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RESUMEN

Antecedentes: Durante la periodontitis, el desequilibrio entre la respuesta inmunitaria
efectuada por los linfocitos T colaboradores tipo 17 (Th17) y los linfocitos T reguladores (Treg)
incrementa los niveles periodontales de RANKL. En el periodonto con periodontitis, la
destruccion patolégica del hueso alveolar es provocada por el incremento local del ligando del
receptor activador para el factor nuclear kB (RANKL), la molécula responsable de inducir la
actividad resortiva de los osteoclastos. En este escenario, las inmuno-terapias destinadas a
tratar el desequilibrio entre Th17 y Treg podrian mitigar la destruccién dsea causada por los
osteoclastos, por ejemplo, la laurolitsina es capaz de inhibir la destruccion ésea inducida
durante la artritis, la que se asocia también a un desequilibrio entre las respuestas Th17y Treg;
sin embargo, el posible efecto de la laurolitsina en la destruccion 6sea durante la periodontitis
aun no ha sido descrito. Objetivo: Analizar si la laurolitsina mitiga la destruccion 6sea alveolar
y modula el desequilibrio entre las respuestas Th17 y Treg durante la periodontitis. Materiales
y métodos: La presente investigacion corresponde a informacion secundaria de una
investigacion previamente realizada, en la cual la periodontitis se indujo en animales de 6-8
semanas de edad mediante la colocacion de suturas de seda. Luego, la laurolitsina se inocul6 a
un grupo de animales durante 15 dias. Los animales no inoculados y sanos se usaron como
controles. Finalmente, se analizo la destruccion 6sea alveolar, la produccion de RANKL y su
inhibidor, osteoprotegerina (OPG), y la respuesta Thl7 y Treg en la mucosa palatina.
Resultados: La inoculacidn de laurolitsina mitig6 la destruccién dsea. Asimismo, disminuyd
los niveles de RANKL y aument6 los de OPG en la mucosa. Ademas, redujo la expresion de
moleculas relacionadas a la respuesta Th17 e incremento las relacionadas a la respuesta de los
Tregs. Conclusiones: La laurotlitisina mitiga la destruccion dsea alveolar, modula el balance
entre RANKL y OPG, y entre la actividad de los Thl7 y Treg en un modelo animal de

periodontitis.

Palabras clave: Laurolittsina, mucosa, odontologia



ABSTRACT

Background: Bone destruction during periodontitis arises from the imbalance between T
helper type 17 (Th17) and regulatory T lymphocytes (Treg) which leads to the excessive
expression of the receptor activator of the nuclear factor B ligand (RANKL), the essential
molecule for the induction of osteoclasts’ bone-destructive activity. In this scenario, the
immuno-t therapies able to restore this Th17 and Treg disequilibrium could possibly mitigate
the bone destruction caused by RANKL. Recently, the therapeutic role of laurolitsina over bone
destruction during arthritis, which is also caused by a disequilibrium between Th17 and Treg,
has been described. Nonetheless, the possible effect of laurolitsina during periodontitis onset
has not been reported yet. Objective: To analyze if the inoculation of laurolitsina mitigates
alveolar bone destruction and modulates the disequilibrium between Th17 and Treg during
periodontitis. Materials and methods: This investigation corresponds to the analysis of
secondary information from a previously performed study, from which 7-week-old mice were
used. Experimental periodontitis was induced in mice by the ligature method. Then, mice were
inoculated with laurolitsina for 15 days. Non-inoculated periodontitis and naive mice were used
as controls. Finally, alveolar bone resorption, RANKL and OPG, the RANKL inhibitor,
expression and production, and the expression of the molecules related to Th17 and Treg
immune response were analyzed in periodontal mucosa. Results: Laurolitsina inoculation
mitigated bone destruction. In the same way, it diminished the levels of RANKL and increased
the levels of OPG. Also, it reduced the expression of molecules related to Th17 response and
promoted the ones related to Treg response. Conclusions: Laurolitsina mitigates alveolar bone
destruction, modulated the balance between RANKL and OPG, and between Th17 and Treg

response in an animal model of periodontitis.

Keywords: Laurolittsina, mucosa, stomatology



I. INTRODUCCION

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria caracterizada por la destruccion dsea, la cual
es causada por un aumento en la actividad osteo-destructiva de los osteoclastos mediada por la
accion del ligando del receptor activador para el factor nuclear kB (RANKL) (1). Los cambios
en los niveles periodontales de RANKL y osteoprotegerina (OPG), estdn determinados por el
patrén de respuesta inmuno-inflamatoria del huésped desencadenado ante la sinergia
polimicrobiana y la disbiosis del microbioma subgingival, y en particular se asocia al tipo de
respuesta desplegada por las distintas subpoblaciones de linfocitos T (2). En efecto, el ambiente
inflamatorio local enriquecido en interleuquina (IL)-6 durante la periodontitis, favorece la
expresion, expansién y actividad patogénica de los linfocitos T colaboradores tipo 17 (Th17),
los cuales provocan la resorcion ésea mediante la produccién de citoquinas osteo-resortivas
como IL-17A, que induce la produccion de RANKL por células residentes del periodonto, y
RANKL, que promueve la activacion de los osteoclastos (3). Por otro lado, los linfocitos T
reguladores (Treg) son capaces de inhibir la respuesta inmune osteo-destructiva mediada por
los Th17 en el periodonto, mediante la produccion de citoquinas anti-inflamatorias como IL-
10, IL-35 y factor de crecimiento transformante (TGF)-B1 (4). No obstante, los altos niveles
de IL-6 también causan la pérdida de las capacidades inmuno-reguladoras y anti-inflamatorias
de los Treg, pudiendo convertirlos también en células osteo-destructivas, productoras de
RANKL (3). De acuerdo con esto, la resorcion dsea alveolar esta estrechamente asociada con
un desequilibrio entre la actividad de los linfocitos Th17 y Treg, definido por un aumento en
la expresion periodontal de RANKL provocada por los Th17 y una disminucién en la actividad
inmuno-reguladora y anti-inflamatoria de los linfocitos Treg en el periodonto (1-4). En este

contexto, una estrategia terapéutica molecular capaz de restaurar esta respuesta inmune



desbalanceada podria ser un coadyuvante ideal para la prevencion y tratamiento de la

periodontitis.

Actualmente, las fitoterapias juegan un rol importante en la medicina moderna, principalmente
debido a sus propiedades terapéuticas y minimos efectos secundarios, observados con mayor
frecuencia en los farmacos sintetizados artificialmente; por lo cual, vienen siendo utilizadas
para la prevencion y el tratamiento de enfermedades orales, como la estomatitis, la caries dental
y la periodontitis (5, 6) En este sentido, la laurolitsina, un alcaloide extraido de la corteza y de
las hojas del arbol Peumus boldus, es una de las plantas medicinales mas conocidas y utilizadas
en Latinoamérica (7), debido a sus aplicaciones terapéuticas para el dolor de cabeza, dolor de
oido, congestion nasal, enfermedades reumaticas y trastornos gastrointestinales (8).
Actualmente, existe suficiente evidencia cientifica para respaldar las propiedades
farmacolégicas citoprotectoras, hepatoprotectoras, antioxidantes, antibacterianas, antipiréticas
y antiinflamatorias de los alcaloides derivados del boldo, para su uso preventivo y terapéutico
contra la hipertension, la diabetes mellitus, el cancer, las lesiones cerebrovasculares y la artritis
reumatoide, enfermedades asociadas y con perfiles inflamatorios similares a la periodontitis
(9, 10, 11, 12, 13). Estudios recientes han reportado que la inoculacion oral de laurolitsina, en
un modelo animal de artritis reumatoide, fue capaz de inhibir la resorcion 6sea subcondral
articular, y esta inhibicion se asoci6 con la disminucion de la expresion de RANKL vy el
aumento de la expresion de su inhibidor, OPG, en los tejidos articulares afectados (9, 14). En
particular, la disminucion de la resorcién Osea articular se asocié con la disminucién del
namero de linfocitos Th17 y al incremento de la expresion de citoquinas asociadas al perfil
Treg, como IL-10 y TGF-B1, restaurando el desequilibrio entre la actividad Th17 y Treg,
determinante de los niveles de RANKL/OPG articular (15-17). Por lo tanto, teniendo en cuenta

las similitudes inmuno-patogénicas que causan la resorcion Osea articular durante la artritis



reumatoide, se puede sugerir que los productos naturales utilizados para controlarla, como la

laurolitsina, también podrian ser Gtiles para la prevencion y tratamiento de la periodontitis.

Con el objetivo de evaluar si la laurolitsina tiene un efecto preventivo sobre la resorcidn dsea
alveolar y la respuesta inmune durante la periodontitis, esta investigacién evaluara si la
inoculacion oral continua de laurolitsina en los animales con periodontitis inducida por ligadura
tiene un efecto en la extension de la resorcion 6sea alveolar, la produccion de RANKL y OPG,

la expresion de factores de transcripcion y citoquinas asociadas a la actividad Th17/Treg.



Il. OBJETIVOS

Objetivo general

Analizar el efecto de la laurolitsina en la destruccion dsea alveolar, la produccién de
RANKL/OPG, y la expresién de factores de transcripcion y citoquinas asociadas a la respuesta

Th17/Treg en un modelo animal de periodontitis.

Objetivos especificos:

1. Cuantificar el area de destruccion 6sea alveolar en las mucosas periodontales de animales
con periodontitis e inoculados oralmente con laurolitsina.

2. Cuantificar los niveles de expresion de RANKL y OPG; asi como, la razon RANKL/OPG
en las mucosas periodontales de animales con periodontitis e inoculados oralmente con
laurolitsina.

3. Cuantificar los niveles de expresién de los factores de transcripcion caracteristicos de los
linfocitos Th17 (RORyt) y Treg (Foxp3) y de las citoquinas asociadas a su actividad IL-6,
IL-17A e IL-23(Th17), e IL-10, IL-35 EBI3y TGF-B1 (Treg) en las lesiones periodontales

de animales afectados de periodontitis e inoculados oralmente con laurolitsina.



I1l. MATERIALES Y METODOS

Disefio del estudio

Retrospectivo de informacion secundaria.

Muestra

El presente estudio se basa en informacion secundaria, parte de una investigacion previamente
realizada, en la que se utilizaron 40 ratones singénicos C57BL/6 de 6-8 semanas de edad de
ambos sexos y 25 g de peso, considerando que cada experimento se realiz6 8 veces por cada
condicion experimental. La ejecucion de este proyecto estuvo en el marco del proyecto
FONDECIT 1181781, financiado por la Comision Nacional de Investigacion Cientifica y
Tecnoldgica (CONYCIT) del gobierno de Chile. Los datos obtenidos estan a la disposicion del

autor, el cual es actualmente ejecutor y co-investigador del proyecto FONDECIT 1181781.

Criterios de seleccién

Al emplearse una base de datos, se incluyeron los registros de todos los especimenes del estudio

mencionado, aquellos que tengan ausencia o incoherencia de informacién fueron excluidos.

Definicion operacional de variables

a. Destruccion o6sea alveolar: Es el area de pérdida ésea comprendida entre la superficie
mesial del primer molar maxilar y la superficie distal del tercer molar maxilar, y entre la
union cemento-adamantina y la cresta Gsea alveolar. Esta se cuantificd usando un
microscopio electrénico de barrido (SEM) a un aumento de 30x.

b. Niveles de expresion de RANKL y OPG, de los factores de transcripcion RORyt y Foxp3,

y de las citoquinas IL-6 e IL-17A (Th17), e IL-10 y EBI3 (Treg): Son los niveles de



expresion de mRNA de las distintas moléculas en las lesiones periodontales. Estos se
cuantificaron usando un equipo de RT-qPCR.
c. Razon RANKL/OPG: Es la proporcién entre la produccion de RANKL y OPG presente en

el fluido crevicular gingival. Esta se cuantificé usando kits de ELISA especificos.

Procedimientos y técnicas

Los datos obtenidos son parte del proyecto FONDECIT 1181781, del cual el autor es ejecutor
y co-investigador, teniéndose permiso para la ejecucion y utilizacién de los datos del mismo

por el investigador principal del proyecto (Anexo 1)

Asimismo, es importante esclarecer que ciertos criterios del estudio base de donde se recolectd

la informacion fueron analizados para la obtencion de los resultados:

Animales: Los ratones se mantuvieron en condiciones libres de patdgenos en un ambiente
controlado: Temperatura a 24 £+ 0.5°C, humedad relativa de 40 a 70%, una tasa de intercambio
de aire de 15 vol/hora y 12 horas de luz/oscuridad. A lo largo del periodo del estudio, los

animales tuvieron acceso libre a alimento estandar estéril y agua.

Induccion de periodontitis e inoculacion de laurolitsina: La periodontitis se indujo usando el

método de la sutura (16). Brevemente, los ratones fueron anestesiados mediante una inyeccién
intraperitoneal de ketamina y xilacina; luego, fueron colocados en un soporte acoplado a gel-
packs para mantener su temperatura, para proceder a la apertura bucal bi-maxilar mediante la
colocacion de cadenas elasticas colocadas alrededor de los incisivos superiores e inferiores,
respectivamente. Finalmente, se colocaron suturas de seda negra 5-0 alrededor de los segundos
molares maxilares usando pinzas castro viejo (Fine Science Tools), y se cortaron los cabos con

tijeras (Fine Science Tools), sin causar dafio a los tejidos periodontales, con el fin de favorecer



la acumulacién de placa bacteriana, una respuesta inmune ante ésta y, en consecuencia, la
destruccion del hueso alrededor de los dientes. La laurolitsina se inoculd, usando una sonda
oral de punta roma introducida hasta el estomago, a 10, 20 o0 40 mg/kg en 100 pl de buffer
fosfato salino (PBS), iniciando el dia de la colocacion de la ligadura, durante 15 dias
consecutivos, con el fin de simular la ingesta del preparado, con un enfoque preventivo, que
luego podria ser aplicado en pacientes en riesgo a sufrir pérdida de insercion de los tejidos
periodontales. Las dosis de laurolitsina se determiné en base a investigaciones previas (9, 13,
17). Los animales fueron asignados aleatoriamente en cinco grupos de ocho ratones: (a) grupo
no ligado, (b) grupo ligado no inoculado, (c) grupo ligado inoculado con 10 mg/kg de
laurolitsina, (d) grupo ligado inoculado con 20 mg/kg de laurolitsina, y (e) grupo ligado
inoculado con 40 mg/kg de laurolitsina. El grupo no ligado (grupo a) se utilizé como control.
El grupo ligado no inoculado (grupo b), que solo se le inocul6 el vehiculo PBS, se utiliz6 para
las comparaciones. Después de 15 dias, los animales fueron eutanasiados por una sobredosis
de anestesia, para evitar el dafio de los tejidos cervicales y maxilares causado por la dislocacion
cervical, y se recolectaron las muestras de maxilares, fluido crevicular gingival y tejidos
periodontales palatales para su andlisis. Todas las intervenciones fueron realizadas por el autor,
previamente capacitado en el manejo de animales de experimentacion; ésta capacitacion
consistio; primero, en la demostracion de la colocacién de las ligaduras por un operador
experimentado, in vivo y en animales eutanasiados, seguido de practicas en el animal
eutanasiado hasta evidenciar el minimo trauma a los tejidos adyacentes; finalmente, se
procedi6 a la practica in vivo con el animal bajo anestesia y se comenzé con los animales
asignados al estudio cuando no se evidenciaron traumas a la mucosa oral de los ratones después

de la colocacidn de las suturas (Anexo 2).

Destruccién o6sea alveolar: La extension de la destruccion 6sea alveolar se cuantifico en los



maxilares mediante microscopia electronica de barrido (SEM) usando un protocolo establecido
(18). Se retiraron los tejidos blandos de los maxilares sumergiéndolos en una solucién de
hipoclorito de sodio al 2,5% durante 12 horas y se lavaron con alcohol al 70%, seguido de
alcohol al 90% y 100% durante 24 horas cada uno. Para el analisis SEM, los maxilares se
fijaron en glutaraldehido tamponado al 2.5% durante la noche a temperatura ambiente, luego
se recubrieron con una capa de oro de 200 nm de espesor y se analizaron a un voltaje de 20 kV
en un microscopio electrénico de barrido. El andlisis de pérdida 6sea se realiz6 con una
ampliacion de 30x. Todos los datos fueron recolectados por un solo observador enmascarado

a las condiciones experimentales de la muestra.

Produccion de RANKL y OPG: Para medir la produccion de RANKL y OPG en los tejidos

periodontales, se recolectaron muestras de fluido crevicular gingival utilizando un protocolo
descrito anteriormente (19). Brevemente, se retiraron, suavemente y bajo anestesia, las
ligaduras utilizadas para la induccion de la periodontitis, luego se colocaron nuevas ligaduras
de seda 5-0 de 2 cm de longitud en las mismas posiciones. Después de 10 minutos, se
recogieron las ligaduras embebidas en fluido crevicular gingival y se procesaron usando un
protocolo de elucién de proteinas estandarizado. Las ligaduras se sumergieron en 60 ul de
Tween 20 al 0,05% en PBS, con un coctel de inhibidores de proteasas, luego se incubaron
durante 30 minutos a 4°C y se centrifugaron a 12 000 G por 5 minutos. El protocolo de elucion
se repitié dos veces. A partir de las muestras eluidas, los niveles de RANKL y OPG se
determinaron utilizando kits ELISA especificos. Finalmente, las placas de ELISA se analizaron

usando un lector automatico de microplacas.

los linfocitos Th17 y Treg: Para analizar los posibles cambios en la actividad Th17/Treg en los

tejidos periodontales, se cuantificaron los niveles de expresion de mRNA de los factores de



transcripcion RORyt y Foxp3, y de las citoquinas IL-6 e IL-17A (Th17), e IL-10 y EBI3 (TreQ)
mediante qPCR . Ademas, se cuantificaron los niveles de expresion para los MRNA de RANKL
y OPG. De cada muestra de mucosa palatal periodontal, primero se obtuvo el RNA
citoplasmatico total usando un reactivo de purificacién molecular, luego se sintetiz6 el cDNA
complementario usando un Kit de transcripcion reversa, siguiendo las instrucciones del
fabricante. Luego, se amplificaron 10 ng de cDNA utilizando cebadores especificos (Anexo 3:
Tabla 1), un reactivo gPCR y un equipo de RT-qPCR. Las reacciones de amplificacion se
llevaron a cabo de la siguiente manera: 95°C durante 3 minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C
durante 3 segundos, y 60°C durante 30 segundos. Para la deteccion de la formacion de
productos inespecificos y la amplificacion de falsos positivos, se realiz6 una curva de fusion
de la siguiente manera: 95°C durante 15 segundos, 60°C durante 1 minuto y 95°C durante 15
segundos. Finalmente, se cuantificaron los niveles de expresién del rRNA 18S como control
enddgeno o gen “housekeeping”; es decir, un gen con una expresion constante e inalterable
ante los estimulos, pudiendo ser usado como valor de referencia al aumento de niveles de

expresion de otro gen o “fold-change”.

Plan de anélisis: Una vez con la base de datos, se procedié a la obtencién de la media + DE de
los datos obtenidos de los ocho ratones por grupo. La destruccion 6sea alveolar se calculé como
pm2. Los datos de ELISA se calcularon como pg/ml utilizando una ecuacién logistica de 4
parametros. Los datos de qPCR se calcularon utilizando el método 2-aact con el software
StepOne v.2.2.2 y se expresaron como “fold-change” de la expresion de mRNA, usando la
expresion del gen “house-keeping” como referencia a la unidad. Finalmente, los datos se
analizaron estadisticamente utilizando el software SPSS v.22. La normalidad de la distribucion
de los datos se establecié mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov, y las diferencias

estadisticas se determinaron mediante las pruebas de ANOVA y Bonferroni. Los valores de p



<0,05 se consideraron como estadisticamente significativos.

Aspectos éticos del estudio: La ejecucion de la presente investigacion fue aprobada por el

Comité Institucional de Etica para el Uso de Animales de la UPCH el 06 de Abril del 2020 sin
embargo, es importante aclarar que este estudio se basa en datos secundarios obtenidos de un
estudio previo, el cual contd con la aprobacion del Comité de Etica Institucional para el
Cuidado y Uso de Animales de la Universidad de Chile (Protocolo # 061612), siendo realizado
en conformidad con las pautas NC3Rs ARRIVE, las recomendaciones de la Asociacion
Americana de Medicina Veterinaria (AVMA) y las pautas aprobadas por el Consejo de la
Sociedad Americana de Psicologia (1980) para el uso de experimentos con animales (Anexo

4).
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IV. RESULTADOS

Destruccion Gsea alveolar: La inoculacion con laurolitsina mitigd la destruccion ésea alveolar
de manera dosis-dependiente después de 15 dias que los maxilares fueran sometidos a
periodontitis experimental mediante ligaduras (Fig 1). Cuando se inoculé la dosis de 10 mg/
kg de laurolitsina, se observd significativemente menos resorcion 6sea comparado con el grupo
no inoculado. Cuando se inoculé la dosis de 20 mg/ kg de laurolitsina, se observo
significativemente menos resorcion 6sea comparado con el grupo no inoculado y el grupo
tratado con 10 mg/ kg de laurolitsina. Cuando se inocul6 la dosis de 40 mg/ kg de laurolitsina,
se observé significativemente menos resorcion 6sea comparado con el grupo no inoculado y el

grupo tratado con 10 o 20 mg/ kg de laurolitsina (Fig 1).

Niveles de RANKL y OPG: La produccion y expresion de RANKL disminiyo de manera

significativa y dependiente de la dosis de laurolitsina inoculada, los niveles detectados de
RANKL fueron significativemente menores en el grupo de animales tratados con laurolitsina
comparado con el grupo no inoculado (Fig 2). Por el contrario, la produccién y expresién de
OPG aument6 de manera significativa y dependiente de la dosis de laurolitsina inoculada, los
niveles detectados de OPG fueron significativemente mayores en el grupo de animales tratados
con laurolitsina comparado con el grupo no inoculado (Fig 2). Estos cambios resultaron en una
tasa RANKL/OPG disminuida en los tejidos periodontales de los animales inoculados con

laurolitsina.

expression del mRNA del factor de transcripcion RORyt, asociado a la diferenciacion de

linfocitos Th17, fue significativamente menor en los animales inoculados con laurolitsina

comparados con el grupo de animales no inoculados (Fig 3). Por el contrario, la expression de

11



mRNA de Foxp3, factor de transcripcion asociado a la actividad de linfocitos Treg, aumento
de manera significativa y dependiente de la dosis en el grupo inoculado con laurolitsina
comparado con el grupo no inoculado (Fig 3) Ademas, el grupo tratado con laurolitsina
demostrdé menor expresion de mRNA de citoquinas asociadas a la actividad Th17 (IL-6 e IL-
17A), comparado con el grupo no inoculado (Fig. 3). También, los niveles de expression de
MRNA de las citoquinas asociadas a la actividad Treg (IL-10 y Ebi3) aumentaron de manera
significativa y dependiente de la dosis en el grupo inoculado con laurolitsina comparado con

el grupo no inoculado (Fig. 3).
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V. DISCUSION

Hoy en dia, existe un cambio de paradigma con respecto a la percepcion de la seguridad de las
medicinas, en el cual los pacientes asocian la minima posisibildad de efectos secundarios a los
productos derivados naturales frente a los completamente sintéticos para el tratamiento de
distintas enfermedades. Como resultado, diversos estudios han analizado los posibles efectos
las alternativas fitoterapeuticas sobre las enfermedades orales (1, 2). No obstante, ninguno de
los tratamiento disponibles actualmente ha sido capaz de inhibir la resorcion 6sea alveolar de
manera efectiva y a largo plazo (20). Por lo tanto, el uso de laurolitsina es una fitoterapia
conveniente; ya que, estudios en animales han reportado también sus efectos sobre la pérdida
Gsea patologica (12). En efecto, el uso de berberina, un alcaloide similar, inhibi6 la resorcion
Osea y la deteccion de osteoclastos activos en las lesiones periodontales de animales
ovariectomizados, y estos efectos se asociaron a la disminucion de la actividad de los linfocitos
Th17 (21). En esta tesis, la inoculacién con laurolitsina fue capaz de controlar la periodontitis
en un modelo animal, al mitigar la destruccion 6sea alveolar, disminuir la taza RANKL/OPG

y la actividad Th17/Treg en las mucosas periodontales.

Existe suficiente evidencia cientifica para afirmar que el uso de alcaloides naturales, como la
laurolitsina, puede tener un efecto beneficioso sobre distintas enfermedades; en particular, en
aquellas caracterizadas por la pérdida 6sea patolégica (12, 13). Por ejemplo, la administracion
oral de norisoboldina, otro alcaloide derivado del boldo, en un modelo animal de artritis
reumatoide, mitigo la resorcién 6sea articular al inhibir formacién de osteoclastos (7). En este
caso, el alcaloide provoc6 una disminucién de la expresion de RANKL y un aumento de la
expresion de OPG en las articulaciones afectadas. De manera similar, otro derivado del boldo
redujo significativamente la pérdida ésea patolégica al inhibir la diferenciacion de osteoclastos

mediada por RANKL en un modelo de osteoporosis (22). Del mismo modo y acorde con
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investigaciones previas, la inoculacién oral de laurolitsina durante el estudio mitigd la
resorcion 6sea periodontal patoldgica inducida por ligadura, y esta atenuacion se asocio a la

disminucion de la taza RANKL/OPG.

Los alcaloides derivados del Peumus boldus han demostrado ser capaces de inhibir la via de
sefializacion mediada por RANKL, crucial para el desarrollo de los osteoclastos (23, 24). Por
otro lado, se ha reportado que el uso de anticuerpos monoclonales anti-RANKL para el
tratamiento de la periodontitis disminuye significativamente la resorcion 6sea alveolar mediada
por linfocitos T (25). Entre estas subpoblaciones de linfocitos, la actividad patogénica de los
linfocitos Th17, se encuentra ligada al incremento de los niveles de IL-23 en el periodonto; ya
que, ésta induce su supervivencia y su produccién mantenida de IL-17A y RANKL,
estimulando a las celulas residentes a sobreproducir RANKL y aumentando directamente los
niveles de RANKL vy, finalmente, la formacién y activacién de osteoclastos (26). No obstante,
en condiciones de homoestasis, los niveles basales de IL-6 producidos durante la masticacion,
ayudan a mantener la produccion de IL-17A suficiente para evitar las infecciones fingicas sin
inducir la resorcién 6sea (27); por lo tanto, al inhibir la actividad patogénica de los linfocitos
Th17, usando laurolitsina, se pueden disminuir en mayor medida los niveles de IL-23
comparados con los de IL-6. Por otro lado, los linfocitos Treg producen citoquinas anti-
inflamatorias que suprimen la produccion de RANKL vy la actividad Th17, manteniendo la
homeostasis 6sea periodontal (28). En efecto, el incremento de la respuesta inmune Thl7, ante
una respuesta inmuno-reguladora Treg debilitada, puede ser la causa del aumento de la
presencia de RANKL durante la periodontitis. En este estudio, la inoculacién de laurolitsina
moduld la actividad de linfocitos Thl7 y Treg, promoviendo la expansion de la respuesta
inmuno-reguladora Treg y la supresién de la respuesta inmune Thl7 de manera dosis

dependiente; asimismo, esta modulacion entre Thl7 y Treg proporcioné un ambiente
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abundante en citoquinas anti-inflamatorias en los tejidos periodontales que pudieron afectar los
niveles de RANKL y OPG, pudiendo afectar la formacién de osteoclastos v;

consecuentemente, la resorcion 6sea alveolar patolégica.

Existe una conversacion metabolica entre los linfocitos T, los osteoclastos, que reabsorben los
huesos, y los osteoblastos, que los forman (28, 29). En este contexto, la berberina también pudo
inducir la osteoblastogénesis a partir de células madre mesenquimales derivadas de la médula
6sea, pudiendo incrementar la tasa de formacion de osteoblastos y la actividad regeneradora de
hueso (30); por lo tanto, los eventos anabdlicos asociados a la regeneracion Gsea alveolar
podrian involucran a celulas estimuladas por la laurolitsina. En efecto, la inoculacién con
laurolitsina en nuestra investigacion causd un aumento en los niveles periodontales de las
citoquinas anti-inflamatorias derivadas de linfocitos Treg y de OPG, lo que favorecié la
resolucion de la inflamacion crénica y la inhibicion de la resorcion 6sea. Por lo tanto, un
entorno inflamatorio local regulado por las citoquinas IL-10 y Ebi3 en los tejidos periodontales

podria promover la regeneracion ésea periodontal.

La presente investigacion demostro satisfactoriamente que la inoculacion de laurolitsina en un
modelo animal de periodontitis es capaz de atenuarla; no obstante, las inmuno-terapias
probadas en animales singénicos, i.e. con genes idénticos y criados en ambientes controlados,
como los ratones C56BL/6 usados en este estudio, tienen limitada validez externa; ya que, la
variacién genética y epigenética entre sujetos que se obtiene en intervenciones en humanos o
en animales “silvestres”, es inexistente. En este contexo, distintos estudios concuerdan en que
la aplicabilidad de intervenciones probadas en animales es limitada en humanos (31). Por otro
lado, el uso del modelo de ligadura para la induccion de la periodontitis ha sido cuestionado
por no ser un modelo espontaneo de la enfermedad, en el cual una alteracion genética inducida

en el animal es capaz de inducir el desarrollo de una enfermedad, como en el caso de la artritis
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reumatoide o la esclerosis multiple; no obstante, el modelo también ha sido ampliamente
validado por ser capaz de inducir una disbiosis del microbioma oral y una consecuente
respuesta inmune destructora de los tejidos de soporte periodontal, muy similar a lo que, se
presume, ocurre durante la periodontitis humana (32). A pesar de todas las limitaciones, el uso
de animales de experimentacion para estudios de posibles tratamientos es el primer paso para
demostrar su eficacia y posible toxicidad, para sus préximas pruebas clinicas. Por otro lado,
los resultados positivos de esta investigacion dan paso a la posibilidad del uso de derivados
naturales efectivos para el tratamiento de la periodontitis. En efecto, otros derivados, como la
curcumina, han demostrado tener efectos anti-formacion de biopeliculas e inmuno-
moduladores, inhibiendo la respuesta inflamatoria osteo-destructiva (33). Por lo tanto, a pesar
de las limitaciones del modelo animal usado, la inoculacion de laurolitsina da pie a nuevas
investigaciones para demostrar su toxicidad y eficacia en modelos animales mayores, animales
humanizados y, dependiendo de sus resultados, a ensayos clinicos tipo | en humanos, y la de
otros derivados naturales que pudieran tener efectos similares y menos efectos secundarios que

sus contrapartes sintéticas.

El raspado y alisado radicular se considera como la primera opcion de tratamiento para la
periodontitis, siendo eficiente al limitar la resorcion 6sea alveolar inflamatoria en gran parte de
los pacientes; sin embargo, en algunos casos la homeostasis periodontal y la detencién de la
resorcion dsea no son alcanzadas (34). Lamentablemente, las alternativas convencionales para
estos casos, incluyendo la terapia periodontal quirdrgica y los antibiéticos, pueden conducir a
efectos secundarios indeseados (35). Actualmente, el desarrollo de terapias nuevas enfocadas
en la resolucién de la inflamacion patolégica periodontal es una ara de investigacion en
constante crecimiento; por lo cual, la laurolitsina puede llegar a ser una opcion atractiva como

coadyuvante bioactivo natural para el tratamiento de la periodontitis.
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VI. CONCLUSIONES

De forma general, se concluye que:

En el presente estudio, la inoculacion de laurolitsina mitiga la periodontitis experimental al
disminuir la resorcién 6sea alveolar y, esta atenuacién se asocio a la disminucién de RANKL
y al aumento de OPG; asi como, a la disminucion de la expresion pro-inflamatoria de los
linfocitos Th17, y al aumento de la expresion de las moléculas asociadas a la actividad inmuno-

reguladora de los linfocitos Treg en un modelo animal de periodontitis.

Y de forma especifca, se concluye que:

1. La inoculacion con laurolitsina disminuyd el area de resorcién dsea alveolar en los
animales afectados de periodontitis.

2. La inoculacién con laurolitsina disminuy6 los niveles de expresion de RANKL, aumento
los de OPG, y disminuy6 la razén RANKL/OPG en las lesiones periodontales de animales
afectados de periodontitis.

3. La inoculacion con laurolitsina disminuyd los niveles de expresion del factor de
transcripcion caracteristico de los linfocitos Th17 (RORyt) y de las citoquinas asociadas a
su actividad (IL-6 e IL-17A), y aumentd niveles de expresion del factor de transcripcion
caracteristico de los linfocitos Treg (Foxp3), y de las citoquinas asociadas a su actividad

(IL-10 y EDbi3) en las lesiones periodontales de animales afectados de periodontitis.
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VIIl. GRAFICOS Y FIGURAS

Figura 1. Resorcion Osea alveolar.

J. N No inducido

Periodontitis

ePize
= - -

=

55
- 800+

*

Resorcion ésea (Lm?)

10 20 40 ni
Laurolitsina

Leyenda: A) Imagenes representativas de microscopia electronica de barrido (SEM) de los
maxilares sometidos a periodontitis experimental e inoculados o no con laurolitsina. B) Area
de resorcion dsea alveolar cuantificada por SEM. Los datos se encuentran representados como
umz ajustados al grupo no inducido y mostrados como promedio + DE. *P <0.05.
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Figura 2. Niveles de RANKL y OPG.
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Leyenda: A) Produccion de RANKL y OPG detectada en fluido gingival crevicular de
animales sometidos a periodontitis experimental e inoculados o no con laurolitsina. Los datos
se encuentran representados como pg/mL y mostrados como promedio + DE. B) Expresion de
MRNA de RANKL y OPG en lesiones periodontales de animales sometidos a periodontitis
experimental e inoculados 0 no con laurolitsina. Los datos se encuentran representados como
mRNA fold-change y mostrados como promedio + DE. C) Taza de niveles secretados de
RANKL/OPG en fluido gingival crevicular de animales sometidos a periodontitis experimental
e inoculados o no con laurolitsina. Los datos se encuentran representados como RANKL/OPG

ratio y mostrados como promedio + DE. *P <0.05.
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Figura 3. Expresion de factores de transcripcion y citoquinas asociadas a la actividad de

linfocitos Th17 y Treg.
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Leyenda: A y B) Niveles de expresion de mRNA de los factores de transcripcion RORyt
(Th17) y Foxp3 (Treg) en las lesiones periodontales de animales sometidos a periodontitis
experimental e inoculados o no con laurolitsina. C y D) Niveles de expresion de mRNA de las
citoquinas IL-6 e IL-17A (Thl7), e IL-10 y Ebi3 (Treg) en las lesiones periodontales de
animales sometidos a periodontitis experimental e inoculados o no con laurolitsina. Los datos

se encuentran representados como mRNA fold-change y mostrados como promedio + DE. *P

<0.05.
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ANEXO 3: TABLA 1 CEBADORES PARA LA AMPLIFICACION POR QPCR

Molécula objetivo Secuencia adelante Secuencia reversa
IL-6 tgatggatgctaccaaactgg ttcatgtactccaggtagctatgg
IL-10 gcttcatccctgaaaactgtg tgctacaaaggcagacaaaca
IL-17A cagggagagcttcatctgtgt gctgagctttgagggatgat
IL-23p19 gaagggcaaggacaccatta ttcttcttctccagcetcecttte
IL-35 EBI3 gctcecctggttacactgaa acgggataccgagaagcat
TGF-B1 tggagcaacatgtggaactc gtcagcagccggttacca
RORyt cgcggagcagacacactta ccctggacctctgttttgge
Foxp3 agaagctgggagctatgcag actggtggctacgatgcag
RANKL tgaagacacactacctgactcctg cccacaatgtgttgcagttc
OPG gtttcccgaggaccacaat ccattcaatgatgtccaggag
18S rRNA gcaattattccccatgaacg gggacttaatcaacgcaagc
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