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Trabajo de Investigacion

Expresion de citoquinas Th17 y su correlaciéon con
periodontopatégenos y el area periodontal inflamada en
pacientes con periodontitis cronica

Th17 cytokines expression and its correlation with
periodontopathogens and periodontal inflammed surface area
(PISA) in patients with chronic periodontitis

Herane A', Chaparro A", Quintero A', Sanz A", Hernandez M?, Gaedechens D3, Carrion F*, Inostroza C?

RESUMEN

Antecedentes: La periodontitis es una enfermedad inflamatoria infecciosa que involucra una respuesta inmune del hospedero y se caracteriza por
destruccion del hueso alveolar, el objetivo del estudio es analizar la expresién de citoquinas Th17 y su correlacién con periodontopatégenos y el
area periodontal inflamada en pacientes con periodontitis cronica. Método: Se realizé un estudio descriptivo exploratorio en el que se reclutaron 23
pacientes con diagndstico de periodontitis crénica y un grupo control de 10 individuos sano/gingivitis. A todos los sujetos se les realizé un examen
periodontal completo. Ademas, se utilizé el método PISA (Periodontal Inflamed Surface Area) para cuantificar el tamafo de la herida periodontal. Se
recolectaron muestras de FGC, plasma y placa bacteriana para su analisis mediante técnica de ELISA de IL-17 A, IL-6, IL-23 y IL-10 y PCR para
la determinacion de la presencia de: P. gingivalis, T. denticola, T. forsythensis, A. actinomycetemcomitans, F. nucleatum y P. intermedia. Los datos
fueron analizados utilizando estadistica descriptiva y la asociacion entre variables se estimo a través de modelos de regresion logistica. Resultados:
Se observé una tendencia al aumento, no significativa, de los niveles de IL-17A, IL-6 y IL-23 a nivel de FGC en los sujetos con periodontitis cronica
(p=0.716, 0.784, 0.421, respectivamente). Los pacientes con periodontitis crénica presentaron una disminucién de la IL-10 (p=0.012) y los niveles
de IL-17A se correlacionaron positivamente con el area periodontal inflamada (p=0.004). A nivel de los patégenos periodontales, se observé una
asociacion entre la presencia de: P. gingivalis, T. denticola, T. forsythensis y los niveles de IL-6 plasmatica (p=0.017, 0.033, 0.024, respectivamente).
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ABSTRACT

Objective: Periodontitis is an infectious and inflammatory disease that involves a host immune response and is characterized by alveolar bone
destruction. Aim: Analyze the expression of Th17 cytokines and their correlation with periodontopathogens and periodontal inflamed area in patients
with chronic periodontitis. Method: A case control study was performed. At the time of delivery, 23 cases of patients with periodontal diagnosis were
enrolled in the study and 10 controls with gingivitis. The diagnosis involved a complete periodontal examination with periodontal Florida probe. Also
we used the PISA (Periodontal Inflamed Surface Area) index to classify the groups. Plasma and GCF samples were collected and studied for protein
expression by ELISA assays for IL17A, 116, IL23 and IL10. Plague was analyzed by PCR for the determination of the presence of: P. gingivalis, T.
denticola, T. forsythensis, F. nucleatum, P. intermedia and A. actinomycetemcomitans. Data was analyzed using descriptive statistics and the association
between variables was estimated through logistic regression models. Results: There is a trend of increased GCF levels of IL17A, IL6, and IL23 with
no significance. However there was an association between gingivitis and IL10 plasma and GCF levels (p=0.012). In relation to the periodontal wound
size, a correlation was observed between the levels of IL6 and IL10 in GCF. Analysis of periodontal pathogens, showed an association between the
presence of: P. gingivalis, T. denticola, T. forsythensis and plasma levels of IL-6 (p=0.017, 0.033 and 0.024, respectively).
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INTRODUCCION

La periodontitis es una enfermedad infecciosa que se caracteriza
por presentar inflamacién crénica, la cual resulta en dafo tisular extenso
de las estructuras de soporte del diente, siendo asi, una de las causas mas
significativas de perdida de piezas dentarias en adultos2).

El biofilm bacteriano adherido a la superficie dentaria en estrecha
relacion con los tejidos periodontales es uno de los factores etiolégicos
mas relevantes de esta enfermedad®. La incidencia y progresion de

la enfermedad periodontal depende de la compleja interaccion entre
las bacterias periodontopatdégenas y las células del sistema inmune
del huésped*59. Estas interacciones estan mediadas por citoquinas y
quimioquinas producidas tanto por el huésped como por células presentes
en el sitio de la inflamacién-27). Moutsopoulus describio lesiones enfermas
que fueron poblados por abundantes células Th17, esta infiltracion se
relaciona a la infeccion, la inflamacion croénica y a la patologia del tejido.
Experimentos in vitro revelan que P. gingivalis favorece la estimulacion de
la produccion de citoquinas Th17 y promueve la produccion de IL-6®.
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En 1976, Page y Schroeder describieron la lesién periodontal
desde el punto de vista histopatolégico en cuatro etapas: Inicial, temprana,
establecida y avanzada. Las lesiones inicial y temprana se caracterizan
por un infiltrado inflamatorio donde predominan los neutréfilos y los
macréfagos, mientras que las lesiones establecida y avanzada se
caracterizan por la presencia de linfocitos T, B y principalmente células
plasmaticas®. La gingivitis se ha considerado como una lesion estable
donde predominan los linfocitos T, mientras que la periodontitis se
considera una lesion avanzada en la cual predominan los linfocitos B y las
células plasmaticas'. Por tanto, el papel que desempenan los linfocitos T
es de vital importancia en la patogenia de la enfermedad periodontal.

Los linfocitos T pueden subdividirse en dos grandes subgrupos
de acuerdo a la expresioén de las moléculas CD4 y CD8; linfocitos T helper
(Th) y linfocitos T citotdxicos (Tc), respectivamente™. Tanto los linfocitos
T CD4+ como los CD8+ pueden clasificarse segun el perfil de citoquinas
que producen. Paralas células CD4+ se han descrito dos perfiles: Th1 que
producen IL-2, INF-y, TNF-a, TNF-B y promueven respuestas mediadas
por células esenciales para la eliminacion de patdégenos intracelulares.
Las células Th2 median la inmunidad humoral y producen principalmente
IL-4 e IL-5, las cuales inducen el crecimiento y diferenciacion de células
B y células plasmaticas. Es de suponer que un balance entre las
citoquinas Th1 y Th2 sea necesario para producir respuestas inmunes
efectivas con el fin de controlar el agente agresor, en este caso la placa
bacteriana. Las citoquinas presentes en el tejido periodontal enfermo
estan determinadas por la respuesta linfocitaria y son fundamentales
en determinar que la enfermedad periodontal progrese o permanezca
estable?. Estudios recientes demuestran que el modelo clasico de las
células T CD4 efectoras Th-1/Th-2 debe ser reinterpretado, dandole
espacio a las células Th-17 dentro de las patogenias inflamatorias
articulares como las enfermedades autoinmune. Se ha definido que los
linfocitos Th17 caracterizados como un subtipo productor principal de
IL-17, es antagonizado por los productos de los linajes Th1 y Th2(3),
En humanos la IL-17 tiene una funcién proinflamatoria. Los linfocitos T
reguladores Tregs, son una subpoblacion especializada de linfocitos T
que actua suprimiendo la activacién del sistema inmunitario, manteniendo
asi la homeostasis de este sistema y favoreciendo la tolerancia hacia
autoantigenos. La funcién anti-inflamatoria de Tregs supresora se
caracteriza por la secrecién de TGF-beta 1 e IL-1004. Diversos hallazgos
han involucrado a las células Th17 en lesiones cronicas de los tejidos
periodontales y por lo tanto estarian implicadas en la reabsorcion ésea
del hueso alveolar de pacientes con periodontitis crénica severa. Los
resultados de Okui y cols. 20129, sugieren que en lesiones periodontales
distintas citoquinas inflamatorias podrian gatillar la conversién de células
Tregs (FOXP3+) en células TH17 productoras de IL-17. El balance entre
células Th17 y Treg es crucial en la homeostasis del sistema inmune.

El objetivo general de este estudio es evaluar en fluido gingival
crevicular (FGC) y plasma los niveles de expresion de citoquinas Th17 (IL-
17A e IL-23), citoquina proinflamatoria (IL-6) y una citoquina que contribuye
a la actividad supresora Tregs (IL-10) y correlacionar su expresiéon con
periodontopatdgenos y el area periodontal inflamada (PISA) en pacientes
con periodontitis y en un grupo control de individuos sanos/gingivitis.

MATERIAL Y METODO

Se realiz6 un estudio descriptivo exploratorio de 33 individuos
que acudieron a la unidad de diagnéstico del Centro Odontoldgico de
Especialidades Médicas de la Universidad de los Andes (CESA), en el
Hospital Parroquial de San Bernardo (HPSB), Region Metropolitana,
Santiago, Chile. Todos los pacientes ingresaron voluntariamente al
estudio y firmaron previamente un consentimiento informado. El estudio
conto con la aprobacion del comité de ética de la Facultad de Odontologia
y del Comité de Etica de la Universidad de los Andes.

A todos los pacientes se les realizd examen periodontal
completo en sitios molares, en el que se determind profundidad al
sondaje (PS), nivel de insercion clinica (NIC) e Indice de sangrado (IS).
El examen fue realizado por un especialista en periodoncia previamente
calibrado. Los pacientes fueron examinadas en los sillones dentales
utilizando luz artificial y un instrumental de examen basico. (Espejo, pinza
y sonda manual Periodontal Hu-Friedy Carolina del Norte). Ademas de
realizar el examen periodontal se recopilaron datos personales, tales
como; edad, estado civil, nivel educacional junto a antecedentes mérbidos,
gineco-obstétricos y odontolégicos.

Herane Ay cols.

Criterios de Inclusion

Se incluyeron en el estudio hombres y mujeres de entre 20-65
anos de edad, que presenten al menos 14 dientes naturales en boca
(excluyendo terceros molares).

Criterios de Exclusion

Haber recibido tratamiento periodontal en el Ultimo afio, terapia
antibidtica o antinflamatorios esteroidales o no esteroidales en los
ultimos 6 meses, Fumadores, embarazadas o en periodo de lactancia,
enfermedades sistémicas relevantes que afecten el curso o severidad de
la periodontitis.

Determinacion del Diagndstico Periodontal

Sano/Gingivitis: £10% de los sitios con PS23mm y un indice de
sangrado <10%. Sin pérdida de insercion clinica'®.

Periodontitis: >10% de los sitios con PS=3mm y un indice de sangrado
>10%. Con pérdida de insercion.

Determinacion Tamafo Herida Periodontal Mediante el Método Pisa

El método PISA refleja el area de superficie de sangrado del
epitelio del saco periodontal y a su vez el area de superficie de sangrado
del epitelio del saco periodontal cuantifica la cantidad de tejido periodontal
inflamado(”.

Se ha construido una hoja en Microsoft Excel para facilitar su
calculo. Esta disponible en forma gratuita en la pagina web www. parsprototo.
info. Se requiere rellenar con los datos de NIC, Recesién gingival e IS en 6
sitios por diente. También se puede utilizar las mediciones de PS.

Toma de Muestras de FGC para Inmunoensayo ELISA y para
Deteccion de Periodontopatégenos por PCR

Se seleccionaron 4 sitios por cada cuadrante de mayor
profundidad al sondaje. Luego de aislar el diente con térulas de algodén,
se removid la placa supra gingival cuidadosamente con una cureta (Hu-
Friedy, Chicago, USA) sin tocar el margen gingival. Posteriormente se
seco el sitio crevicular con aire de la jeringa triple. El FGC se recolectd
con 4 conos de papel endodontico estériles nimero 40 (Dentsply Maillefer,
Tulsa, OK, USA). Las puntas de papel se introdujeron en el surco/saco
periodontal hasta sentir una mediana resistencia. Se dejaron en el sitio por
30 segundos. Se excluyeron los conos contaminados con saliva o sangre.
Finalmente los conos se almacenaron en tubos Eppendorf (Biologix,
Lenexa, KS, USA) en frio a -80°C para su posterior andlisis.

Toma de Muestras de Sangre Venosa Periférica

Se tomaron 5ml de sangre venosa del antebrazo. Las muestras
fueron depositadas en tubos vacutainer con anticoagulante EDTA (BD
Vacutainer, Franklin Lakes, NJ, USA) y fueron centrifugadas a 3.000 rpm
durante 10 minutos (Spectrafuge 6C, Labnet®, Edison Township, NJ, USA).
Luego se removié el sobrenadante (plasma) el que se almacend en tubos
Eppendorf rotulados a -80°C para su posterior analisis. La toma de muestras
y su procesamiento fueron realizados por una enfermera calificada.

Extraccion de DNA Genémico

Se utilizaron dos conos de cada muestra, los cuales se colocaron
en tubos Eppendorf estériles rotulado que contenian 200 uL de agua libre de
nucleasas (IDt®, San Diego, CA, USA). Se incubaron las muestras durante
10 minutos a una temperatura de 94°C en termoblock (BioProducts®, West
Palm Beach, FL, USA)y posteriormente durante 10 minutos una temperatura
de -20°C. Finalmente se centrifugd durante 5 minutos.

Una vez realizada la extraccion de ADN se retiré el
sobrenadante de producto denaturado (120 uL), se introdujo a un tubo
Eppendorf (Biologix, Lenexa, KS, USA) estéril rotulado y se almacené a
-20°C. Se desecharon los conos de la muestra.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Se utilizé la técnica molecular PCR convencional para
determinar la presencia o ausencia de patégenos periodontales en la
placa subgingival. Las bacterias analizadas fueron Porphyromonas
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gingivalis (Pg), Tannerella forsythia (Tf), Treponema denticola (Td),
Prevotella intermedia (Pi), Fusobacterium nucleatum (Fn) y Agregatibacter
actinomycetemcomitans (Aa). Los partidores de PCR fueron mandados a
hacer a IDt® (San Diego, CA, USA) y fueron utilizados en la determinacion
de la presencia o ausencia de las especies bacterianas (Tabla 1).

Posteriormente, se llevaron los tubos de PCR a termociclador
multigene TM (Labnet®, Edison Township, NJ, USA). El programa de
PCR fue el mismo para todas las muestras y se realizé con un ciclo de
denaturacion por 5 minutos a 94°C y 40 ciclos de denaturaciéon a 94°C
por 30 segundos, apareamiento a 55°C por 30 segundos y elongacion a
72°C por 45 segundos. La elongacion final fue a 72°C por 10 minutos y
un ciclo final a 15°C por 59 minutos.

Los fragmentos de DNA productos de la reaccion de PCR
fueron visualizados en geles de agarosa (Seakem® LE, Lonza, Allendale,
NJ, USA) al 2% con Buffer TBE 1X (Tris, Borato, EDTA) (Promega(TM),
Madison, WI, USA) y SybrSafe (Life Technologies Corporation, Carlsbad,
CA, USA) y SybrSafe (Invitrogen Tm). Las imagenes de los geles
fueron adquiridas en un sistema de foto documentacién Enduro tm GDS
(Labnet®, Edison Township, NJ, USA).

Determinacion de los Niveles de IL-17, IL-23, IL-6 y IL-10 en Muestras
de FGC y Plasma

Se utilizd la técnica de inmunoensayo ELISA (acrénimo del
inglés Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay). En cada una de las
muestras, a partir del mismo volumen de FGC y de plasma de pacientes y
controles se realizé el ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas. Se
determind los niveles de IL-17A, IL-23, IL-6 y IL-10. Se utilizaron los kits
Human IL-17A ELISA Ready Set Go!®, Human IL-23 ELISA Ready Set
Go!®, Human IL-6 ELISA Ready Set Go!® y Human IL-10 ELISA Ready
Set Gol®, todos de eBioscience (Bioscience, San Diego, CA, USA).

Analisis Estadistico

Los resultados de las muestras obtenidas no presentaron una
distribucion normal por lo tanto se realizaron test no parametricos para
analizar los datos. El andlisis estadistico se hizo mediante el software
Systat version 13. Se utilizé el test de Mann Whitney para analizar las
variables continuas cuantitativas. Se consider6 un valor p < 0,05 para
determinar diferencias significativas entre grupos y con un intervalo
de confianza del 95%. Ademas, se utilizé el test de Spearman para
determinar la correlacion entre las variables. Los resultados obtenidos se
muestran en Tablas y Figuras.

Tabla 1. Partidores usados en el andlisis con PCR convencional.

. Nombre I Tamaiio
Bacteria Partidor Secuencia 5’-3 pb
T. denticola Tden-1 taa tac cgs atg tgc tca ttt aca t 316
(T.d)
Tden-2 | tac aag aag cat tcc ctc ttc ttc tta
T fc()_rrsfy)thia Tfor-1 | tac agg gga ata aaa tga gat acg 745
Tfor-2 acg tca tcc cca cct tec to
P g;':r:gi)/alis Pgin-1 agg cag ctt gcc ata ctg cg 404
3.
Pgin-2 act gtt agc aac tac cga tgt
A. actinomycetemcomitans Aa-1 acg tca tcc cca cct tec te 360
(A.a.)
Aa-2 acg tca tcc cca cct tec to
F. nucleatum Fspp-1 gga ttt att ggg cgt aaa gc 167
(Fn.)
Fspp-2 ggc ttt cct aca aat atc tac gaa
P im;(;rr'w}edia Pint-1 ttt gtt ggg gag taa agc ggg 650
i
Pint-2 tca aca tct ctg tat cct geg t

Secuencia de partidores para los genes especificos de bacterias T.d., T.f.,, P.g.,
A.a., Fn.yPi.

Tabla 2. Caracteristicas clinicas en grupos Control (C) y Periodontitis crénica (PC).

Slziar:;gteristica Diagnéstico N Prc;nlljesdio valor P

Edad (afios) C 10 27.80+4.52 0.088
PC 23 36.17+£10.97

IS (%) C 10 2.88+0.95 0.0001***
PC 23 70.15+19.25

Area (cm?) C 10 0.83+0.46 0.0001***
PC 23 13.68+7.55

Las caracteristicas clinicas que se evaluaron fueron: Edad en afios, indice de
sangrado (IS) mediante sondaje periodontal y area de la herida periodontal
(cm?) con método PISA del grupo control (C) y del grupo con periodontitis
crénica (PC). Todos los valores se expresan como promedio * Desviacion
estandar (DS). ***p<0.001.

Tabla 3. Niveles de expresiéon de citoquinas (pg/ml) en grupos Control (C) y
Periodontitis crénica (PC) en Plasma y FGC.

e T ) [ ey — e
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P By 183 1F gyinaw | gy i | asgy s | asary vat | oy oh | asayma | awigra
© Erp 13008 Bpiedd | GRy 308 | S0y e | damayaar | e iic | Risapdids | EErge
3 0\ AELEG &) VLN AMAIN | STOAGMET | MRbAariee | LETELE | AMRACE | SOGAASLE | ZW2UE
& Bt S| A T | i AT | ARG | 3303 8 | At TR | wSeA e | ASadET

En el grupo control (C) y en el grupo con periodontitis (PC) se evaluaron
los niveles de expresion de citoquinas en plasma y FGC, mediante Test de
Elisa especificos para IL-17 A, IL-6, IL-23 e IL-10. Los valores se expresan
como promedios en pg/ml + Desviacion Standard (DS). ? p=0.312, ® p=0.716
y ¢ p=0.012.

Se describe la correlacion entre el tamafo de la herida periodontal y los
niveles plasmaticos y de FGC de citoquinas IL-17, IL-23, IL-10 e IL-6 evaluadas
mediante test de ELISA. Se muestran los valores p, Ry R? correspondientes a
cada grafico de la figura. **p<0.01.

Figura 1. Correlacion entre el area de la herida periodontal y niveles de citoquinas
(pg/ml) IL-17A, IL-6, IL-23 y IL-10 en plasma y FGC.
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Se describe la correlacion entre el % de IS y los niveles plasmaticos y de FGC
de citoquinas IL-17A, IL-23, IL-10 e IL-6 evaluadas mediante test de ELISA. Se
muestran los valores p, Ry R? correspondientes a cada grafico de la figura.

Figura 2. Correlacién entre % de indice de sangrado y niveles de citoquinas (pg/ml)
IL-17A, IL-6, IL-23 y IL-10 en plasma y FGC.

o Mrecuencia deteccion perisdontopatogenos

120%
1%

BiF

6% - i
40% -
- ‘ J
Pg Aa Td Tf Pi Fn

Comparacion de los % de frecuencia de periodontopatogenos en grupos
Control (C) y Periodontitis crénica (Pc). Porphyromona gingivalis (Pg)
(p=0.004), Agregatibacter actinomytemcomitans (Aa) (p=0.586), Treponema
denticola (Td) (p=0.0239), T. forsythensis (Tf) (p=0.004), Prevotella intermedia
(Pi) (p=0.094), Fusobacterium nucleatum (Fn) (p=0.024). *p<0.05, **p<0.01.

Figura 3. Porcentaje de frecuencia de deteccion de periodontopatégenos en ambos
grupos de estudio.

RESULTADOS

Caracteristicas Clinicas

En el presente estudio se analizaron un total de 33 sujetos. El
grupo de pacientes enfermos con periodontitis crénica (Pc) incluyé 23
sujetos, dentro de ellos 9 hombres y 14 mujeres, con un rango de edad
20-57 afios (36.174 +~ 10.965) y en el grupo control, sujetos sanos/
gingivitis (C) incluyé 10 sujetos de ellos 4 hombres y 6 mujeres con
un rango de edad de 24-38 afios (27.8 +~ 4.517). Las caracteristicas
clinicas indice de sangrado (IS) y area de la herida periodontal de los
sujetos incluidos en este estudio se muestran en la Tabla 2. En los
pacientes con periodontitis crénica se observé un aumento significativo
del IS (p=0.0001) y un mayor area de la herida periodontal (p=0.0001) en
comparacion a los sujetos controles. Adicionalmente, se determiné una
asociacion entre el area de la herida periodontal (cm?) y el diagndstico de
la patologia periodontal (p=0.001).

Herane Ay cols.

Analisis de los Niveles de Citoquinas Th17 (IL17A, IL23), IL6 e IL10
en Muestras de Plasma Sanguineo y FGC

Los valores promedios, minimo y maximo y las desviaciones
estandar de cada citoquina estan expresados en la Tabla 3. Se
compararon los niveles de citoquinas entre ambos grupos. Se observaron
diferencias significativas en los niveles de IL-10 plasmatica entre grupo
PC y controles (p=0.012). No se encontraron diferencias significativas
entre los grupos en los niveles de IL-17A, IL-6 y IL-23 en plasma como
en FGC y en los niveles de IL-10 a nivel de FGC.

Se observé una correlaciéon positiva entre el area de herida
periodontal e indice de sangrado (IS) (p=0.0001). También se muestra
una correlacion positiva entre el area de herida periodontal con IL-17A e
IL-10 plasmatica, observandose que al disminuir el area disminuyen los
niveles de IL-17 plasmatica (p=0.004) y que al aumentar IL-10 plasmatica
aumenta el area (p=0.031) (Figura 1).

Deteccion de Periodontopatégenos segun Grupo de Estudio

Al correlacionar la presencia de microorganismos con el
diagndstico periodontal (Figura 4) se observé una asociacion entre
periodontitis cronica y la presencia de Porphyromona gingivalis
(p=0.004), Treponema denticola (p=0.0239), T. forsythensis (p=0.004) y
Fusobacterium nucleatum (p=0.024).

En relacion al analisis de las citoquinas y los microorganismos
en los pacientes con periodontitis crénica, se observé una correlacion
entre los niveles de IL-6 plasmatica con la presencia de Porphyromona
gingivalis (p=0.017), Treponema denticola (p=0.033) y T. forsythensis
(p=0.024).

DISCUSION

En nuestro estudio abordamos el papel de la respuesta TH17
inducida por periodontopatdgenos y lo correlacionamos con el tamafio
de la herida periodontal en pacientes con periodontitis crénica. El analisis
de las caracteristicas clinicas del grupo de estudio muestra que de los
33 sujetos reclutados, el porcentaje de indice de Sangrado y el area del
tamario de la herida periodontal de 23 pacientes con periodontitis crénica
(PC) aumenta significativamente en comparacion a los 10 individuos del
grupo control con gingivitis (C). Determinamos una asociacion significativa
entre PCy la presencia de Porphyromona gingivalis, Treponema denticola
y T. forsythensis. En la enfermedad periodontal la presencia de citoquinas
proinflmatorias como IL-6 esta ampliamente documentada, Reinhardt y
cols., encontraron niveles significativamente mayores de IL-6 en FGC
de pacientes con periodontitis refractaria en comparacién con sujetos
estables(™. Lee y cols., observaron niveles significativamente mayores
de IL-6 en FGC en sitios activos en comparacién con sitios inactivos('®.
Nuestros hallazgos muestran una tendencia al aumento de IL-6 a nivel
de FGC y plasma. Estos resultados pueden significar que los niveles
de este mediador inflamatorio en pacientes periodontales puede verse
influenciado por diversos factores, entre ellos la composicion bacteriana
local. Tamai y col., observaron que infecciones mixtas con P. gingivalis,
con T. forsythia o T. denticola actian sinérgicamente aumentando la
produccioén de IL-6('®. En el presente estudio se observa una correlacion
positiva entre la presencia de los tres periodontopatégenos del grupo rojo
(P. gingivalis, T. denticola 'y T. forsythensis) y el diagnéstico periodontal.
Geivelis y cols., observaron una correlacién positiva entre profundidad al
sondaje e IL-6 en FGC(7),

El rol de IL-17A en la enfermedad periodontal aun es
controversial. Observamos una tendencia al aumento de IL-17A a nivel
de FGC en el grupo PC, pero no observamos diferencias significativas
en los niveles de IL-23 a nivel de FGC o plasma entre los dos grupos.
La tendencia al aumento de los niveles de IL17A en FGC podria ser
consecuencia del desarrollo de la respuesta inmune a nivel local por la
pérdida 6sea asociada al grupo PC. A nivel plasmatico no se observaron
diferencias en IL-17A entre los dos grupos de estudio. En relacién a IL-23
en el grupo PC hay una tendencia al aumento en los niveles de IL-23 en
FGC y plasma. La expresion de IL-17A en el grupo PC no fue detectada en
9 muestras de plasma y 13 de FGC y a la vez en 3 muestras de plasma y
5 de FGC en el grupo control. La no deteccion de IL-17A en varias de las
muestras de FGC y plasma de PC junto a la dispersion de los datos y un
pequefio tamafio muestral podrian ser factores claves en explicar por qué
no obtuvimos diferencias significativas entre ambos grupos.



Expresion de citoquinas Th17 y su correlacién con periodontopatégenos y el area periodontal inflamada en pacientes con periodontitis cronica

Con respecto a la expresion de una citoquina supresora como
la IL-10, nuestros resultados muestran una mayor expresion de IL-10 en
muestras de plasma en pacientes con PC en relacién a controles, sin
embargo, a nivel de FGC los niveles de IL-10 muestran una tendencia al
aumento en el grupo control.

Otros estudios® explican que esta promocion de las respuesta
Th17 es promocionada por proteasas especificas secretadas por P.
gingivalis, que degradarian diferencialmente a citoquinas fundamentales.
A este respecto, la IL-12 era muy degradado por P. gingivalis, mientras
que la IL-1B fue mas resistente a la protedlisis.

Nuestros datos confirman que bacterias como P. gingivalis
podrian orquestar la inflamacion en periodontitis crénica.

Actualmente, se utilizan una gran variedad de modelos para
la definicion de casos de patologia periodontal?°2'22, Debido a esto
Nesse y col., desarrollaron un método, que cuantifica el area de tejido
periodontal inflamado. Este método se conoce como PISA (Periodontal
Inflamed Surface Area)™. En nuestro estudio observamos una
correlacion positiva significativa entre el tamafio de la herida y el IS es
decir, que al aumentar el area de la herida periodontal aumenta el IS.
Ademas, detectamos una correlacién positiva significativa entre el area
de la herida periodontal y los niveles de IL-17A plasmatica. De lo anterior

podemos inferir que el tamafo de la herida periodontal se correlaciona
con los niveles de mediadores proinflamatorios presentes. Proponemos
al método PISA como un parametro validado para cuantificar el estado
inflamatorio del tejido periodontal enfermo.

La complejidad de la respuesta inmune inflamatoria en
las enfermedades periodontales ha sido ampliamente estudiada,
proponiéndose multiples hipétesis al respecto. Un eje novedoso es
el del balance entre la autoinmunidad y tolerancia, representada
por las respuestas celulares tipo Th17 y T reguladora (Tregs),
respectivamente. Sin embargo, se necesitan mas estudios para abordar
si existe una conversion Treg-Th17 durante las respuestas inflamatorias
contra periodontopatogenos. Para contribuir al entendimiento con
investigaciones de este tipo y aportar con alguna aplicacion practica, util
para el diagndstico y/o tratamiento de diferentes patologias orales®).
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