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RESUMEN ABSTRACT

Introduccién: la periodontitis es una enfermedad inmunoinflama- Introduction: periodontitis is a chronic immuno-inflammatory

toria crénica causada por una disbiosis bacteriana, que conlleva
la destruccion de los tejidos periodontales. Se ha propuesto que
IL-12, IL-18 e IFN-y estan implicados en la respuesta inmune en
la periodontitis. En este sentido, se han encontrado resultados
discrepantes de estas citocinas en diversas muestras biolégicas de
pacientes con periodontitis. Asimismo, se ha observado una fuerte
expresion del receptor a IFN-y. Sin embargo, no se han estudiado
las expresiones del IL-12R e IL-18R en la periodontitis. Objetivo:
determinar la expresion de la IL-12R e IL-18R en muestras de
tejido gingival de pacientes con periodontitis. Material y métodos:
la expresion del IL-12R (IL-12Rp1 e IL-12Rp2) e IL-18R (IL-18R1
e IL-18R2) se determino por la técnica de inmunohistoquimica en
muestras de tejido gingival de sujetos sanos (n = 7) y pacientes
con periodontitis (n = 11). Resultados: en esta prueba piloto no
logramos encontrar diferencias significativas de la expresion del
IL-12R e IL-18R en muestras de tejido gingival de pacientes con
periodontitis. Conclusion: se requiere aumentar el tamafo de la
muestra en este estudio para plantear resultados contundentes de
la expresion del IL-12R e IL-18R en la periodontitis.

Palabras clave: receptor de IL-12, receptor de IL-18, periodontitis.

disease caused by bacterial dyshiosis, which leads to the destruction
of periodontal tissues. It has been proposed that IL-12, IL-18 and
IFN-y are involved in the immune response in periodontitis. In this
sense, discrepant results of these cytokines have been found in
various biological samples from patients with periodontitis. Likewise,
a strong expression of the IFN-y receptor has been observed.
However, the expression of IL-12R and IL-18R in periodontitis has
not been studied. Objective: determine the expression of IL-12R
and IL-18R in gingival tissue samples from patients with periodontitis.
Material and methods: the expression of IL-12R (IL-12Rp1 and
IL-12R/A2) and IL-18R (IL-18R1 and IL-18R2) were determined by
the immunohistochemistry technique in gingival tissue samples from
healthy subjects (n = 7) and patients with periodontitis (n = 11).
Results: in this pilot test we have not been able to find significant
differences in the expression of IL-12R and IL-18R in gingival tissue
samples from patients with periodontitis. Conclusion: itis necessary
to increase the sample size in this study to present conclusive results
on the expression of IL-12R and IL-18R in periodontitis.
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Abreviaturas:

PIC = insercion clinica.

PS = profundidad al sondeo.
IFN-y = interferén gamma.
IL = interleucina.

SS = sujetos sanos.

Rl = rango intercuartil.

INTRODUCCION

La periodontitis es causada por una disbiosis bacteriana
y varios factores de riesgo, entre ellos el tabaquismo. Esta
caracterizada por una fuerte respuesta inmunoinflamato-
ria que clinicamente se distingue por inflamacién gingival,
bolsas periodontales, pérdida de insercién, pérdida ésea
radiograficay, por Gltimo, pérdida de érganos dentarios.?

Existe un modelo inmunolégico de IL-12, IL-18 e
IFN-y en lepra,® que puede aplicarse a la periodontitis,
debido a que estas citocinas también se han estudiado
en esta enfermedad y observado varias desregulacio-
nes.*12 De acuerdo con este modelo, los macréfagos
y células dendriticas que han fagocitado a las bacterias
periodontopatégenas, son capaces de producir IL-12 e
IL-18.731% Ambas citocinas actGan de manera sinérgica
sobre las células T y NK a través de sus receptores espe-
cfficos (IL-12R e IL-18R), produciendo IFN-y, el cual, en
un proceso de retroalimentacion positiva, puede unirse
de nuevo a la célula T y NK (autocrina) a través de su
receptor especifico (IFN-yR) y de manera paracrina a los
macrofagos invadidos por las bacterias periodontopaté-
genas.> 1518 Cabe mencionar que IL-12R estd compuesta

por la subunidad IL-12RB1 y la subunidad IL-12RB2. La
coexpresion de las dos cadenas del IL-12R se requiere
para la unién de IL-12 y sélo la cadena B2 funciona para
la sefalizacion que activa la via de las JAK2 y STAT 4, para
inducir la produccién de IFN-y.19-2" Por su parte, el IL-18R
esta formado por la cadena IL-18R1 (uni6n del ligando) e
IL-18R2 que activa al NF-kB para iniciar la transcripcion
de varios genes, entre ellos IFN-y (Figura 1).2%23

De acuerdo al modelo inmunolégico de IL-12, IL-18
e IFN-y, se ha demostrado desregulacion de los niveles
de IL-12 e 1L-18, asi como aumento de los niveles de
IFN-y en pacientes con periodontitis en varios tipos de
muestras bioldgicas.?*3! Asimismo, nuestro grupo de
trabajo ha demostrado la sobreexpresion de la cadena
R2 del receptor a IFN-y en tejido gingival de pacientes
con periodontitis.>! Respecto al IL-12R, se han detectado
varios polimorfismos que se asocian a la periodontitis en
diferentes poblaciones.?> No obstante, a nivel de proteina
no se ha determinado la expresion de IL-12R e IL-18R en
tejido gingival de pacientes con periodontitis.

MATERIAL Y METODOS
Universo de estudio

El presente estudio es de tipo descriptivo, analitico
transversal y observacional; se realiz6 en conformidad
con las normas de la declaracién de Helsinki y sus mo-
dificaciones en Brasil en el afno 2013. El propésito de la

Figura 1:

Papel de IL-12, IL-18 e IFN-y en
la periodontitis. Las bacterias
periodontopatogenas estimulan a
macrofagos y células dendriticas
para producir IL-12 e IL-18 entre
otras citocinas. IL-12 e IL-18
actlan de manera sinérgica

y Se unen a sus receptores
especificos sobre las células Ty
NK;, induciendo la produccion de
IFN-y. Este IFN-y puede unirse de
manera autocrina a través de sus
receptores ala célula To NKy, en
un proceso de retroalimentacion
positiva, sobre las células
dendriticas.®
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investigacion fue explicado a cada sujeto antes de que
aceptara participar; después se le proporcioné el con-
sentimiento informado que cumple con los lineamientos
antes mencionados.

El protocolo fue aprobado por los Comités de Inves-
tigacién, Bioética y Bioseguridad de la Universidad de
Guadalajara con el nimero de dictamen: CI-00921,
basandose en la Ley General de Salud y la Norma Oficial
Mexicana (NOM).

Los sujetos de estudio fueron seleccionados de las
Clinicas de Especialidad en Periodoncia de las Clinicas
Odontolégicas Integrales del Centro Universitario de Cien-
cias de la Salud de la Universidad de Guadalajara. A todos
los participantes se les realizé una historia médica dental
y se diagnosticaron de acuerdo con la nueva clasificacién
de la enfermedad periodontal del ano 2017.33 Dentro del
examen periodontal se registr6 la pérdida de insercién
clinica (PIC) y la profundidad al sondeo (PS). Para llevar a
cabo el examen, se us6 una sonda periodontal (Hu-Friedy,
Chicago, IL, USA) por un sélo periodoncista.

Grupos de estudio

Grupo de sujetos sanos (SS): siete individuos periodon-
talmente sanos (cuatro mujeres y tres hombres), con un
promedio de edad de 38 afios y un minimo de 12 anos,
quienes fueron tratados por cirugfa estética o alargamiento
de corona. El grupo de sujetos sanos mostr6 una PS < 2
y PIC<1.

Grupo de pacientes con periodontitis (P): incluyé 11
sujetos sanos (siete mujeres y cuatro hombres); con un
promedio de edad de 42 afios y un minimo de 21 anos,
quienes presentaron una PS>5 mmy una PIC> 5. Cabe
sefalar que s6lo se incluyeron pacientes en estadio [ll y IV,
debido a que, de acuerdo con el tratamiento periodontal,
eran los que requerfan cirugfa periodontal. Y de esta forma
se recolect6 el tejido gingival para las inmnohistoquimicas.

Se excluyeron del estudio todos aquellos sujetos
fumadores, con enfermedades sistémicas sumadas, con
prescripcion o uso de antibiéticos y/o antiinflamatorios
en un periodo de tres meses anteriores al estudio. Asi-
mismo, fueron excluidos los individuos que presentaran
enfermedades infecciosas como hepatitis, infeccién por
virus de inmunodeficiencia adquirida, tuberculosis; aque-
llos que hubieran estado en tratamiento con fenitoina,
ciclosporina o bloqueadores de los canales de calcio; y
también mujeres embarazadas o en periodo de lactancia.

Recoleccién de la muestra y procedimiento quirdrgico

La recoleccion del tejido gingival de los SS fue realizada
por cirugia estética y la de los pacientes con periodon-
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titis durante la fase quirdrgica de tratamiento, como se
describe a continuacion: dos cirujanos periodoncistas
realizaron la operacién. Todos los pacientes se prepararon
con gluconato de clorhexidina por dos minutos antes del
procedimiento quirdrgico. Se usé anestesia local para
realizar el procedimiento quirdrgico (2% de articaina
con 1:1°000,000 de epinefrina). Para los pacientes de
periodontitis, se hicieron incisiones surcales en todos los
dientes y colgajos mucoperiostales fueron disenados en las
areas palatal y linguales, con ayuda de una cureta Prichard
(Hu-Friedy, Chicago, IL, USA) y un elevador periodontal.
Los colgajos fueron disefados en todos los cuadrantes de
los dientes, preservando los tejidos gingivales conectivos
lo mejor posible. Una vez que el colgajo fue realizado, el
surco gingival, el epitelio de unién y el tejido adyacente
fueron removidos cuidadosamente con ayuda de un in-
cisor LaGrange (Hu-Friedy, Chicago, IL, USA), escisores
de tejido y cureta Lucas (Hu-Friedy, Chicago, IL, USA).
Para la cirugia también se utilizé un ultrasonido de mano
e instrumentos rotatorios de diamante.

La muestra de tejido gingival se colocé en un buffer
de paraformaldehido y se envi6 al histopatélogo, para el
proceso de inmersion en bloques de parafina.

Expresioén de IL-12R e IL-18R (inmunohistoquimica)

Para la deteccion de las cadenas IL-12RB1 e IL-12RpB2 del
IL-12R y de las cadenas IL-18R1 e IL-18R2 se emple6 el
método de inmunohistoquimica directo. Se utilizaron
secciones seriales (6 X 5 mm) provenientes de los bloques
del tejido embebidos en parafina. Cortes delgados de 5
um se desparafinaron en xileno, se rehidrataron a través
de diferentes gradientes seriados de etanol y se calentaron
en un vaporizador con un buffer de citratos (10 mM; pH
6.0) por 30 minutos para desenmascarar el antigeno.
Las laminillas se lavaron con un buffer de fosfatos
salinos y se trataron con esta solucion (Life Technologies,
Camarillo, CA, USA) por cinco minutos a temperatura
ambiente y se limpiaron con un buffer salino tris (TBS) por
cinco minutos. Las secciones se incubaron por 90 minutos
con los anticuerpos diluidos en TBS, anti-IL-12RB1 (1:300)
o IL-12RB2 (1:400), anti-IL-18R1 (1:400) e IL-18IL-R2
(1:500) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)
diluidos en un buffer de TBS. Por dltimo, para la tincién
de la inmunohistoquimica se utilizé el kit de deteccion
Histostain R-Plus Gen IHC (Life Technologies, Camarillo,
CA, USA). Después de la incubacion con el anticuerpo
primario, cada muestra se incub6 por 10 minutos con
el anticuerpo secundario, enseguida se incubé con la
estrepto-avidina-peroxidasa conjugada por 10 minutos.
El cromégeno DAB se utiliz6 como substrato. Todas las
secciones se contratineron con hematoxilina QS (Vector
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Tabla 1: Parametros clinicos y demograficos.

Parametros SS(N=7) P(N=11) p
Mediana edad 38 (12) 42 (21) 0.001
(afos)

Femenino/ 4/3 714 0.270
masculino

%SS 0(0) 10.87 (46.96)" 0.003
PS (mm) 2.3 (1) 5.2 (1) <0.001
PIC (mm) 0 (1.56) 5.4 (2.2)* <0.001

Los datos se presentan como medianas y rangos intercuartiles o por-
centajes.

SS = sujetos sanos. P = periodontitis. %SS = porcentaje de sangrado al
sondeo. PS = profundidad al sondeo. PIC = pérdida de insercion clinica.
* Diferencias significativas entre SS'y P.

Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA), y se examinaron
bajo el microscopio de luz con un solo objetivo (60 x). Las
secciones de controles negativos se trataron de manera
similar, pero sin anticuerpos primarios.

Evaluacion de la tincion de inmunohistoquimica

Las evaluaciones histolégicas e inmunohistoquimicas se
realizaron de manera independiente por dos pat6logos.
Las reacciones de tincién se evaluaron con ayuda de un
indice de inmunorreactividad (IRS, por sus siglas en in-
glés). En donde: IRS = IT (intensidad de la tinci6n) x PP
(porcentaje de células positivas). La IT fue determinada
como 0 (negativo), 1 (leve), 2 (moderado) y 3 (fuerte). Y
el PP se defini6 como 0 (negative), 1 (1-10% de células
positivas), 2 (11-50% de células positivas), 3 (51-75% de
células positivas) y 4 (76-100% de células positivas).*

Anélisis estadistico

La expresion de los IL-12Rp1, IL-12RB2, IL-18R1 e IL-18R2
se presenta en las graficas como la mediana y el rango
intercuartil (RI). La distribucion de los datos se analizd
mediante la prueba de Shapiro-Wilk para una muestra pe-
queiia. Después se utilizé la prueba U de Mann-Whitney
para observar si existian diferencias significativas de la
expresion de IL-12R e IL-18R entre los grupos de estudio.

RESULTADOS

Las caracteristicas sociodemograficas y parametros clinicos
del grupo de sujetos sanos mostraron un bajo porcentaje
de sangrado al sondeo en comparacion con el grupo de
periodontitis. Asi mismo, se encontré una disminucion de
la profundidad al sondeo y pérdida de insercion clinica en

el grupo de sujetos sanos en comparacion con el grupo
de periodontitis (Tabla 7).

Expresién de IL-12R e IL-18R en epitelio

Los resultados se presentan como medianas y rango in-
tercuartil (RI) de la inmunorreactividad.

No se encontraron diferencias significativas de la
expresion del IL-12RB1 en el epitelio gingival superficial
(mediana, 5; RI 0), epitelio intermedio (mediana 4; RI 9)
y basal (mediana 3; RI 10) de pacientes con periodontitis,
en comparacion con sujetos sanos: epitelio superficial
(mediana 5; RI 5), intermedio (mediana 13; Rl 7) y basal
(mediana, 5; Rl 7).

Respecto a la expresion del IL-12RB2 no detectamos
diferencias significativas en el epitelio gingival superficial
(mediana 5; RI 0), epitelio intermedio (mediana 4; RI 0)
y basal (mediana 0; RI 4) de pacientes con periodontitis
en comparacion con sujetos sanos: epitelio superficial
(mediana 5; Rl 7), intermedio (mediana 5; RI 10) basal
(mediana 5; RI 11).

No se encontraron diferencias significativas de la
expresion de IL-18R1 en el epitelio gingival superficial
(mediana 10; RI'9), epitelio intermedio (mediana 10; RI
3) y basal (mediana 4; Rl 1) de pacientes con periodontitis,
en comparacion con sujetos sanos: epitelio superficial
(mediana, 10; Rl 10), intermedio (mediana 5; RI 8), basal
(mediana, 3; RI 6). Respecto a la expresion de IL-18R2,
tampoco encontramos diferencias significativas en el
epitelio gingival superficial (mediana 10; RI 8), epitelio
intermedio (mediana 5; Rl 6) y basal (mediana 0; RI 5)
de pacientes con periodontitis, en comparacién con
sujetos sanos: epitelio superficial (mediana, 10; RI 10),
intermedio (mediana 5, Rl 6), basal (mediana, 5; RI 2).

Expresién de la IL-12R e IL-18R en estroma

Por otra parte, no se observaron diferencias significativas
de la expresion de la IL-12RB1 (Figuras 2A, 3Ay 3B) e IL-
12RB2 (Figuras 2B, 3Cy 3D) en las células mononucleares,
plasmocitos, células endoteliales y fibroblastos de los
pacientes con periodontitis en comparacion con sujetos
sanos. Tampoco se observaron diferencias significativas
de la expresion de IL-18R1 (Figuras 2C, 4A y 4B) e IL-
18R2 (Figuras 2D, 4C y 4D) en las células mononucleares,
células endoteliales y fibroblastos de los pacientes con
periodontitis en comparacién con sujetos sanos.

DISCUSION

En el presente estudio, no observamos diferencias esta-
disticas de IL-12RB1 e IL-12RB2 en el epitelio gingival y

Rev Mex Periodontol. 2022; 13 (1-3): 6-13 ‘ 9



Pérez-Murillo MJ y cols. Prueba piloto: expresiéon de IL-12R e IL-18R en tejido gingival con periodontitis

células mononucleares, endoteliales y fibroblastos, entre
los pacientes con periodontitis y sujetos sanos. Hasta el
momento, no se tiene ningln reporte de la expresion de
estos receptores en tejidos periodontales. Sin embargo,
se ha demostrado la asociacién de un polimorfismo de
un s6lo nucleétido de la region flanqueante 5’ del IL-
T12RB2 en pacientes japoneses con periodontitis. Esta
variante del IL-12RB2 presenta una baja expresién en
los pacientes japoneses, lo que podria conferir suscep-
tibilidad a la poblacién japonesa a presentar enferme-
dad periodontal.?? Cabe mencionar que los niveles de
IFN-y se encuentran aumentados en los pacientes con
periodontitis?82931 y que la produccién de IFN-y en
células T y NK, depende de la unién de IL-12 e IL-18
a sus receptores,’ por lo que, en el presente estudio,
habiamos hipotetizado que la expresién de las cadenas
del IL-12R estarian aumentadas. No obstante, no en-

CMN CP CE FB

IL-18R1 (IRS)

CMN CP CE FB

contramos diferencias significativas entre los pacientes
con periodontitis y los sujetos sanos. Considerando que
este estudio es una prueba piloto, requerimos ampliar
el tamafio de la muestra para obtener resultados mas
contundentes de la expresion del IL-12R en los pacientes
con periodontitis. Por otra parte, en el presente estudio
tampoco observamos diferencias significativas de las dos
cadenas del IL-18R en epitelio y estroma gingival (células
mononucleares, células plasmaticas, células endoteliales
y fibroblastos) entre los pacientes con periodontitis y
sujetos sanos. No obstante, se observa un aumento de la
expresion de IL-18R1 e IL-18R2 en células mononuclea-
res del tejido gingival de los pacientes con periodontitis
en comparacién con los sujetos sanos. En este sentido,
se conoce que IL-12 e IL-15 aumentan la expresién de
la cadena IL-18R2, la cual es esencial para las sefales de
transduccion si IL-18 se une a su receptor, sobre células T

=z

IL-12Rp2 (IRS)

CMN CP CE FB

IL-18R2 (IRS)

CMN CP CE FB

[Jss [P

Figura 2: Expresion de IL-12R e IL-18R en tejido gingival de sujetos sanos y pacientes con periodontitis. Los resultados se presentan como la
mediana y el rango intercuartil de los IRS y demuestran que no existen diferencias significativas de la expresion de IL-12Rp1, IL-12Rp2 (Ay B),
IL-18R1 e IL-18R2 (C y D) sobre células mononucleares, plasmaticas, endoteliales y fibroblastos en tejido gingival de pacientes con periodontitis

y sujetos sanos.
SS = sujetos sanos. P = pacientes con periodontitis. CMN = células mononucleares. CP = células plasmaticas. CE = células endoteliales. FB = fibroblastos.
TG = tejido gingival. IRS = del inglés immunoreactive score.
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Figura 3:

Expresion del IL-12R sobre células
mononucleares, plasmaticas,
endoteliales y fibroblastos de

tejido gingival de pacientes con
periodontitis. La prueba U de
Mann-Whitney demostr6 que no
existen diferencias significativas
de la expresion de la cadena
IL-12Rp1 e IL-12B2 en células
mononucleares (CMN), células
plasmaticas (CP), células
endoteliales (CE) y fibroblastos
(FB) de tejido gingival (TG) de
pacientes con periodontitis (P)
y en sujetos sanos (SS)

(A'y B). Del mismo modo,

no se observaron diferencias
significativas de la expresion
del IL-18R1 e IL-18R2 en

CMN, CP,CE y FB de TG

entre el grupo de SSy P

(Cy D). Aumento original 60x.
Contratincion con hematoxilina.
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Figura 4:

Localizacion celular del IL-18R en
tejido gingival de pacientes con
periodontitis (P). La prueba U de
Mann-Whitney demostr6 que no
existen diferencias significativas
de la expresion del IL-18R1 en
células mononucleares (CMN),
células plasmaticas (CP), células
endoteliales (CE) y fibroblastos
(FB) de tejido gingival (TG)

de pacientes con periodontitis
(P) y en sujetos sanos (SS)

(A'y B). Del mismo modo,

no se observaron diferencias
significativas de la expresion del
IL-18R2 en CMN, CP, CE y FB
de TG entre el grupo de SSy P
(Cy D). Aumento original 60x.
Contratincion con hematoxilina.
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o NK.3> Aunado a estos hallazgos, varios investigadores,
entre ellos nuestro grupo de trabajo, hemos demostrado
que hay un aumento de IL-12 en suero, saliva y tejido
gingival de pacientes con periodontitis.*¢-82> Proba-
blemente, con un aumento del tamano de la muestra,
podriamos observar si la expresion del IL-18R2 esta
aumentada en los pacientes con periodontitis.

En el presente estudio piloto, aunque no observamos
diferencias significativas de la expresién de IL-12R e IL-
18R, consideramos que el tamano reducido de la mues-
tra influyé en los resultados. Por lo que ampliaremos la
poblacién de estudio, ademas de analizar la expresion
de IL-12R e IL-18R en muestras de tejido gingival de
pacientes con periodontitis a nivel de expresion génica,
asi como en las modificaciones postraduccionales para
conocer si estas moléculas estdn involucradas en la alta
produccién de [FN-y en el tejido gingival de pacientes
con periodontitis.

CONCLUSIONES

En el presente estudio como prueba piloto no encon-
tramos diferencias significativas del receptor a IL-12 e
IL-18 en tejido gingival de pacientes con periodontitis en
comparaciéon de sujetos sanos. Se requiere aumentar el
tamano de la muestra para obtener resultados confirma-
torios de esta prueba.
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