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RESUMEN

Antecedentes: La periodontitis es una enfermedad inmunoin-
flamatoria crénica causada principalmente por Aggregatibacter
actinomycetemcomitans y Porphyromonas gingivalis. Los tipos mas
comunes de enfermedad periodontal son la periodontitis crénica (PC)
y la periodontitis agresiva (PA) que se caracterizan por inflamacion
gingival, formacién de bolsas periodontales, pérdida de insercion y
destruccién de hueso alveolar. Sin embargo, la principal diferencia
entre la PCy la PA radica en que en la PA la pérdida de insercién es
mas rapida que en la PC. Las células dendriticas ante el estimulo de
las bacterias periodontopatégenas producen IL-23, esta citocina se
une a su receptor especifico (IL-23R) en las células Th17 para inducir
la produccién de IL-17, citocina que participa indirectamente en la
resorcion ésea alveolar. Se ha observado que la IL-17 esta elevada
en pacientes con PC en comparacion con los sujetos sanos (SS). No
obstante, poco se conoce de la IL-23 y el IL-23R en la periodontitis.
Cabe mencionar que el IL-23R puede ser escindido y resultar en una
forma soluble del IL-23R (IL-23Rs). Objetivo: Medir los niveles del
IL-23Rs en suero y plasma de pacientes con PC, PA y SS. Material
y métodos: Se recolectd suero y plasma de pacientes con PC (n=8)
y PA (n = 8), asi como de sujetos sanos (SS) (n = 8) y se determind
la concentracion del IL-23Rs por la técnica de ELISA. Resultados:
No se encontraron diferencias del IL-23Rs entre los pacientes con
PA y PC en comparacion con los SS, aun cuando se observé un
aumento significativo del IL-23Rs en plasma de pacientes con PA'y
PC en comparacion con los SS. Conclusiones: Existe un incremento
del IL-23Rs en plasma de pacientes con PC y PA en comparacion
con los SS, aunque no se detectaron diferencias significativas del
IL-23Rs en suero entre los grupos de PC, PAy SS.
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ABSTRACT

Periodontitis is a chronic immunologic-inflammatory disease
primarily caused by Aggregatibacter actinomycetemcomitans and
Porphyromonas gingivalis. The most common types of periodontal
disease are: chronic (CP) and aggressive (AP) which are characterized
by gingival inflammation, formation of periodontal pockets, and loss
of insertion and destruction of alveolar bone. However, attachment
loss and tissue destruction is faster in AP than CP. Dendritic cells are
stimulated by periodontopathogenic bacterias and produce IL-23; this
cytokine binds to its specific receptor (IL-23R) trough Th17 cells to
induce production of IL-17. It is to be noted that IL-23R can be cleaved
and remain as a soluble receptor (IL-23Rs). IL-23 and IL-17 and its
receptors indirectly participate in alveolar bone resorption. In this
sense, it was found that IL-17 is elevated in patients with CP compared
to healthy subjects (HS). However, little has been said about IL-23
and its receptor in periodontitis. Objective: Type of study: descriptive,
cross-sectional and analytical. Measuring IL-23Rs levels in serum and
plasma of patients with PC, PA and healthy subjects. Material and
methods: Serum and plasma were collected from patients with CP (n
=8) and AP (n = 8) as well as from HS (n = 8). The concentration of
IL-23Rs was determined by ELISA. Results: There were no significant
differences in IL-23Rs between patients with PA and PC compared
with SS. However, we found a significant increase in IL-23Rs in the
plasma of patients with AP compared to SS. Likewise, we observed a
significant increase in PC patients compared with SS. Conclusions:
There is an increase in plasma IL-23Rs in patients with PC and PA
compared to SS. However, we found no significant differences in
serum IL-23Rs between the PC, PA and SS groups.
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INTRODUCCION

La enfermedad periodontal (EP) es una de las dos
patologias bucales principales que afectan a la po-
blacion mundial. En México, el Sistema de Vigilancia
Epidemiolégica de Patologias Bucales (SIVEPAB)
describié que de un total de 87,764 personas, sola-
mente 40% tenia un periodonto sano.!2

La EP es un grupo de trastornos con diversas etio-
logias y manifestaciones clinicas en la que se incluyen
las periodontitis. Se identifican principalmente dos
tipos de periodontitis: periodontitis crénica (PC) y
periodontitis agresiva (PA) causadas por varias es-
pecies bacterianas que se adhieren a la base de los
dientes como Aggregatibacter actinomycetemcomi-
tans, Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia,
Prevotella intermedia y Bacteroides forsythus, entre
otras.? La PC y la PA se caracterizan por inflamacién
gingival, pérdida de insercién, formacion de bolsas
periodontales y destruccién de hueso alveolar. La
principal diferencia entre la PC y la PA radica en
que en la PA, la pérdida de insercion es mas rapida
que en la PC.?* Los lipopolisacaridos (LPS) y otros
componentes de las bacterias periodontopatgenas
son reconocidas por las células dendriticas y éstas
secretan citocinas proinflamatorias como IL-1, TGF-f,
IL-6 e IL-23. La IL-23 se une a su receptor especifico
(IL-23R) en las células Th17 para activar y mantener
la clona, asi como para producir IL-17 y RANKL.5
Cabe senalar que la IL-23 es una citocina heterodi-
mérica compuesta de dos subunidades enlazadas por
un puente de disulfuro, una subunidad soluble p40 y
una subunidad de haz tetra-helical p19, mientras que
el receptor a IL-23 (IL-23R) esta constituido por una
subunidad llamada IL-23R que forma un complejo con
la subunidad beta 1 del receptor a IL-12 (IL-12Rb1)
(Figura 1).7 El IL-23R también puede presentarse
en forma soluble (IL-23Rs) por corte y empalme al-
ternativo o mediante la escisién desde la membrana
por adamalisinas.®? La sefializacién a través del
IL-23R es por las Janus cinasa 2 (JAK2) y tirosina
cinasa 2 (tyk2), la cual activa STAT3 permitiendo
la sobrerregulaciéon de RORyT y subsecuentemente
se incrementa la produccién de IL-17.19 De esta
manera, la IL-17 producida por las Th17 se une a
los fibroblastos a través de su receptor induciendo la
produccién de RANKL. Tanto el RANKL producido
por las células Th17 como los fibroblastos activan los
preosteoclastos para su diferenciacién en osteoclastos
maduros, los cuales se encargan de la reabsorcion

IL-23

Figura 1. IL-23 y su receptor. La IL-23 esta formada por la su-
bunidad P19 y P40. La P19 se une a la subunidad del receptor a
IL-23 (IL-23R) y la P40 se une al IL-12-Rp. La sefalizacién del IL-
23R se genera a través de la ruta de las JAK2 y Tyk2 y las STAT3y
STAT4 (a) (Imagen modificada de: Awasthi K, 2009; Teng B, 2009).

6sea alveolar (Figura 2).1113 En este sentido, se ha
descrito que existen desregulaciones en el eje IL-23/
IL-17 y sus receptores en enfermedades autoinmunes
en las que hay destruccién de érganos o tejidos'*1?
o en enfermedades degenerativas como en la artritis
reumatoide.181® En la periodontitis (enfermedad
cronica degenerativa) se ha publicado que los niveles
de IL-23 e IL-17 estan elevados en pacientes con pe-
riodontitis en comparacién son SS.20-25 Sin embargo,
no se han estudiado los receptores a estas citocinas
en PA y PC. El objetivo de este estudio fue medir los
niveles del IL-23Rs en el suero y plasma de pacientes
con PC y PA en comparacién con muestras de SS.

MATERIAL Y METODOS

Universo de estudio

El presente trabajo es de tipo descriptivo analitico
y observacional y se llevd a cabo en conformidad
con las normas de buenas practicas clinicas y éticas
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Figura 2. Modelo de erosion dsea alveolar. Los lipopolisacaridos (LPS) y otros componentes de las bacterias periodontopatégenas
inducen la secrecion de citocinas proinflamatorias como IL-23 por parte de las células dendriticas. La IL-23 se une a su receptor espe-
cifico (IL-23R) en células Th17 ayudando a mantener la clona e induciendo la produccién de IL-17 y RANKL. Por otra parte, la IL-17 se
une al IL-17R en fibroblastos y estos secretan RANKL. EI RANKL producido por las Th17 o fibroblastos activan a los preosteoclastos
para su diferenciacion en osteoclastos maduros, los cuales se encargan de la reabsorcion 6sea alveolar (Takahashi K, 2005; Vernal R;

2006; Hajishengallis G, 2013).

establecidas en la version 64 de la Declaracion de
Helsinki y sus modificaciones en Brasil en 2013.26
El propésito de este estudio se explicé a cada pa-
ciente antes de que él/ella aceptara participar y
posteriormente se le proporcioné el consentimiento
informado que cumple con los lineamientos antes
mencionados.

El protocolo fue aprobado por los Comités de
Investigacién, Bioética y Bioseguridad de la Univer-
sidad de Guadalajara en junio de 2016 (CI-00714).
A cada paciente se le explico con detalle la natura-
leza del estudio y se obtuvo el consentimiento bajo
informacién basandose en la Ley General de Salud
y en la norma NOM-008-SSA2 1993.

Los sujetos de estudio fueron seleccionados de
las Clinicas Odontolégicas Integrales del Centro
Universitario de Ciencias de la Salud de la Uni-
versidad de Guadalajara. Este estudio es de tipo
analitico, transversal y descriptivo. A todos los
participantes se les realizé una historia médica
dental y se diagnosticaron de acuerdo con el Taller
Internacional para la Clasificacién de Enfermedades
Periodontales y Estados Periodontales, organizado
por la Academia Americana de Periodontologia.3:1

Dentro del examen periodontal se registré la pérdida
de insercion clinica (PI) y la profundidad al sondeo
(PS).27 El examen se realizé con la ayuda de una
sonda periodontal (Hu-friedy, Chicago, IL, USA) por
un solo periodoncista.

Grupos de estudio

Grupo sujetos sanos (SS): n = 8, sujetos periodon-
talmente sanos (cuatro mujeres y cuatro hombres;
edad media: 38.5; rango de edad: 20-53 afios) sin PI,
inflamacién, sangrado ni pérdida 6sea radiografica,
con una media de las PS < 3 mm que acudieron a
la clinica para cirugia estética.2"-28

Grupo con PC: n = 8, (cinco mujeres y tres hom-
bres) pacientes con presencia de dafo en varios
sitios de la cavidad oral incluyendo PS = 4 mm y
PI = 4 mm, con presencia de sangrado al sondeo e
inflamaci6n.2728

Grupo PA: n = 8, pacientes (cinco mujeres y tres
hombres) con PI = 5 mm en mas de ocho dientes, tres
de los cuales no eran incisivos ni primeros molares
y que mostraron evidencia radiografica de pérdida
de hueso alveolar avanzada.?"28
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Se excluyeron del estudio a todos los sujetos fu-
madores, con enfermedades sistémicas sumadas, con
prescripcién o uso de antibidticos y/o antiinflamato-
rios en un periodo de tres meses anteriores al estudio;
asicomo a individuos que presentaran enfermedades
infecciosas como hepatitis, infeccién por virus de in-
munodeficiencia adquirida y tuberculosis o que hayan
estado en tratamiento con fenitoina, ciclosporina o
bloqueadores de los canales de calcio; al igual que a
mujeres embarazadas o en periodo de lactancia.

Recoleccion de suero y plasma

De todos los sujetos de estudio se obtuvieron mues-
tras de sangre periférica por puncién venosa en tubos
sin anticoagulante y en tubos con EDTA. Enseguida
los tubos se centrifugaron a 4,000 rpm por 10 min
y del tubo sin anticoagulante se obtuvo suero y del
tubo con anticoagulante EDTA, el plasma. Tanto el
suero como el plasma se recolectaron y se almacena-
ron a -80 °C hasta que se realizé el ensayo de ELISA.

Medicién de IL-23Rs por inmunoensayo
inmunoabsorbente ligado a una enzima (ELISA)

E1IL-23Rs se midi6 a partir del suero y plasma por
duplicado en los pocillos de microplacas para deter-
minar las concentraciones de IL-23Rs ELISA kit (R
& D Systems, Mineapolis MN). La absorbancia de
cada pocillo fue leida a 450 nm en espectrofotometro.

La concentracién del IL-23Rs se calcul6 a partir
de la curva estandar incluida en el kit de ensayo. Los
controles para la variacion de placa a placa también
se usaron cuando era apropiado. Los resultados se
expresaron como pg/mL del IL-23Rs en el plasma y
suero de los sujetos de estudio.

Analisis estadistico

Los resultados de la concentraciéon de IL-23 e IL-17Rs
(pg/mL) en suero y plasma se presentan graficamen-
te como el promedio + la desviacion estandar de los
grupos estudiados. Se aplicé una prueba de Kruskal-
Whalis para la comparacién de medias independientes
de tres o mas grupos y se observaron diferencias signi-
ficativas. Posteriormente de acuerdo con la prueba de
Shapiro-Wilks los resultados mostraron una distribu-
ci6n anormal. Finalmente, conforme a la anormalidad
de los datos, se aplicé una prueba no paramétrica U
de Mann-Whitney para conocer las diferencias entre

las medias de SS, PC y PA. El analisis estadistico se
realizé con el paquete SPSS v 22.0 para Windows.

REsuLTADOS

IL-23Rs en suero y plasma

En el estudio que nos ocupa no se encontraron dife-
rencias estadisticamente significativas del IL-23Rs
en suero entre los SS (3,665 + 1,025), pacientes con
PC (5,246 + 752) y pacientes con PA (3,627 + 825).
Sin embargo, en plasma se detecté un aumento sig-
nificativo del IL-23Rs en pacientes con PA (11,558
+ 3,100) en comparacion con los SS (3,958 = 720)
con una p = 0.031. También se observo un aumento
significativo del IL-23Rs en los pacientes con PC
(7,233 = 1,218) en comparacién con los SS (3,958 +
720) con una p = 0.045 (Figura 3).
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Figura 3. Niveles del IL-23Rs en pacientes con periodonti-
tis crénica y agresiva. La concentracion del receptor soluble
a IL-23 (IL-23Rs) se midié en muestras de suero y plasma de
pacientes con PC, PA y SS. Una prueba no paramétrica U de
Mann-Whitney demostré un aumento significativo del IL-23Rs
en plasma de pacientes con PA y PC en comparacion con los
SS. * Niveles de significancia p < 0.05; PC = Periodontitis cré-
nica; PA = Periodontitis agresiva, SS = Sujetos sanos.



Rivadeneyra-Burgos C y cols. Receptor soluble de IL-23 en periodontitis cronica y agresiva

Discusion

Se ha estudiado la IL-23 e IL-17 en diferentes tipos
de muestras de pacientes con periodontitis y se ha
encontrado un aumento de ambas interleucinas
en pacientes con periodontitis en comparaciéon con
S8S,29-25 gunque los receptores a estas interleucinas,
asi como sus formas solubles no se han determinado
en pacientes con periodontitis en comparaciéon con
SS. En este trabajo se determiné la concentracién
del IL-23Rs en el suero y plasma de pacientes con
PC y PA en comparacion de SS. Por otra parte, se ha
demostrado que existen dos mecanismos para que
se genere una porcién soluble del IL-23R (IL-23Rs):
1) el IL-23Rs puede producirse por medio de corte y
empalme alternativo y después es secretado en ve-
siculas;® 2) el IL-23R es escindido de las membranas
celulares por proteasas como ADAM10y ADAM17.°
El IL-23Rs puede unirse a la IL-23 intercelular for-
mando un complejo (IL-23-IL-23Rs) para funcionar
como estimulador de la activacién de la célula Th17
a través del propio IL-23R unido a la membrana
(IL-23-1L-23Rs-IL-23R). De forma antagénica el
complejo IL-23-IL-23Rs puede funcionar como un
bloqueador de la activaciéon de las Th17 cuando no
se une al IL-23R anclado a la membrana. Hasta el
momento no se ha descrito qué es lo que determina
que el complejo IL-23-IL-23Rs funcione como un
estimulador o un bloqueador de la activacién de las
células Th17.%9

En la presente investigacion se observé un au-
mento significativo del IL-23Rs en el plasma de
pacientes con PA en comparacién con SS y un incre-
mento significativo de los pacientes con PC en com-
paracién con los SS, lo que coincide con el aumento
de la IL-23 en pacientes con periodontitis descrito
por otros autores.?32* También se conoce que hay un
incremento de la IL-17 en pacientes con PC en com-
paracién con SS.2922.25 Probablemente el aumento
de la IL-17 en la periodontitis se debe a la elevacion
del IL-23Rs que puede formar complejos con la IL-23
(IL-23R-I1L-23Rs) y este complejo posee una funcién
activadora en las células Th17 que participan en la
destruccién del hueso en la periodontitis. De forma
contraria, el complejo IL-23R-IL-23Rs puede tener
una funcién inhibidora, debido a que se han detectado
niveles bajos de la IL-17 en sujetos sanos en compa-
racién con PC y PA20-24 qunado a estos hallazgos en
los que se observaron bajos niveles del IL-23Rs en
los SS en comparacién con pacientes con PC y PA.
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En el presente estudio no se encontraron dife-
rencias significativas del IL-23Rs en el suero de los
grupos de estudio. Cabe destacar que la diferencia
entre el suero y el plasma radica en que en el suero
se encuentran todos los factores de la coagulacion
incluyendo el fibrinégeno, en cambio en el plasma
los factores de la coagulaciéon quedan capturados
por los anticoagulantes utilizados para la separa-
cién.2? En este sentido, se ha descrito que existen
discrepancias de los niveles de varias moléculas
entre suero y plasma.??3% También se observaron
diferencias de los niveles del IL-23Rs entre suero y
plasma. Probablemente en el coagulo que se forma
en el tubo de recoleccion queden atrapadas algunas
moléculas, entre ellas las citocinas y receptores, por
lo que la concentraciéon del IL-23Rs en el plasma se
aprecia con un patrén diferente al del suero, aun
cuando ambas son muestras sistémicas.

Estudios detallados de la funcién del 1L.-23Rs
nos daran la pauta para conocer los mecanismos de
activacién de las Th17 y el papel que desempenian
en la patogenia de la periodontitis.

CONCLUSIONES

Existe un aumento del IL-23Rs en plasma de los pa-
cientes con PC y PA en comparacién con los SS. Sin
embargo, no encontramos diferencias significativas
del IL-23Rs en suero entre los grupos de PC, PAy SS.
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