por secretar en
abundancia IL-35, lo que se traduce en la induccion de mas linfocitos iTr35 v,
por lo tanto, la generacién de un circuito de retroalimentacién positiva que
potencia la respuesta inmuno-reguladora.

En este estudio se analiz6 el efecto de la administracion de IL-35 en la
resorcién 0sea alveolar durante la periodontitis. Se utiliz6 un modelo animal de
periodontitis experimental inducido mediante ligadura. Se administré IL-35 de
manera local intragingival o sistémica intraperitoneal. Se demostr6 que IL-35
inhibi6é la resorcion Osea alveolar de una manera dependiente de la dosis, y
ésta inhibicién se asocié con la menor deteccién de osteoclastos periodontales
y la modulacion del desbalance periodontal Th17/Treg y RANKL/OPG.



2. MARCO TEORICO
2.1 Introduccién

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria crénica cuya causa se atribuye
a la disbiosis de la microbiota subgingival. Durante esta disbiosis, los cambios
entre las interacciones y proporciones bacterianas dentro de la microbiota
subgingival provocan un desbalance en la respuesta inmune del hospedero,
caracterizada por la formacioén de un denso infiltrado leucocitario enriquecido
en factores pro-inflamatorios y osteo-destructivos. Estos mediadores inducen la
destruccion progresiva de los tejidos de soporte de los dientes, lo que se
manifiesta como pérdida de insercién clinica, resorcion ésea alveolar y, en los
casos mas severos, peérdida dentaria (Caton y cols., 2018; Steffens y
Marcantonio, 2018). La periodontitis puede clasificarse en etapas, dependiendo
de su severidad, complejidad de tratamiento y extension, y en grados de
progresion, de acuerdo a la actual clasificacion de enfermedades periodontales
(Caton y cols., 2018; Steffens y Marcantonio, 2018).

2.2 Etiologia microbiana

Para explicar la etiologia de la periodontitis, en la actualidad se acepta el
modelo de “sinergia polimicrobiana y disbiosis” (Hajishengallis y Lamont, 2012).
Segun este modelo, la enfermedad se inicia por una alteracién entre las
interacciones de los microorganismos comensales y las bacterias patégenas
clave que colonizan el surco gingivodentario, lo que altera la homeostasis
ecolégica asociada a la salud periodontal (Hajishengallis y Lamont, 2012;
Potempa y cols., 2017). En este contexto, las bacterias expresan distintos
factores de virulencia, tales como lipopolisacaridos, leucotoxinas vy
péptidoglicanos, entre otros, los cuales entran en contacto con las células
residentes en los tejidos periodontales y generan la produccion de citoquinas
en el sitio periodontal afectado (Botero y Bedoya, 2010; Sarduy y Gonzélez,
2016). Asi, la inmunidad del hospedero reacciona frente a estas bacterias y sus
productos, generando una respuesta caracterizada por la acumulacion de
células pro-inflamatorias y mediadores moleculares en el periodonto. En
términos generales, si bien estos microorganismos pueden causar un dafio

directo sobre los tejidos periodontales, es el desbalance y cronicidad de la
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respuesta inmune del hospedero el que provoca mayoritariamente la
destruccion del periodonto durante la periodontitis, afectando al hueso alveolar
de insercion de los dientes (Cekici y cols., 2015; Hajishengallis y Korostoff,
2017; Hernandez y cols., 2011).

2.3 Respuesta inmune durante la periodontitis

Los linfocitos T CD4" cumplen un rol central en la respuesta inmune
desplegada por el hospedero durante la periodontitis. Desde un punto de vista
funcional, se describen distintos tipos de linfocitos T CD4", los cuales se
pueden diferenciar dependiendo principalmente del patrén de citoquinas
predominante en los tejidos periodontales afectados (Wilenskyy cols., 2014).
Entre los distintas subpoblaciones de linfocitos T CD4" se describen
principalmente los linfocitos T colaboradores tipo 1 (Thl), tipo 2 (Th2) y tipo 17
(Th17), y los linfocitos T reguladores (Tregs) (Diaz-Zufiiga y cols., 2017;
Hajishengallis y Korostoff, 2017; Rojas-Zuleta y Vasquez, 2016). En términos
generales, el balance Th1/Th2 define el caracter inflamatorio de la periodontitis
y el balance Thl7/Treg define tanto el caracter inflamatorio como
osteodestructivo de la enfermedad (Dutzan y cols., 2009; Hajishengallis y
Korostoff, 2017; Herane y cols., 2013; Kimura y Kishimoto, 2010; Okui y cols.,
2014). Por lo tanto, este estudio se centra en el andlisis del desbalance
Th1l7/Treg que determina la resorcion del hueso alveolar, caracteristica

principal de la periodontitis.

Los linfocitos Th17 se caracterizan por expresar el factor de transcripcion
especifico RORyt (RORC2 en humanos) y secretar interleuquina (IL)-17A, IL-21
e IL-23 (Dutzan y cols., 2016; Herane y cols., 2013), citoquinas que favorecen
la inflamacion e inducen la produccién de metaloproteinasas de matriz que
degradan la matriz organica de la insercion periodontal. Ademas, los linfocitos
Th1l7 secretan el factor osteo-destructivo denominado ligando del receptor
activador del factor nuclear kappa-B (RANKL), el que induce la diferenciaciéon y
activacion de los osteoclastos, células responsables finales de la resorcion
Osea alveolar (Wang y cols., 2015). Por el contrario, los linfocitos Tregs
expresan el factor de transcripcion Foxp3 y secretan citoguinas

inmunosupresoras, tales como el factor de crecimiento transformante (TGF)-p1,



IL-10 e IL-35 (Wang y cols., 2015), las que inhiben la diferenciacién y actividad
de los linfocitos Th17 y, consecuentemente, la resorcion del hueso alveolar
durante la periodontitis (Wang y cols., 2015).

2.4 Interleuquina-35

La citoquina inmunosupresora IL-35 es un heterodimero compuesto por 2
cadenas: la proteina inducida por el virus Epstein-Barr-3 (Ebi-3) y la cadena
p35 de IL-12 (IL-12p35) (Tao y cols., 2016). En humanos, IL-35 puede actuar
sobre los linfocitos B reguladores (Bregs), linfocitos Tregs, células dendriticas
inmaduras, endoteliocitos, queratinocitos y células musculares lisas (Sakkas y
cols., 2018), siendo predominantemente secretada por linfocitos Tregs (Tao y
cols., 2016). Se reportan mdultiples funciones asociadas a IL-35, entre las
cuales esta suprimir la produccion de IL-17A y factor de necrosis tumoral
(TNF)-a, al inhibir la diferenciacion, activacion y proliferacion de los linfocitos
Thl7 y Thl, respectivamente, e inhibir la osteoclastogénesis y la resorcion
Osea alveolar mediada por RANKL (Okada y cols., 2017; Sakkas y cols., 2018;
Yago y cols., 2018). Asi, IL-35 disminuye el ratio entre RANKL y su inhibidor
conocido como osteoprotegerina (OPG), supresor fisiologico de la actividad de
RANKL dado que al unirse a éste bloquea su uniéon a su receptor especifico

expresado en los osteoclastos (Kohli y Kohli, 2011; Yago y cols., 2018).

Los linfocitos Tregs requieren de IL-35 para alcanzar su actividad
reguladora maxima; es decir, para suprimir a los linfocitos Thl y Thl7 (Jiny
cols., 2015). Por otro lado, IL-35 puede inducir el desarrollo de una
subpoblacién particular de linfocitos Tregs llamada iTr35, que ejerce su
actividad inmuno-reguladora mediante la secrecion abundante de IL-35, la que
a su vez incrementa la actividad Treg general (Vignali y Kuchroo, 2012). Al
contrario, en determinadas condiciones patoldgicas, los linfocitos Tregs pueden
perder su fenotipo supresor en un ambiente abundante en citoquinas pro-
inflamatorias, tal como IL-18 y TNF-a (Hajishengallis y Korostoff, 2017; Herane
y cols., 2013); asi, dejan de expresar el factor de transcripcion Foxp3 y pueden,
incluso, expresar IL-17A y RANKL como linfocitos exTregs, pudiendo cumplir
funciones inflamatorias y osteo-destructivas (Hajishengallis y Korostoff, 2017,

Herane y cols., 2013; Tsukasaki y cols., 2018).



Por lo tanto, existe una regulacion reciproca entre los linfocitos Thl7 y
los Tregs, de tal manera que, durante el desbalance Th17/Treg, se altera el
proceso de remodelacion 6sea y se desencadena la resorcion ésea patoldgica
caracteristica de la periodontitis (Okui y cols., 2014). Sin embargo, el rol de IL-

35 en este balance Th17/Treg no ha sido descrito durante la periodontitis.
2.5 Rol de IL-35 durante las enfermedades osteo-destructivas

El papel del desbalance Th17/Treg en la resorcion 0sea se ha descrito en otras
enfermedades, como la artritis reumatoide (Naufel y cols.,, 2017). Esta
enfermedad cronica autoinmune se presenta como una inflamacién de la
membrana sinovial y se caracteriza por la erosion y destruccion del cartilago
articular y el hueso subcondral, responsable final de la degeneracioén articular y
pérdida progresiva de la funcién (Kohli y Kohli, 2011). La artritis reumatoide se
caracteriza por el incremento de la actividad de los linfocitos Thl y Thl7
articulares, los que sobreexpresan citoquinas pro-inflamatorias y RANKL,
responsables de la inflamacion y osteo-destruccion articular (Kohli y Kohli,
2011; Maddaloni y cols., 2018; Naufel y cols., 2017). IL-35 tiene una accién
inmuno-supresora durante la artritis reumatoide; asi, la inoculacién de IL-35 en
un modelo murino de artritis reumatoide redujo la inflamacién sinovial y la
erosion O0sea subcondral (Guan y cols., 2016; Niedbala y cols., 2007). En
efecto, IL-35 promueve la proliferacion de linfocitos T CD4'CD25'Foxp3*
articulares, junto con un incremento en los niveles de IL-10, disminuyendo el
ambiente pro-inflamatorio y suprimiendo la diferenciacién y funcion de los
linfocitos Th1l7; de esta manera, regula el balance Th17/Treg y suprime la

destruccion articular (Guan y cols., 2016; Niedbala y cols., 2007).
2.6 Estrategias inmuno-terapéuticas de control de la periodontitis

Entre las terapéuticas alternativas al tratamiento convencional de la
periodontitis se describen las estrategias inmuno-moduladoras. Por ejemplo, en
modelos murinos periodontitis experimental, se ha probado la inoculacion
sistémica de acido retinoico, en particular del metabolito activo all-trans
derivado de la vitamina A (ATRA) (Wang y cols., 2014). En este estudio se

demostroé la disminucion del infiltrado inflamatorio en los tejidos periodontales y



la inhibicion de la resorcion del hueso alveolar (Wang y cols., 2014). De manera
similar, la inoculacion del agonista sintético de receptor a del &cido retinoico
llamado Tamibarotene (Am80) inhibié la actividad de los linfocitos Th17 e indujo
la actividad de los linfocitos Tregs, y de esta forma redujo la inflamacién
periodontal y la pérdida de hueso alveolar (Cafferata y cols., 2018; Jin y cols.,
2014).

Estas estrategias, aunque promisorias, dependen de los cambios
celulares producidos en presencia de los factores que los inducen; en otras
palabras, una vez que el acido retinoico o sus derivados dejen de ser
administrados, la osteo-destruccion se puede reactivar en presencia del agente
causal del desbalance Thl7/Treg. En este sentido, el potencial efecto
beneficioso de IL-35 puede ser mas atractivo, dado que la inoculacion de IL-35
podria mantener la regulaciébn del balance Thl7/Treg incluso luego de
finalizada su administracién, dado que induce la diferenciacién y activacion de
los linfocitos iTr35, los que al producir IL-35 se pueden autoperpetuar y, de esta
manera, se podria mantener la inhibicién de la resorcion 6sea alveolar.

En este trabajo de investigacion se analizo el efecto de la inoculacién de
IL-35 en la recuperacion del balance Thl7/Treg y RANKL/OPG durante la

periodontitis, y la consecuente inhibicién de la resorcion 6sea alveolar.
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3. HIPOTESIS

La citoquina IL-35 inhibe la resorcion O0sea alveolar producida durante la
periodontitis mediante la regulacién del balance RANKL/OPG y Th17/Treg

periodontal.

4. OBJETIVO GENERAL

Analizar el rol de la citoquina IL-35 en la pérdida 6sea alveolar durante la
periodontitis experimental y la regulacion del balance RANKL/OPG y Th17/Treg

periodontal.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Cuantificar la resorcion 6sea alveolar en las lesiones periodontales de
ratones afectados de periodontitis experimental tratados o no con IL-35,
mediante tomografia computarizada (micro-CT).

2. Cuantificar el nimero de osteoclastos activos en las lesiones periodontales
de ratones afectados de periodontitis experimental tratados o no con IL-35,
mediante histoquimica.

3. Cuantificar los niveles de RANKL y OPG en el fluido crevicular gingival
obtenido de ratones afectados de periodontitis experimental tratados o no
con IL-35, mediante ELISA.

4. Cuantificar el niumero de linfocitos Thl7 y Tregs detectados en los
linfonodos cervicales que drenan las lesiones periodontales de ratones
afectados de periodontitis experimental tratados o no con IL-35, mediante

citometria de flujo.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Disefio de estudio:
Experimental in vivo.

6.2 Animales

Se utilizaron 18 ratones C57BL/6 de 8 semanas de edad adquiridos y
mantenidos en la Plataforma Experimental Bioterio de la Facultad de
Odontologia, Universidad de Chile. EI nimero de animales que se utilizé en
este estudio se calculd de acuerdo con la ecuacion n = 2 (Za + ZB) 2xS? / &7,
donde "n" es el nimero de animales para cada condicién, "®" la media
esperada de la resorcion de hueso alveolar considerada como
estadisticamente significativa (micro-CT: 1,72%), "S" la desviacion estandar
(0,29%) (Monasterio y cols., 2019), "Za" el tipo de error | (5%) y "ZB" el tipo de
error Il (20%). Los 18 animales se asignaron aleatoriamente a las siguientes
condiciones experimentales: 1) 3 animales para el grupo con periodontitis y
administracién intragingival de 1 ng/uL de IL-35, 2) 3 animales para el grupo
con periodontitis y administracion intragingival de 10 ng/uL de IL-35, 3) 3
animales para el grupo con periodontitis y administracion intragingival de 100
ng/uL de IL-35, 4) 3 animales para el grupo con periodontitis y administracién
intraperitoneal de 2 ug/100 pL de IL-35, 5) 3 animales para el grupo con
periodontitis sin tratamiento y 6) 3 animales para el grupo control sin
periodontitis. El estudio se realizé siguiendo las pautas aprobadas por el
Council of the American Psychological Society de 1980 y las recomendaciones
de la American Veterinary Medical Association. ElI protocolo de
experimentacion animal (Protocolo #061601) fue aprobado en sus aspectos
éticos por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de la
Universidad de Chile (Anexo 1). El estudio en su totalidad fue aprobado
ademas por el Comité de Bioseguridad de la Facultad de Odontologia,
Universidad de Chile (Anexo 2).
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6.3 Periodontitis experimental

La induccion de periodontitis se realiz6 usando el método de ligadura (Abe y
Hajishengallis, 2013). Los animales se anestesiaron con 100 yL de ketamina
10% y xilacina 2% via intraperitoneal, luego se colocaron sobre un soporte de
fijacion y apertura oral especialmente disefiado y, finalmente, se colocé una
sutura de seda negra 5-0, usando pinzas castroviejo (Fine Science Tools, CA,
EEUU) y una lupa estereoscopica, alrededor de los segundos molares
maxilares, evitando el trauma mecanico de los tejidos adyacentes. Los
animales fueron eutanasiados por sobredosis de anestesia al dia 15 de

colocada la ligadura, para la obtencién de las muestras biolégicas.
6.4 Inoculacién con IL-35

La IL-35 (Prospec®, Ness Ziona, Israel) se administr6 de manera local
intragingival o sistémica intraperitoneal, usando jeringas Hamilton de 5 uL con
agujas 26s. La administracion de IL-35 se realiz6 1 vez al dia, dia por medio,
durante 15 dias. Se establecieron los siguientes grupos experimentales: 1)
grupo con periodontitis y administracion intragingival de 1 ng/uL de IL-35, 2)
grupo con periodontitis y administracion intragingival de 10 ng/uL de IL-35, 3)
grupo con periodontitis y administracién intragingival de 100 ng/uL de IL-35y 4)
grupo con periodontitis y administracion intraperitoneal de 2 ug/100 pL de IL-
35. La posologia de la administracion de IL-35 se bas6 en un estudio previo
(Niedbala, y cols., 2007). Como controles, se usaron los siguientes grupos: 1)

grupo con periodontitis sin tratamiento y 2) grupo sano, sin periodontitis.
6.5 Resorcion del hueso alveolar

Se diseccionaron los maxilares y se limpiaron mecanicamente dejandolos libres
de tejidos blandos. Inmediatamente, se analizaron por medio de micro-CT,
determinando porcentaje de pérdida 6sea alveolar en una region de interés
(ROI) con los siguientes limites anatomicos: el techo de furca y el apice de la
raiz mesial del primer molar y distal del segundo molar, la superficie mesial de
la raiz mesial del primer molar y la superficie distal de la raiz distal del segundo
molar. Para ello, se escanearon los maxilares en los tres planos espaciales

usando un equipo de micro-CT (SkyScan 1278°, Bruker, Kontich, Bélgica) y se
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obtuvieron imagenes digitalizadas en 3D usando un software de reconstruccion
(Nrecon®, Bruker, Kontich, Bélgica). Los cambios 6seos en la ROl se
analizaron utilizando un software especifico (Dataviewer®, Bruker, Kontich,
Bélgica). El porcentaje de pérdida Osea se calculd utilizando la siguiente
férmula: pérdida 6sea(%)=1-(volumen 6seo remanente/ROI)x100, y se ajusto el

grupo control sano.
6.6 Deteccidn de osteoclastos

El nimero de osteoclastos activos observados en las lesiones periodontales se
cuantifico utilizando el marcador fosfatasa acida resistente a tartrato (TRAP), el
que es especifico de osteoclastos. Para ello, se obtuvieron biopsias maxilares
totales, las que se fijaron inmediatamente en formalina al 10% pH 7,4 durante
24 horas a 4°C y luego se desmineralizaron en EDTA al 14% por 4 semanas.
Luego de procesarlas para ser embebidas en parafina usando protocolos
histologicos estandar, secciones de 5 um de grosor se tifieron usando un kit
TRAP (Sigma Aldrich, St.Louis, MO, EEUU) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Las microfotografias fueron capturadas utilizando un microscopio de
luz (AxioStarPlus®; Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) de manera ciega a cada

condicion experimental.
6.7 Andlisis de los niveles de RANKL y OPG

De cada animal, se obtuvo una muestra de fluido crevicular gingival (FCG)
siguiendo un protocolo previamente descrito (Matsuda y cols., 2016). Para esto,
previo a la eutanasia, los animales se anestesiaron y se retiraron las ligaduras
utilizadas para inducir la periodontitis. Inmediatamente después, se colocaron
en su lugar nuevas ligaduras, sin cortar los cabos. Luego de 10 minutos, las
nuevas ligaduras embebidas en FCG fueron retiradas e inmediatamente
sumergidas en 120 pL de buffer de elusion a 4°C. Luego, se procedio al
protocolo de la elusion centrifuga estandar (Matsuda y cols., 2016). Los niveles
de RANKL y OPG se cuantificaron mediante ELISA utilizando kits especificos
(Quantikine®; R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, EEUU). Los célculos se

realizaron utilizando una ecuacién logistica de 4 parametros.
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6.8 Deteccion de linfocitos Th1l7, Tregs e iTr35 en los linfonodos

cervicales que drenan las lesiones periodontales

Los linfonodos cervicales que drenan las lesiones periodontales se obtuvieron
quirargicamente y a partir de ellos se aislaron las células totales usando filtros
de 70 um en amortiguador fosfato salino (PBS). Las células obtenidas se
contaron en un contador de células automético (LUNA 11°; Logos Biosystems,
Inc., Annandale, VA, EEUU) y luego se incubaron con un kit de viabilidad
celular (Zombie Aqua Fixable Viability Kit®; BioLegend, San Diego, CA, EEUU)
por 30 minutos, para caracterizar solo células vivas. Luego, las células se
marcaron extracelularmente con los siguientes anticuerpos monoclonales
(BioLegend, San Diego, CA, EEUU): anti-CD4 (fluorocromo BV605), anti-CD8
(fluorocromo BV711) y anti-CD45 (fluorocromo APC-Cy7) a 4°C por 30 minutos.
Posteriormente, las células se trataron con 50 ng/ml de PMA, 1 ug/ml de
ionomicina y 3 pg/mL de brefeldina A (Invitrogen, Grand Island, NY, EEUU), se
fijaron por 45 minutos a 4° C y permeabilizaron para ser marcadas
intracelularmente para los factores de transcripcion con los siguientes
anticuerpos monoclonales: anti-Foxp3 (fluorocromo Alexa Fluor 488) y anti-
RORyt (fluorocromo PE CF594), y para las citoquinas con los siguientes
anticuerpos monoclonales: anti-IL-10 (fluorocromo BV 421) y anti-IL-17A
(fluorocromo APC-Cy5.5). El analisis se realizé en un citometro de flujo (LSR
Fortessa X-20®; Becton Dickinson Immunocytometry Systems, Franklin Lakes,
NJ, EEUU), usando el siguiente “gatting strategy”. FSC/SSC, SSC/SSC,
live/dead, CD45, CD4/CD8, donde las células vivas CD45"CD4 "RORyt'IL-17A"
fueron consideradas linfocitos Th17 y las células CD45'CD4'Foxp3*IL-10"
fueron consideradas linfocitos Tregs. Las graficas fueron obtenidas utilizando el
software WinMDi v.2.9 (The Scripps Research Institute, La Jolla, CA, EEUU).

6.9 Analisis estadistico

Los datos se analizaron estadisticamente utilizando el software SPSS 22.0
(IBM Corp., Armonk, NY, EEUU). Se determiné la normalidad de la distribucién
de datos utilizando la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Previo analisis de la
igualdad de varianzas con la prueba de Levene, las diferencias entre las

distintas condiciones experimentales se analizaron con la prueba ANOVA y
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post-hoc de Bonferroni. Un valor de P < 0,05 fue considerado estadisticamente

significativo.
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7. RESULTADOS
7.1 Lainoculacién con IL-35 inhibe laresorcién del hueso alveolar

En los animales afectados de periodontitis experimental, la inoculacién de IL-35
intragingival o intraperitoneal inhibio la resorcion 0sea alveolar (Figura 1A). De
manera dependiente de la dosis, la administracion intragingival de IL-35 causo
significativamente menores niveles de pérdida 6sea alveolar, en comparacion a

los animales que no recibieron tratamiento con IL-35 (Figura 1B).

Periodontitis

n.i. Non-treated IL-35 2 ug (ip) IL-35 1 ng (ig) IL-35 10 ng (ig) IL-35 100 ng (ig)

10

Alveolarbone loss (%)

0

IL-35pg(p) - 2 - - -
IL-35 ng (ig) - = 1 10 100

Figura 1. IL-35 inhibe la resorcidon ésea alveolar. (A) Imagenes micro-CT representativas de
las hemimaxilas de los animales afectados de periodontitis experimental, tratados con distintas
concentraciones de IL-35 via i.g. (1, 10, 100 ng/uL) o via i.p (2 ng/100 pL). Animales no
inducidos (n.i.) fueron usados como control. (B) Cuantificacion del volumen de resorcién 6sea

alveolar expresado como % en cada condicién experimental. *P < 0,05.

7.2 La inoculacién con IL-35 disminuye la deteccion de osteoclastos en

las lesiones periodontales

Los osteoclastos TRAP® fueron identificados en todas las condiciones
experimentales (Figura 2A). La administracion de IL-35 causo
significativamente menor deteccién de osteoclastos TRAP® en comparacion a

los animales sin tratamiento (Figura 2B).
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Periodontitis

n.i. Non-treated IL-35 2 pg (ip) IL-35 1 ng (ig) IL-35 10 ng (ig) IL-35 100 ng (ig)
i -S' NS [

Osteoclast number/slide

IL-35pug (ip) ni. - 2 - - -
IL-35 ng (ig) - - 1 10 100

Figura 2. IL-35 causa menor deteccidon de osteoclastos. (A) Imagenes representativas de la
tinciébn con TRAP, para identificar osteoclastos en los animales afectados de periodontitis
experimental tratados con distintas concentraciones de IL-35 via i.g. (1, 10, 100 ng/uL) o via i.p
(2 ug/100 pL). Animales no inducidos (n.i.) fueron usados como control. (B) Cuantificacion del

namero de osteoclastos en cada condicion experimental. *P < 0,05.

7.3 Lainoculacion con IL-35 disminuye los niveles de RANKL y aumenta

los niveles de OPG en las lesiones periodontales

La administracién de IL-35 llevé a una disminucion significativa de los niveles
de RANKL y un aumento significativo de los niveles de OPG en las lesiones
periodontales de los animales afectados de periodontitis (Figura 3). Esto llevo a

una disminucién significativa del ratio RANKL/OPG.

800 150 30+
— R EEEE—— .g
T 600 - — = 2 S
5 e _E 100 (0] 20+ —
e g s
= 400 = o]
z g 50 2 10
& 2001 o E
0- 0 0-
IL-35pg (ip) ni. - 2 - - IL-35ug(p) ni. - 2 - - - IL-35pg(p) ni - 2 - - -
IL-35 ng (ig) - - 1 10 100 IL-35 ng (ig) - - 1 10 100 IL-35 ng (ig) - - 1 10 100

Figura 3. IL-35 disminuye el ratio RANKL/OPG en las lesiones periodontales.
Cuantificacion de niveles de RANKL y OPG en los animales afectados de periodontitis
experimental tratados con distintas concentraciones de IL-35 via i.g. (1, 10, 100 ng/uL) o via i.p

(2 pg/100 pL). Animales no inducidos (n.i.) fueron usados como control. *P < 0,05.
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7.4 La inoculacién con IL-35 disminuye el namero de linfocitos Thl7 y

aumenta el numero de linfocitos Tregs en lesiones periodontales

Se observé una menor cantidad de linfocitos Thl7 en las lesiones
periodontales de animales afectados de periodontitis experimental que
recibieron IL-35 en comparacioén con las lesiones periodontales de animales
que no recibieron IL-35. En contraparte, se detectd una mayor cantidad de
linfocitos Tregs en las lesiones periodontales de animales afectados de
periodontitis experimental que recibieron IL-35 en comparacion con las lesiones

periodontales de animales que no recibieron IL-35.

301 20
‘_aé, 251 o3 g
5 204 S
?'.3 154 ?
~ 101 ga
F 51 =
04
IL-35ug (ip) ni. - 2 - - - ni. - 2 - - -
IL-35 ng (ig) - - 1 10 100 - - 1 10 100

Figura 4. IL-35 causa una disminucién en el namero de linfocitos Th17 y un aumento del
numero de linfocitos Tregs. NUmero absoluto de linfocitos Thl7 y Tregs detectado en los
linfonodos regionales que drenan las lesiones periodontales de los animales afectados de
periodontitis experimental tratados con distintas concentraciones de IL-35 via i.g. (1, 10, 100
ng/pL) o via i.p (2 ug/100 pL). Animales no inducidos (n.i.) fueron usados como control. *P <

0,05.
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8. DISCUSION

En el presente estudio, la inoculacién de IL-35 inhibi6 la resorcion 6sea alveolar
durante la periodontitis experimental y esta inhibicion se asocid con la menor
deteccion de osteoclastos, la disminucién de los niveles de RANKL y el
aumento de los niveles de OPG. Ademas, IL-35 indujo la disminucion del
namero de linfocitos Th17 y el aumento del nimero de linfocitos Tregs en los
linfonodos cervicales que drenan las lesiones periodontales, lo cual demuestra
el rol osteoprotector e inmuno-regulador de IL-35 durante la periodontitis

experimental.

La IL-35 es una citoquina inmuno-reguladora, que se ha detectado en
FCG, saliva, suero y tejidos periodontales en pacientes afectados por
periodontitis (Jin y cols., 2017; Jing y cols., 2019; Mitani y cols., 2015). Estudios
recientes, en los que se analizé la concentracion de IL-35 en el FCG, revelaron
que la IL-35 y los parametros clinicos periodontales, como profundidad de
surco y pérdida de insercion clinica, se correlacionan negativamente (Jin y
cols., 2017; Mitani y cols., 2015). Por lo cual, los datos obtenidos en nuestra
investigacion que demuestran que IL-35 inhibe la periodontitis estan en linea
con estos resultados y, por lo tanto, son un blanco terapéutico viable. Si bien en
periodontitis no existen estudios previos que analicen el potencial terapéutico
de IL-35, nuestros resultados estan en concordancia con estudios previos que
usan IL-35 para inhibir la artritis reumatoide, la que al igual que la periodontitis
es una enfermedad caracterizada por el desbalance Th17/Treg asociado a la
resorcién 6sea patologica. En el estudio de Niedbala, et al., usando un modelo
de artritis inducida por colageno, la inoculacion intraperitoneal de IL-35
promovié la proliferacion de linfocitos Tregs y la supresion de la diferenciacion
de linfocitos Th1l7, atenuando de manera significativa la inflamacion sinovial y
la erosion 6sea (Guan y cols., 2016; Jing y cols., 2019; Li y cols., 2016). Estos
resultados reafirman el rol inmuno-regulador de IL-35 durante la artritis
reumatoide descritos previamente (Niedbala y cols., 2007). De la misma
manera, en un modelo animal de asma, la IL-35 suprimié la actividad de los
linfocitos Th17 y la produccion de IL-17A, y en consecuencia, redujo los niveles

de inflamacion de las vias respiratorias y alivio los signos clinicos de la
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enfermedad (Gao y cols., 2017; Li y cols., 2014; Whitehead y cols., 2012;
Zhang y cols., 2015). Estos resultados destacan la capacidad inmuno-
reguladora de IL-35, pudiendo inhibir eficientemente la progresion de las
enfermedades inflamatorias (Guan y cols., 2016; Niedbala y cols., 2007),
sugiriendo asi su potencial uso para tratar otras enfermedades caracterizadas

por un desbalance Th17/Treg, tal como la periodontitis.

El disefio experimental de nuestro estudio se bas6 en parte en los
resultados reportados por Li et al., donde la inyeccidn intraperitoneal de 2 ug de
IL-35 en un modelo murino de artritis reumatoide inhibié la progresion de la
enfermedad (Li y cols., 2016), por lo cual la administracion sistémica de IL-35
se utiliz6 como control positivo para nuestros experimentos con periodontitis.
En este contexto, se obtuvieron resultados similares, con menores niveles de
linfocitos Th17 y a su vez mayores niveles de linfocitos Tregs en los animales
afectados de periodontitis experimental. Cabe destacar que en nuestro estudio
se usaron menores concentraciones de IL-35 durante la administracion
intragingival (1, 10, 100 ng/uL) en comparacion a los 2 ug intraperitoneales. No
obstante, la inoculacién local en comparacion a la sistémica permitié incluso
mas altos niveles de inhibicién de la pérdida ésea periodontal, de manera que
esta menor concentracion local es efectiva y permite evitar mayores
concentraciones de IL-35 que eventualmente podrian tener efectos indeseables

locales.

Otra posible explicacion para el incremento de las poblaciones de
linfocitos Tregs y la disminucion de los linfocitos Thl7 inducida por la
inoculacién de IL-35 es que la participacion de otras células inmuno-
reguladoras que responden a IL-35, como el caso de los linfocitos linfocitos B
reguladores (Bregs). IL-35 indujo la formacion de Bregs productores de IL-10 in
vivo (Egwuagu y cols., 2015; Wang y cols., 2014), mientras que ex vivo IL-35
suprimié la proliferacion de linfocitos Thl7 y Thl, e indujo la diferenciacion de
linfocitos Breg productores de IL-35. Por lo tanto, se podria inducir un “loop”
positivo donde los niveles de IL-35 aumentan y potencian sus funciones
inmuno-reguladoras (Egwuagu y cols., 2015; Huang y cols., 2017; Wang y cols,

2018; Wang y cols., 2014). Asi, los linfocitos Bregs productores de IL-35
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pueden promover la actividad de linfocitos Tregs e inhibir a los linfocitos Th17
(Huang y cols., 2017) pudiendo favorecer la restauracion del desbalance
Th1l7/Treg.

Por otro lado, Li et al. recientemente demostr6 que IL-35 indujo la
diferenciacion de los osteoblastos por medio de la activacion de la via de
sefalizacion  candnica  Wnt/B-catenina, promoviendo su  actividad
osteoregeneradora. Ademas, indujo el aumento de los niveles de OPG y la
disminucién de los niveles de RANKL de manera significativa, regulando asi la
osteoclastogénesis (Li y cols., 2019) lo cual es consistente con los resultados
obtenidos en nuestra investigacion, donde la inoculacion con IL-35 disminuyd
los niveles de RANKL y aumentd los de OPG en las lesiones periodontales,
recuperando el balance RANKL/OPG.

La IL-35 es una proteina heterodimerica formada por las subunidades
EBI3 y la cadena p35 de IL-12. Esta Ultima se expresa en la mayoria de los
tejidos, mientras que EBI3 se expresa principalmente en células
hematopoyéticas de los tejidos linfoides humanos, tal como la amigdala, bazo y
placenta en embarazos a término (Li y cols., 2014; Niedbala y cols., 2007). Liu,
et al. demostraron una mayor produccidon de IL-17A en o6rganos linfoides
periféricos de ratones deficientes de EBI3 (Liu y cols., 2012); de la misma
manera, células de bazo de ratones deficientes en la subunidad EBI3
expresaron mas IL-17A y RORyt comparadas con células extraidas de ratones
silvestres (Gao y cols., 2017; Yago y cols., 2018). Por estos motivos, se decidié
analizar la subunidad EBI3 en vez de la subunidad IL-12p35 en nuestro estudio
para cuantificar los niveles de expresiéon asociados a IL-35 (Gao y cols., 2017;
Yago y cols., 2018).

Asi como IL-35 es producido por distintos tejidos, también es producido
por diversas células, tal como monocitos, linfocitos T y B, y células tumorales
(Gao y cols., 2017; Liy cols., 2016; Niedbala y cols., 2007; Posadas-Sanchez y
cols., 2017). A su vez, las subunidades de IL-35 pueden ser producidas por
macrofagos y células dendriticas (Gao y cols., 2017; Guttek y Reinhold, 2013).

Si bien varias células que pueden producir IL-35, su secrecion es minima, y son
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los linfocitos Tregs, en particular los iTr35, los principales productores de IL-35
en condiciones patologicas (Collison y cols., 2010; Collison y cols., 2007). En
este sentido, los linfocitos Tregs requieren de IL-35 para alcanzar su actividad
reguladora maxima y asi suprimir la actividad de linfocitos Thl y Th1l7 (Jiny
cols., 2017; Sawant y cols., 2015). Ademas, IL-35 induce la expansion de
linfocitos Tregs y la diferenciacion de linfocitos iTr35, los que tienen una
potente actividad reguladora in vivo, independiente de IL-10 o TGF-B1 vy la
expresion de Foxp3 (Collison y cols., 2010; Egwuagu y cols., 2015; Gao y cols.,
2017). La IL-35 secretada por los linfocitos iTr35 induce la generacion de
nuevos linfocitos iTr35 de manera independiente de la administracion de IL-35,
por lo tanto, la IL-35 y los iTr35 generan un circuito de retroalimentacion
positivo potenciando su funcion inmuno-reguladora en un ambiente
inflamatorio, autoperpetuandose (Gao y cols., 2017). Se ha demostrado que los
linfocitos iTr35 son tan eficaces como otras subpoblaciones de linfocitos Tregs
para restaurar la homeostasis inmune e inhibir el desarrollo de artritis
reumatoide (Huang y cols., 2017). Estos estudios que estan en concordancia a
lo que obtuvimos en nuestro modelo experimental de periodontitis, en el cual

IL-35 es capaz de regular la periodontitis y sus secuelas.

Actualmente, la terapéutica periodontal convencional se basa en la
remocién mecanica de la biopelicula bacteriana supra y subgingival, que si bien
es efectiva para tratar la mayoria de los casos de periodontitis, hay algunos en
que esta terapéutica no lo es (Bazzano y cols., 2012; Benza-Bedoya y Pareja-
Vasquez, 2017; Yang y cols., 2018). Dado que IL-35 inhibe la resorcidén 6sea y
regula el balance RANKL/OPG y Thl7/Treg, su administracion podria
proyectarse en un escenario clinico como terapia coadyuvante al tratamiento
periodontal convencional en estos casos. En este escenario, IL-35 podria ser
inoculada de manera conjugada a nanoparticulas que permitan su liberacion
lenta y controlada a dosis efectivas. Pese a lo prometedor de esta propuesta,
aun falta definir el mecanismo molecular a través del cual IL-35 regula la
respuesta inmune periodontal; por lo que, se requieren mas estudios que
aseguren una concentracion efectiva e inocua en los tejidos periodontales
previos a su uso en humanos (Hajishengallis y Korostoff, 2017; Herane y cols.,
2013).
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10. CONCLUSIONES

1. La inoculacion con IL-35 inhibe la resorcidbn Osea alveolar producida

durante la periodontitis experimental.

2. La inoculacion con IL-35 causa una disminucién en el numero de
osteoclastos TRAP" detectados en las lesiones periodontales durante la

periodontitis experimental.

3. La inoculacion con IL-35 causa menores niveles de RANKL y un aumento
en los niveles de OPG, lo que lleva a una disminucién de la razén
RANKL/OPG en las lesiones periodontales de los animales afectados de

periodontitis experimental.

4. La inoculacion con IL-35 causa menor deteccion de linfocitos Thl7
productores de IL-17A y un aumento de la deteccién de linfocitos Treg
productores de IL-10 en las lesiones periodontales de los animales

afectados de periodontitis experimental.
5. Durante la periodontitis experimental, el tratamiento con IL-35 inhibe la

resorcion ésea alveolar mediante la regulacion del balance RANKL/OPG y
Th1l7/Treg.
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12. ANEXOS

Anexo 1: Carta de aprobacion del Comité

Animales de la Universidad de Chile.
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Anexo 2: Carta de aprobacién del Comité de Bioseguridad de la Facultad de

Odontologia, Universidad de Chile.
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