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RESUMEN

Antecedentes: La periodontitis cronica (PC) se asocia a desérdenes
metabdlicos, y la periodontitis agresiva (PA), a la agregacion familiar.
Ambas periodontitis poseen una fuerte respuesta inmunoinflamatoria
y culminan en la destruccion de hueso alveolar. La IL-23 e IL-17, asi
como sus receptores (IL-23R, IL-2317R), juegan un papel fundamen-
tal en la inmunopatogénesis de la periodontitis. En este sentido, se
ha descrito que la IL-17 e IL-23 se encuentran aumentadas en los
pacientes con PC en comparacion con los sujetos sanos (SS), pero
en PAno se ha determinado la IL-23. Por otra parte, se conoce que
la IL23R soluble (IL-23Rs) esta elevada en el suero y plasma de los
pacientes con PC y PA en comparacion con SS. Pero el receptor
soluble a IL-17 (IL-17RAs) no se ha determinado en la periodontitis
crénica y agresiva. Objetivo: Medir los niveles del IL-23 e IL-17RAs
en suero y plasma de pacientes con PC, PAy SS. Material y mé-
todos: Se recolect6 suero y plasma por puncion venosa de SS (n =
7), pacientes con PC (n =7) y PA (n = 7). El suero y plasma se con-
gelaron a -70 °C hasta el andlisis de IL-23 e IL-17RAs por la técnica
de ELISA. Resultados: Encontramos una concentracion mayor de
IL-23 en el suero y plasma de los pacientes con PA en comparacion
con los pacientes con PC (p = 0.03). Observamos concentraciones
menores del IL-17RAs en el suero y plasma de los pacientes con PC
versus SS (p =0.04) y PAen comparacion con los SS [suero (p =0.05)
plasma (p = 0.03). Conclusiones: Detectamos un aumento de IL-23
en pacientes con PAy una disminucién del IL-17RAs en aquéllos con
PCy PA. De forma general, hallamos concentraciones menores de la
IL-23 e IL-17RAs que en el plasma en todos los sujetos de estudio.

Palabras clave: IL-23, IL-17RAs, periodontitis crénica, periodontitis
agresiva.
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ABSTRACT

Background: Chronic periodontitis (CP) is associated with metabolic
disorders, and aggressive periodontitis (AP), with family aggregation.
Both periodontitis have a strong immune-inflammatory response
and culminate in the destruction of alveolar bone. IL-23 and IL-17,
as well as their receptors (IL-23R, IL-2317R), play a fundamental
role in the immunopathogenesis of periodontitis. In this regard, it
has been described that IL-17 and IL-23 increase in PC patients
compared to healthy subjects (HS), but in PA, IL-23 has not been
determined. On the other hand, it is known that soluble IL23R (IL-
23Rs) is elevated in the serum and plasma of patients with PC and
PA compared to SS. But the soluble receptor to IL-17 (IL-17RAS)
has not been determined in chronic and aggressive periodontitis.
Objective: To measure the levels of IL-23 and IL-17RAs in serum
and plasma of patients with PC, PAand SS. Material and methods:
Serum and plasma were collected by venous puncture from HS (n =
7), patients with CP (n = 7) and PA (n = 7). Serum and plasma were
frozen at -70 °C until the analysis of IL-23 and IL-17RAs by the ELISA
technique took place. Results: We found a higher concentration
of IL-23 in the serum and plasma of patients with PA compared to
patients with PC (p = 0.03). We observed lower concentrations of
IL-17RA in the serum and plasma of patients with PC versus SS
(p = 0.04) and PA compared to HS [serum (p = 0.05) plasma (p =
0.03). Conclusions: We detected an increase in IL-23 in patients
with BP and a decrease in IL-17RAs in patients with PC and PA. In
general, we found lower concentrations of IL-23 and IL-17RAs than
in plasma in all study subjects.

Key words: IL-23, IL-17RAs, chronic periodontitis, aggressive
periodontitis.

INTRODUCCION

A nivel mundial, la enfermedad periodontal —que
incluye a la periodontitis— ocupa el segundo lugar
después de la caries.!»2 En México, el Sistema de
Vigilancia Epidemiolégica de Patologias Bucales
(SIVEPAB) demostré en 2015 que de un total de
115,248 individuos, sélo el 43% tenia un perio-
donto sano.
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La periodontitis crénica (CP) es una fuerte res-
puesta inmunoinflamatoria a patégenos periodon-
tales que esta influenciada por desérdenes metabo-
licos,? factores genéticos y ambientales.*

En la PC, la inflamacién periodontal y gingival
lleva a la pérdida de insercién, con formacién de
bolsas periodontales y la destruccién progresiva del
hueso alveolar. La mismas caracteristicas muestra la
periodontitis agresiva (PA); sin embargo, la pérdida
de insercién en la PA es mds répida que en la PC.57

Varios componentes bacterianos, como los lipopo-
lisacaridos (LPS), inducen la secrecién de citocinas
proinflamatorias (como la IL-23) cuando son reco-
nocidos por las células dendriticas de la encia. La
IL-23, citocina heterodimérica compuesta por una
subunidad soluble p40 y una subunidad de haz te-
trahelical p19, es liberada por las células dendriticas
y se une a su receptor especifico (IL-23R) sobre las
células Th17 para mantener la clona e inducir la
produccion de IL-17, IL-21, IL-23, IL-23R y RANKL,
entre otras.® ! La sefalizacién mediante el IL-23R
—formado por la subunidad llamada propiamente
IL-23R y la subunidad beta 1 del receptor a IL-12
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(IL-12Rp1)— sigue la ruta de las Janus cinasa 2
(JAK?2) y STAT3, lo que permite la sobrerregulacién
de RORyT e incrementa la expresién de citocinas
proinflamatorias (Figura 1).12

Por otra parte, se han descrito seis isoformas de la
IL-17 (A-F) que son reconocidas por cinco receptores
(A-E); de ellos, los mayormente caracterizados son el
heterodimero formado por el receptor IL-17RA e IL-
17RC, que se presentan también de forma soluble por
corte y empalme alternativo.1%!! Tanto la IL-17A como
la IL-17F se unen al heterodimero IL17RA e IL17RC;
luego, la molécula Actl es reclutada por el complejo
del receptor; en consecuencia, el complejo TAK1/TAB2/
TAB3 es requerido para la activacion de factor nuclear
de Kappa B (NF-kB).13-15

En varias enfermedades caracterizadas por
destruccion de hueso, como la artritis reumatoide,
se ha descrito que existen desregulaciones en el
eje IL-23/IL-17 y sus receptores.'41? En pacientes
con PC se ha publicado que los niveles de IL-23 se
encuentran aumentados en comparacién con SS
en muestras de tejido gingival y liquido crevicular
gingival (LCG).2%2! Respecto a la IL-17, se han re-
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Figura 1. Modelo de erosion 6sea alveolar en la periodontitis. Los lipopolisacaridos (LPS) y otros componentes de las bacterias
periodontopatdgenas inducen la secrecion de citocinas proinflamatorias como IL-23 por parte de las células dendriticas. La IL-23 se une
a su receptor especifico (IL-23R) en células Th17 ayudando a mantener la clona e induciendo la produccion 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 reabsorcién dsea alveolar (Modificado de

Takahashi K, 2005; Vernal R; 2006; Hajishengallis G, 2013).
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portado niveles elevados en muestras de tejido gin-
gival, LCG, suero, plasma y tejido de pacientes con
PC y PA en comparacién con SS.20-22-26 Asimismo,
se ha descrito que los niveles de IL-17 disminuyen
después del tratamiento periodontal?!:28 y que los
niveles tanto de IL.-23 como de IL-17 aumentan
conforme progresa la enfermedad.2? Recientemente,
nuestro grupo de trabajo reporté un aumento del
receptor soluble de IL-23 (IL-23Rs) en muestras
de suero y plasma de pacientes con PC y PA en
comparacién con SS.30 Sin embargo, no se ha es-
tudiado el receptor a IL-17 en muestras de suero y
plasma de pacientes con PC y PA en comparaciéon
con SS. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue
medir los niveles de IL-23, asi como los del receptor
soluble a IL-17RA (IL-17RAs) en suero y plasma
de pacientes con PC, PAy SS.

MATERIAL Y METODOS

Universo de estudio

El presente estudio es de tipo descriptivo, analitico
y observacional; se realiz6 en conformidad con las
normas de buenas practicas clinicas y éticas estable-
cidas en la version 64 de la Declaracién de Helsinki y
sus modificaciones en Brasil en 2013.3! El propésito
de este estudio se explico a cada sujeto antes de que
aceptara participar en el estudio; posteriormente,
se le proporcioné el consentimiento informado, que
cumple con los lineamientos antes mencionados.

El protocolo fue aprobado por los Comités de
Investigacion, Bioética y Bioseguridad de la Univer-
sidad de Guadalajara en junio de 2016 (CI-00714),
basandose en la Ley General de Salud y la Norma
Oficial Mexicana (NOM).

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. A todos los participantes
se les realiz6 una historia médica dental y se diag-
nosticaron de acuerdo al Taller Internacional para
la Clasificacién de Enfermedades Periodontales y
Estados Periodontales de 1999, organizado por la
Academia Americana de Periodontologia. Dentro
del examen periodontal se registré la pérdida de
insercién clinica (PI) y la profundidad al sondeo
(PS).32 El examen se llevé a cabo utilizando una
sonda periodontal (Hu-friedy, Chicago, IL, USA),
por un solo periodoncista.

Grupos de estudio

Grupo de sujetos sanos (SS): n = 7; sujetos perio-
dontalmente sanos que acudieron a la clinica para
cirugia estética (tres mujeres y cuatro hombres;
edad media: 41.14 + 10.66; rango de edad: 21-53
anos), sin PI, inflamacién, sangrado ni pérdida 6sea
radiogréfica, con una media de las PS < 3 mm 3233

Grupo con PC: n =7 (cuatro mujeres y tres hom-
bres; edad media: 49.28 + 14.0; rango de edad: 34-67
afnos), pacientes con presencia de dafio en varios
sitios de la cavidad oral, incluyendo PS =4 mm y
PI = 4 mm, con presencia de sangrado al sondeo e
inflamacién.3233

Grupo PA: n =7 pacientes (cuatro mujeres y tres
hombres; edad media: 32.0 + 4.47; rango de edad:
28-41 afios), con PI 25 mm en més de ocho dientes,
tres de los cuales no fueron incisivos ni primeros
molares y que mostraron evidencia radiografica de
pérdida avanzada de hueso alveolar.32:33

Se excluyeron del estudio todos aquellos sujetos
fumadores, con enfermedades sistémicas sumadas,
con prescripeidén o uso de antibidticos y/o antiinfla-
matorios en un periodo de tres meses anteriores al
estudio. Asimismo, los individuos que presentaran
enfermedades infecciosas como hepatitis, infeccién
por virus de inmunodeficiencia adquirida y tuber-
culosis, o que hubieran estado en tratamiento con
fenitoina, ciclosporina o bloqueadores de los canales
de calcio, al igual que mujeres embarazadas o en
periodo de lactancia.

Recoleccién 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 tubos con EDTA. Enseguida los
tubos se centrifugaron a 4,000 rpm por 10 minutos;
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.

Medicion de IL-23 e IL-17RAs por inmunoensayo
inmunoabsorbente ligado a una enzima (ELISA)

LaIL-23 e IL-17RAs se midieron a partir del sueroy
plasma por duplicado en los pocillos de microplacas
de los kits de ELISA para cada una de las moléculas
antes mencionadas (R & D Systems, Mineapolis
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MN). La sensibilidad del kit para IL-23 fue de 100
a 16,000 pg/mL, y la sensibilidad del kit para el IL-
17RAs fue de 31.2 a 2,000 pg/mL. La concentracién
de la IL-23 asi como el IL-17RAs se midieron en el
espectrofotometro a una absorbancia de 450 nm.

Las concentraciones de la IL-23 y el IL-17RAs se
calcularon a partir de la curva estandar incluida en
el kit de ensayo. Los controles para la variacién de
placa a placa también se usaron cuando era apro-
piado. Los resultados se expresaron como pg/mL de
la IL-23 y el IL-17RAs en el plasma y suero de los
sujetos de estudio.

Andlisis estadistico

Los resultados de la concentraciéon de IL-23 e IL-
17RAs (pg/mL) en suero y plasma se presentan gra-
ficamente como el promedio + la desviacién estandar
de los grupos estudiados. De acuerdo a la prueba
de Shapiro-Wilk, los resultados mostraron una dis-
tribucién anormal. Enseguida se realiz6 la prueba
de Kruskal-Wallis para la comparacién de medias
independientes de dos 0 més grupos y encontramos
diferencias significativas. Por lo tanto, procedimos a
aplicar una prueba no paramétrica U de Mann-Whit-
ney, para conocer las diferencias entre las medianas
de SS, PC y PA. El analisis estadistico se realiz6 con
el paquete estadistico SPSS v 22.0 para Windows.

REesuLTADOS

Variables clinicas periodontales

Los valores de los parametros clinicos y caracte-
risticas demograficas de los grupos de estudio se
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presentan como el promedio y el rango maximo y
minimo en el cuadro 1.

IL-23 en suero y plasma

Encontramos un aumento significativo de la IL-
23 (pg/mL) en suero [(34.5 + 8.2) y plasma (59.8 +
11.2)] de los pacientes con PA, en comparacién con
los pacientes con PC [suero (15.1 + 6.1) y plasma
(34.6 = 4.03)], con una p = 0.03 para ambos casos.
Sin embargo, no encontramos diferencias de la IL-23
al comparar a los pacientes con PAy PC versus SS
[suero (17.9+7.5) y plasma (42.8 + 10.0)] (Figura 2).

IL-17RAs en suero y plasma

Al analizar los resultados del IL-17RAs en el suero y
plasma de los pacientes con PC, PAy SS observamos
un patrén similar. En el suero encontramos un au-
mento significativo del IL-17RAs en los SS (209.6 +
36) en comparacion con los pacientes con PC [(42.6 +
7.8) p=0.05] y PA[(35.5£5.7) (p =0.04)]. De la mis-
ma forma, encontramos un aumento significativo del
IL-17RAs en el plasma de los SS (339.5 + 116.3) en
comparacion con los pacientes con PC [(55.7 + 17.5)
(p =0.03)] y PA [(64.0 £ 18.3) (p = 0.04)] (Figura 3).

Discusion

La IL-23, citocina heterodimérica encargada de
mantener la clona de las células Th17, se ha estu-
diado en varias patologias, entre ellas, la enferme-
dad periodontal.}-16:21 En este sentido, GS Himani
y sus colaboradores han descrito que la IL-23 se
encuentra elevada en el LCG de pacientes con PC

Cuadro I. Caracteristicas demograficas y parametros clinicos periodontales

de pacientes con periodontitis crénica, periodontitis agresiva y sujetos sanos.

Sujetos sanos Periodontitis cronica Periodontitis agresiva
Parametros/grupo (n=7) (n=7) (n=7)
* Edad (afios) 41.66 (21-53) 41.28 (34-67) 32.0 (28-41)
Masculino/femenino 4/3 3/4 3/4
**PS (mm) 1-3 5.9 (4-9) 7.4 (5-12)
“**NIC (mm) <3 6.6 (5-13) 7.8 (5-15)

* [Promedio (minimo-méaximo)]. ** PS = Profundidad al sondeo. *** NIC = Nivel de insercion clinica.
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en comparacién con SS y proponen que el aumento
de la I1.-23 esta relacionado con la destruccién de
los tejidos en la PC.2! Aunado a estos hallazgos, H
Ohyama y su grupo reportaron un aumento de la
IL-23 en muestras de tejido gingival de pacientes
con PC en comparacién con los SS.34

Los resultados encontrados en el presente estudio
no coinciden con los de GS Himani y H Ohyama de-
bido a que no encontramos diferencias significativas
de la IL-23 en suero y plasma entre los pacientes con
PC en comparacién con los SS, a pesar de que el LCG
es considerado un exudado seroso.2-34

Sin embargo, logramos detectar un aumento sig-
nificativo de la IL-23 en suero y plasma de los pacien-
tes con PA en comparacién con aquellos con PC. En
este sentido, E Cifcibasi y sus colegas han descrito
un aumento de la IL-23 tanto en el LCG como en el
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Figura 2. Niveles de IL-23 en pacientes con periodontitis cro-
nica y agresiva. La concentracién de IL-23 en suero y plasma
de individuos sanos, con periodontitis crénica (PC) y periodontitis
agresiva (PA) se presenta como promedio + la desviacion estan-
dar. La prueba U de Mann-Whitney demostré aumento significa-
tivo de IL-23 en el suero y plasma de pacientes con PA en com-
paracién con aquellos con PC. Niveles de significancia p < 0.05.

suero de pacientes con PA en comparacién con los
SS.28 Los resultados del presente estudio coinciden
con los de E Cifcibasi y su equipo. Consideramos
que el aumento de la IL-23 en el suero y plasma en
la PA puede estar relacionado de forma directa con
la destruccion 6sea mas rapida que se presenta en
esta forma de periodontitis.

Por otra parte, se conoce que la IL-23 y el receptor
soluble a IL-23 (IL-23Rs) puede producirse por cortes
y empalmes alternativos y formar complejos (IL-23/
IL-23Rs).3536 Este complejo IL-23/IL-23Rs posee una
funcién activadora de las Th17 para estimular la
produccion de IL-17; varios autores han descrito que
ésta se encuentra elevada en los pacientes con PA
y PC versus SS.2229 Cabe sefialar que la IL-17 es la
responsable de estimular la produccién de RANKL
para activar los osteoclastos en la periodontitis. En
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Figura 3. Niveles del receptor soluble IL-17 tipo A en pacien-
tes con periodontitis cronica y agresiva. La concentracion del
receptor soluble a IL-17 (IL-17RAs) de individuos sanos (SS),
con periodontitis cronica (PC) y periodontitis agresiva (PA) se
presenta como promedio + la desviacién estandar. La prueba U
de Mann-Whitney mostré disminucién significativa del IL- 17RAs
en los individuos con PC y PA en comparacion con los SS.
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este sentido, hemos reportado que el IL-23Rs es
elevado en el plasma de pacientes con PAy PC en
comparacién con SS,27 lo cual nos permite suponer
que el aumento de la IL-23 de forma sistémica en la
PA probablemente forma complejos (IL-23/IL-23Rs),
y estos complejos estimulan a las Th17 para la alta
produccién de IL-17 en los pacientes con PAy PC,%*
28 en donde se presenta destruccién ésea alveolar.

Se ha descrito IL-23 en plasma de mujeres con en-
fermedad periodontal con un producto de nacimiento
pretérmino o con bajo peso al nacer y no se observaron
diferencias significativas.3” Sin embargo, en pacientes
con PA no se habia descrito la IL-23 en el plasma.

Por otra parte, se sabe que el IL-17RA posee di-
ferentes isoformas que resultan del corte y empalme
alternativo. Una de las isoformas del IL-17RA se
presenta soluble (IL-17RAs) y tiene la capacidad
de capturar la IL-17A y formar complejos (IL-17A/
IL-17RAs).?® Cuando la IL-17A queda atrapada por
el IL-17RAs, no puede unirse al IL-17RA expresado
en la membrana de los fibroblastos y esto pudiera
inhibir la sefalizacién intracelular para la produc-
cién del RANKL por los fibroblastos.38

En el presente estudio encontramos en cantida-
des menores el IL-17RAs en suero y plasma de los
pacientes con PA y PC en comparacién con los SS.
Probablemente la baja concentracion de IL-17RAs
podria ser insuficiente para atrapar la IL-17 en el
plasma y suero de los pacientes con PC y PA; se
conoce que ésta es elevada en la PA y PC.222 De
esta manera, la IL-17 que no es capturada por el
IL-17RAs puede tener la oportunidad de unirse al
IL-17RA anclado a la membrana de los fibroblas-
tos para estimular la produccién del RANKL, que
participa en la degradacién de la matriz del hueso
alveolar que caracteriza a la periodontitis.®

De forma contraria, el aumento significativo del
IL-17RAs que detectamos en el plasma y suero de
los SS parece relacionarse con los niveles menores
de IL-17 en diversas muestras que han sido descritas
por varios autores.?22? Es posible que la disminucién
de la IL-17 sistémica de los SS esté siendo capturada
por la gran cantidad de moléculas del IL-17RAs, y de
esta manera, queda bloqueada la unién de la IL-17
con el IL-17RA anclado a los fibroblastos, mante-
niendo asi la integridad 6sea de los SS.

Analisis moleculares de Western blot podrian dar la
pauta para conocer la formacién de complejos del IL-
23/IL-23Rs e IL-17A/IL-17RAs (pesos moleculares) en
diferentes tipos de muestras de pacientes con PC y PA.
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De manera general, una tendencia de la IL-23 y
el IL-17RAs que observamos es que, aunque el suero
y el plasma son muestras sistémicas provenientes
de sangre periférica, las concentraciones de ambas
moléculas son mayores en el plasma. Existen dife-
rencias entre la forma de obtener el suero y el plas-
ma: mientras que en la recoleccién del suero no se
utiliza anticoagulante, para la obtencién del plasma
hay varios tipos de anticoagulantes que promueven
la separacién por tamano y peso (electroforesis) mo-
lecular.?? En este sentido, se ha descrito que existen
discrepancias de los niveles de varias moléculas en-
tre suero y plasma;3?4% sin embargo, no se discute la
razén de las diferencias. Lo que tratamos de explicar
en este estudio es que la formacién del coagulo por
el fibrinégeno y los factores de coagulacién atrapan
varias moléculas, entre ellas las citocinas y sus re-
ceptores, lo que se refleja en la disminucién de las
concentraciones totales de la IL-23 y el IL-17RAs en
el suero de SS del estudio.

Finalmente, cabe mencionar que este estudio
piloto nos proporcioné los elementos para aden-
trarnos en el aumento de la n para estudiar no sélo
a la IL-23 y al IL-17RA, sino a todo el eje IL-23/
IL-17 y sus receptores en muestras como LCG y
tejido gingival de pacientes con PA y PC. Como ya
se menciond, hemos incursionado en el estudio del
eje IL-23/IL-17 en muestras de plasma y suero de
pacientes con PAy PC.

CONCLUSIONES

En el presente trabajo encontramos un aumento
significativo de la IL-23 en el suero y plasma de
los pacientes con PA en comparacién con los de PC.

Por otra parte, observamos una disminucién
significativa del IL-17RAs en suero y plasma de los
pacientes con PC y PA en comparacién con los SS.

De forma general, demostramos que las concen-
traciones de la IL-23 y el IL-17RAs en el suero son
menores que en el plasma del grupo de SS que en
pacientes con PC y PA.
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