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1. RESUMEN:

INTRODUCCION: La periodontitis es una enfermedad oral crénica inflamatoria
prevalente a nivel mundial mediada por el sistema inmune. Se ha demostrado que
la sefializacion de citoquinas mediante el receptor GP130 activa la via mediada por
STAT3 en los linfocitos Th17, los cuales producen IL17, promoviendo una respuesta
inmuno-inflamatoria. Se han realizado diversas investigaciones respecto a IL6, una
interleuquina que participa activamente en la activacion de STAT3, sin embargo,
existe informacion limitada sobre algunas citoquinas pertenecientes a la familia de
IL6, las cuales sefializan a través del receptor GP130 tales como IL11, IL27 y OSM.
OBJETIVOS: Evaluar la expresion de los genes 1111, 1127 y Osm, que codifican para
citoquinas que sefalizan mediante GP130.

METODOLOGIA: Se obtuvieron muestras de tejido gingival sano y con periodontitis
inducida utilizando el método de ligadura de ratones C57BL6. La expresion génica
de las muestras fue determinada por RT-qPCR. Para calcular los niveles relativos
de expresidn génica se utilizo el método 2- AACT. Las diferencias se consideraron
estadisticamente significativas si el valor de p <0,05.

RESULTADOS: En tejido gingival murino, encontramos un aumento significativo en
los niveles de expresion de los genes 1111 y Osm entre periodontitis experimental y
salud. No encontramos una variacion significativa en los niveles de expresion de
1127.

CONCLUSION: Nuestros datos revelan que los genes que codifican para las
citoquinas IL11 y OSM se encuentran sobreexpresados en periodontitis inducida por
ligadura en comparacion con tejidos gingivales no ligados.

PALABRAS CLAVES: Periodontitis, citoquinas, STATS3.

FINANCIAMIENTO: FONDECYT iniciacién 11180389



2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS Y PLANTEAMIENTO DEL
PROBLEMA.

I. Enfermedad periodontal y su importancia

La enfermedad periodontal se encuentra dentro de las enfermedades con mayor
prevalencia a nivel mundial (Vos et al., 2016). En Chile un 93.45% de los adultos
entre 35y 44 aflos y un 97.58% de los adultos mayores entre 65y 74 afios presentan
signos de destruccion periodontal (Morales et al., 2020). Esta enfermedad, junto a
la caries dental, representan la mayor causal de pérdida dentaria en la poblacion
adulta, lo cual afecta directamente en la nutricion, calidad de vida y autoestima de
quienes la padecen (Tonetti MS, Jepsen S, Jin L, 2017). De acuerdo con el fondo
internacional monetario, se ha estimado que las enfermedades periodontales han
generado un gasto de 442 billones de ddlares en el afio 2010, sea por causa directa
o indirecta (Listl et al., 2015).

La periodontitis se caracteriza por la desregulacion de la respuesta inmune, la cual
estd asociada con una disbiosis de la microbiota subgingival (Hajishengallis &
Lamont, 2012), desencadenando una respuesta inflamatoria exacerbada por parte
del hospedero dando como resultado la destruccién de los tejidos de insercion de
los dientes. (Newman, M., Takei, H., Klokkevold, P., & Carranza, 2019).

Esta enfermedad, en sus etapas mas avanzadas, ha sido relacionada con otras
enfermedades sistémicas, debido a la diseminacion de bacterias y/o sus
subproductos a través del torrente sanguineo, asi como la diseminacion de los
mediadores inflamatorios generados en el periodonto (Tonetti MS, Jepsen S, Jin L,
2017). Por consiguiente, se ha relacionado a la periodontitis con enfermedades tales
como diabetes mellitus, hipertension arterial, enfermedad cardiovascular,
enfermedad pulmonar, accidente cerebrovascular y resultados adversos en el
embarazo (Baeza et al., 2020; Pihlstrom et al., 2005).



[I.  Periodontitis y respuesta inmune

La respuesta inmune innata se activa cuando patrones moleculares asociados a
patdogenos (PAMPS) son reconocidos por los receptores de reconocimiento de
patrones (PRRs) en el periodonto. Este reconocimiento genera la liberacién de
citoquinas proinflamatorias (Garlet, 2010; Kinane et al., 2011), y reclutamiento de
células inmunes como fagocitos, células presentadoras de antigenos, plasmaocitos
y linfocitos T (Kantarci et al., 2003; Taubman et al., 2005). Dentro de estas células
inmunes, los linfocitos T CD4* o linfocitos colaboradores, han sido descritos como
un importante componente inflamatorio en periodontitis (Baker et al., 1999; Dutzan
et al., 2016).

Los linfocitos T CD4* pueden diferenciarse en los subconjuntos de linfocitos T
colaboradores (del inglés helper) efectores (Th), células T colaboradores foliculares
(Thf) o T reguladores (Tregs) (Silva et al., 2015). Quienes poseen funciones Unicas
en la inmunidad protectora contra enfermedades infecciosas, asi como autoinmunes
o trastornos inflamatorios (Kane et al., 2014). Cada uno de estos subtipos celulares
se caracteriza por la secrecion de diferentes clases de citoquinas que modulan la

respuesta inmune.

Los linfocitos Th, han sido estudiados en sitios de barrera tales como la piel, el tracto
gastrointestinal y recientemente, la mucosa oral (Dutzan et al., 2017). Este subtipo
celular tiene un papel clave tanto en la vigilancia inmune como en la mantencién de
la integridad de las mucosas. Sin embargo, en condiciones especificas, estos
linfocitos Th17 participan en procesos destructivos (Dutzan et al.,, 2018). Las
principales citoquinas efectoras que producen los linfocitos Thl7 son la
interleuquina 17A (IL17A), interleuquina 17F (IL17F) e interleuquina 21 (IL21) (Kane
etal., 2014). Los Linfocitos Th17 junto con IL17A se han descrito como moduladores
cruciales en la patogénesis de la periodontitis. Se ha evidenciado que una respuesta
descontrolada de células Th1l7, promueve el dafio tisular en el periodonto con la

consecuente pérdida de hueso alveolar, esto debido a la participacion de IL17A en



el reclutamiento de neutrofilos y la activacion indirecta de osteoclastos (Adibrad et
al., 2012; Dutzan et al., 2018)

.  STAT3y surol enlaactivacion de Thl7

Estudios en modelos animales, han demostrado que, en condiciones
patologicas, los linfocitos Thl7 necesitan para su diferenciacion la
participacion de citoquinas como interleuquina 6 (IL6) e Interleuquina 23
(IL23). Estas citoquinas activan las diferentes cascadas de sefializacion,
donde participan tirosina-quinasas del tipo quinasas de Jano (JAK) y la
familia de factores de traduccion de Sefiales y Activador de Transcripcion
(STAT), particularmente STAT3 (Figura 1) (Kane et al., 2014).

Y| | | €32
O FC
Q

Figura 1: Esquema en el cual es observa la activacion de JAK/STAT en presencia de IL6

Se han identificado cuatro JAKs (JAK1, JAK2, JAK3, Tyk2) y siete factores STATs
(STATL, 2, 3, 4, 5a, 5b, 6) (Kane et al., 2014; O’Shea et al., 2013). Especificamente,

los STATS, son proteinas que actuan en el nucleo celular como transductores de
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sefales y factores de trascripcion, participando en procesos de proliferacion,

inmunidad y diferenciacion celular (O’Shea et al., 2015).

STATS3 juega un rol fundamental en la generacion de linfocitos Th17 promoviendo
la expresion de genes claves en la diferenciacion y desarrollo de Th17, tales como,
el factor de transcripcién RORVyt y citoquinas efectoras como IL17A (Figura 2) (Kane
etal., 2014; Levy & Lee, 2002). Estudios sefialan que cuando la via STAT3 se inhibe

en los linfocitos T CD4*, no hay diferenciacion de células Th17 (Harris et al., 2007).
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Figura 2: El esquema muestra que, tras la activacion de STAT3, este se une formando dimeros y viaja
hacia el nicleo, donde promueve la expresién de factores clave para la diferenciacion de Th17, como
RORyt e IL17a.

IV. Activacion de STAT3 mediante GP130



El receptor glicoproteina 130 (GP130) es una proteina transmembrana que se
clasifica dentro de la familia de los receptores de citoquina tipo I, siendo esta
proteina la subunidad comun para los receptores de la familia de citoquinas IL-6.
Esta proteina se encuentra ubicua en diferentes células del cuerpo humano y consta
de 6 dominios: un dominio N-terminal (D1), 2 mddulos de unidn a citoquinas (D2,
D3) y 3 dominios contiguos de fibronectina tipo Ill (D4-D6). GP130 es clave para la
sefalizacion intracelular del receptor del IL6 y su familia, la que produce la
fosforilacion y activacion de STAT3 (Xu et al., 2010).

Dentro de la familia de IL6 se han descrito clasicamente 8 citoquinas: IL6,
Interleuquina 11 (IL11), factor neurotréfico ciliar (CNTF), factor inhibitorio de
leucemia (LIF), oncostatina M (OSM), cardiotrofina 1 (CT1), citoquina similar a la
cardiotrofina (CLC) e Interleuquina 27(IL27). Se han descrito para esta familia de
citoquinas multiples funciones, tales como la estimulacion de células B, la induccién
de proteinas de fase aguda a nivel hepatico y otras funciones a nivel neuronal y

metabolico.

Algunos miembros de la familia de citoquinas IL6 han sido estudiadas respecto al
rol que cumplen durante periodontitis, dentro de estas, la citoquina mas estudiada
es IL6 (Rose-John, 2018). De los otros miembros, a algunos no se les han descrito
funciones en tejidos denominados barrera como la piel o mucosas. CNTF cumple
funciones en el sistema nervioso, CT1 y CLC cumplen funciones en patologias
cardiacas y LIF cumple funciones en la diferenciacién temprana de células inmunes
(S. A. Jones & Jenkins, 2018). Por otro lado, se ha visto que IL11, IL27 y OSM
modulan de distintas maneras la respuesta inmune y la inflamacion a nivel
periodontal, sin embargo, al realizar una busqueda en de la bibliografia actual nos
encontramos con que la cantidad de estudios de estas citoquinas a nivel oral es
limitada, y con resultados controversiales entre ellos, por lo cual su estudio podria
entregar conocimientos y aportar mas acerca de la funcion de estas citoquinas tanto

en salud como en periodontitis.



IL11 es una citoquina producida mediante la expresion del gen IL11, ubicado en el
cromosoma 19 en humanos en la ubicacién 19913.42, mientras que, en ratones,

este gen se encuentra en el cromosoma 7, en la ubicacion 7 Al; 7 2.76 cM.

IL11 es wuna citoquina multifuncional cumpliendo funciones tales como
hematopoyesis, formacion ésea y carcinogénesis (Adibrad et al., 2012; de Molon et
al., 2018). Se ha descrito que pacientes con periodontitis de progresion rapida
presentan mayores valores de IL-11 que pacientes con periodontitis de progresion
mas lenta (Shaker & Ghallab, 2012; Yetkin Ay et al., 2009). Por otro lado, otros
estudios arrojan resultados que catalogan a IL-11 como un factor protector contra la
enfermedad periodontal(Ytcel et al., 2008). Estudios in vitro han determinado que
IL-11 promueve la diferenciacion de células del ligamento periodontal en células
osteoblasticas ademas de promover la sintesis de coldgeno tipo | y la inhibicion de
metaloproteinasas (Leon et al., 2007). IL-11 inhibe la produccién de importantes
citoquinas proinflamatorias a nivel periodontal tales como factor necrético tumoral
alfa (TNFa), IL-6 e IL-1B (Prasad, 2015; Vos et al., 2016). También se ha visto que
su produccién se ve disminuida en sitios periodontales mayores a 6 mm (Johnson
et al., 2004) y que su concentracion va disminuyendo a medida que aumenta la

profundidad al sondaje.

Por lo tanto, IL11 estaria relacionada principalmente tanto a estadios de salud como
estadios iniciales de periodontitis mientras que su expresion se veria disminuida a

medida que la enfermedad progresa.

Por otro lado, OSM es una citoquina traducida desde el gen OSM el cual se
encuentra en el cromosoma numero 22 en humanos, especificamente en la
ubicacion 22q12.2. En ratones, este gen se localiza en el cromosoma 11, en la
ubicaciéon 11 Al; 11 2.94 cM.

Dentro de sus funciones de OSM se destacan la modulacion de la respuesta
inflamatoria y la formacién de tumores (Chen & Benveniste, 2004). A Nivel

periodontal, estudios han evidenciado que OSM presenta un aumento de sus
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niveles en fluido crevicular gingival (FCG) (Lin et al., 2005; Thorat et al., 2010).
También se ha visto que OSM activa citoquinas tales como CXCL-10 y Molécula de
adhesion intercelular 1 (ICAM-1) las cuales a su vez activan los linfocitos T-helper
1 (Thl), los que a su vez han sido documentados como promotores en la
exacerbacion de la inflamacion periodontal. (Y. Hosokawa et al., 2010)

Con estos estudios podemos concluir que OSM podria exacerbar la respuesta
inflamatoria en los tejidos periodontales. La evidencia sin embargo se basa
principalmente en estudios in vitro, por lo cual futuros estudios in vivo son
necesarios para aportar solidez y corroborar las conclusiones anteriormente

expuestas.

IL27 es otra citoquina que pertenece a la familia de IL6, y a la familia de IL12. Esta
citoquina es un heterodimero y sus subunidades son traducidas desde el gen EBI3,
el cual es un gen comdn con la citoquina IL35 y desde el gen IL27. EBI3 se
encuentra en el cromosoma humano 19, especificamente en la posicion 19p13.3.
En ratones, EBI3 se encuentra en el cromosoma 17, especificamente en la posicion
17 D; 17 29.08 cM. IL27 esta ubicado en el cromosoma humano 16, especificamente
en la posicion 16pl12.1-p11.2., mientras que, en ratones, este gen se encuentra en

el cromosoma 7, especificamente en la ubicacion 7 F3.

Esta citoquina presenta funciones tanto proinflamatorias como inhibitorias, sin
embargo, al analizar la evidencia se observa la principal funcion de esta
Interleuquina como inhibidora de la respuesta inmune. Al respecto, se ha visto que
IL27 utiliza GP130 como receptor en conjunto con el receptor WSX-1 (Dario A.A.
Vignali, 2014). Dentro de sus funciones en tejidos periodontales, se ha evidenciado
como un potencial factor protector de la periodontitis. Un estudio en particular ha
reportado un aumento de los niveles de IL27 en FCG posterior al tratamiento
periodontal (Babaloo et al., 2018). Pese a que su papel en periodontitis se mantiene
incierto, se ha documentado que podria regular la migracién leucocitaria en
periodontitis modulando la produccién de quimiocinas de las células del epitelio oral

(Y. Hosokawa et al., 2017).
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Estas 3 citoquinas estan presentes en los tejidos periodontales y han sido asociadas
tanto a estados de salud como de periodontitis. Sin embargo, el nimero de estudios
es limitado y con resultados disimiles, por lo que se necesitan mas trabajos para
aportar a la bibliografia actual y poder acercarnos a dilucidar el rol de estas
citoquinas en la modulacion de la periodontitis.

V. Planteamiento del Problema

La periodontitis es una enfermedad que debe ser estudiada dado su alto impacto a
nivel global en términos tanto de salud como econémicos. Su alta prevalencia y su
relacion estrecha con otras enfermedades cronicas la posicionan como una
patologia relevante, de la cual es necesaria generar un mayor conocimiento de su
patogénesis. El entendimiento de la etiologia y progresién de la periodontitis nos
permitiria a futuro una mejor comprension respecto a coOmo se articula la respuesta
inmune a nivel periodontal, lo que nos podria dirigir a elaborar nuevas estrategias

de tratamiento para dicha patologia.

Las citoquinas son el principal mecanismo de comunicacion del sistema inmune, el
estudio de estas ha ayudado a comprender los diversos mecanismos fisiologicos

como patoldgicos.

La familia de IL6 consta de 8 miembros que sefalizan a través de un receptor comun
(GP130) clave en la activacion de cascadas intracelulares que incluyen a las
qguinasas JAK y a los factores de transcripcién STAT, particularmente STAT3, el cual
es indispensable para la diferenciaciéon de linfocitos Th17, quienes tienen un rol
fundamental en la patogénesis de la periodontitis. Dentro de la familia de IL6, las
citoquinas IL11, IL27 y OSM se han descrito que modulan la respuesta inmune en
tejidos barrera como mucosas y piel. Sin embargo, existen en la actualidad pocos
estudios que impliquen estas citoquinas en la patogénesis de la periodontitis y los

12



estudios realizados presentan resultados contradictorios en el contexto de
enfermedad o salud periodontal. Los estudios de estas citoquinas, en otros tejidos
mucosos, en piel e in vitro, nos lleva a pensar que los genes de 1127 e 1111
disminuirian su expresion durante periodontitis, mientras que el gen Osm

aumentaria su expresion durante esta patologia de los tejidos periodontales.

El estudio de estas citoquinas nos ayudaria a comprender de mejor forma los
estados fisioldgicos y patoldgicos periodontales, colaborando en la obtencion de una

vision global del conjunto de citoquinas participantes de estos procesos.

3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

I. HIPOTESIS

Los genes II11 e 1127, que codifican para las citoquinas IL11 e IL27, disminuyen su
expresion durante periodontitis experimental, respecto del estado de salud. Por otro
lado, el gen Osm que codifica para la citoquina OSM aumenta su expresion durante

periodontitis experimental, respecto del estado de salud.

.  OBJETIVO GENERAL.
Evaluar la expresion de los genes lI111, 1127 y Osm en tejido gingival murino sano e
inflamado obtenido de un modelo de periodontitis experimental.

.  OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Obtener tejidos gingivales murinos sanos e inflamados obtenido de un modelo de
periodontitis experimental.
Extraer y cuantificar el ARN mensajero de los genes II11, 1127 y Osm en tejido

gingival murino sano e inflamado.
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4. METODOLOGIA.

El presente anteproyecto se encuentra adscrito al proyecto FONDECYT
Iniciacion 11180389 (Anexo 1).

I.  Animales:
Las muestras de tejido gingival que se analizaron en esta tesis provienen de
experimentos que se realizaron en ratones Mus musculus, cepa C57BL/6. El manejo
de éstos y todas las intervenciones se realizaron con la aprobacion del Comité
institucional de cuidado y uso de animales (CICUA) (Anexo 2), Universidad de Chile.
Se obtuvieron ratones C57BL/6 libres de patdgenos especificos de la Plataforma
Experimental de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile. Los
animales se utilizaron entre las 10 y las 15 semanas de edad. Los procedimientos

con animales se realizaron de acuerdo con los protocolos aprobados por el CICUA.

II. Modelo de periodontitis inducida por ligadura (PIL):

Para inducir la periodontitis experimental, nos basamos en el procedimiento
desarrollado por Abe y Hajishengallis (Abe y Hajishengallis, 2013), en el cual se
situd una ligadura (seda 5-0) alrededor del segundo molar superior izquierdo de los
ratones, de esta manera la ligadura promovio la acumulacion de placa con la
subsecuente inflamacién gingival, obteniendo 6 muestras. Posteriormente fueron
sometidos a eutanasia al dia 7 procediendo a recolectar la mucosa gingival para su
posterior analisis. Adicionalmente, se obtuvieron 6 muestras provenientes de
ratones sometidos a eutanasia sin colocar ligadura con el fin de obtener muestras

de tejido gingival sano

El tejido gingival inflamado y no inflamado fue diseccionado de forma estandarizada
con un bisturi de hoja 15, obteniendo el tejido que rodea los molares y la ligadura.
Una vez obtenidas las muestras fueron congeladas en RNAlater (ThermoFisher

Scientific, USA) y mantenidas a -80° C hasta su procesamiento.
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[1l. Extraccion de ARN:

Las muestras fueron descongeladas a una temperatura de 4°C realizando
posteriormente la extraccion de ARN total de los tejidos gingivales usando reactivos
de aislamiento de ARN “TRIzol” (Thermo Fisher Scientific, USA). Se coloco 1ml de
reactivo “TRIzol™” en los tubos de homogenizacién para luego agregar las
muestras de tejido cuidadosamente. Posteriormente fueron colocadas en el
homogeneizador BeadBug (Benchmark Scientific, USA) a maxima velocidad
(4000rpm). Luego los tubos fueron colocados durante 3 minutos en hielo para repetir
el proceso de homogeneizacion a maxima velocidad por 15 segundos.
Posteriormente las muestras fueron incubadas durante 5 minutos a temperatura
ambiente para permitir la disociacion completa del complejo nucleo proteico. Luego
se afladio 0,2 ml de cloroformo en cada tubo y se agitaron. Se incubaron las
muestras por 2 a 3 minutos para luego ser centrifugadas durante 15 minutos a
12.000 rpm a 4°C, donde se obtuvo una fase acuosa que contenia el ARN la cual
se transfirié a un nuevo tubo Eppendorf libre de RNasas (1,5ml) teniendo cuidado
de inclinar el tubo en 45° antes de pipetear la solucion. Se agreg6 un volumen de
cloroformo equivalente a la fase acuosa de cada tubo, después se agité por 30
segundos en el vortex y se centrifugé durante 2 minutos a 14.000 rpm. Con cuidado
se transfirié la nueva fase acuosa a un nuevo tubo Eppendorf evitando transferir
cualquier capa orgéanica o de interfaz al momento de pipetear. Luego se afadieron
0,5ml de Isopropanol en cada tubo por cada ml de “TRIzol™” afadido al inicio.
Luego se volvieron a incubar durante 10 minutos a 4°C y centrifugar por 10 minutos
a 12.000 rpm a 4°C. De esta solucion obtenida se deshecho el sobrenadante con
una micropipeta y se resuspendio el sedimento en 1 mL de etanol al 75% para luego
agitar las muestras brevemente en el Vortex y centrifugar durante 5 minutos 7500
rpm a 4°C para luego volver a desechar el sobrenadante con una micropipeta y dejar
cada uno de los tubos Eppendorf boca abajo para secar al aire el sedimento de ARN
durante 5 a 10 minutos. Finalmente se suspendio el sedimento de ARN en 20ul de
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agua libre de ARNasas pipeteando hacia arriba y abajo para homogeneizar la
solucion para luego incubar en Thermo block a 60°C durante 10 minutos. Los 13
tubos fueron depositados en hielo para inmediatamente proceder a la cuantificacion
del ARN.

IV. Cuantificacién de ARN:

Con la finalidad de evaluar la pureza y cantidad de ARN extraido se realizo la
cuantificacion de ARN con el Espectrofotometro “NanoDrop” (ThermoFisher
Scientific, USA) evaluando la absorbancia a 260 nm y con el coeficiente 260/230
respectivamente. Se utilizé 1ul de cada muestra para determinar la concentracion y
pureza del ARN, el lector del espectrofotometro fue limpiado con agua libre de
ARNasas (ThermoFisher Scientific, USA) entre muestras. Las concentraciones
fueron registradas en el Software NanoDrop para posteriormente ser analizadas.
Para calcular la minima concentracion de ARN requerida para ser utilizada en un
proceso de trascripcion reversa efectiva, de las muestras obtenidas se verificé cual
fue la muestra con menor concentracion. En base a esos datos se decidio utilizar
una concentracion 15 ng/ul de ARN. Al finalizar el proceso de cuantificacion las
muestras fueron guardadas en el refrigerador a -80°C.

V. Transcripcion reversa:

El ARN fue transcrito a ADNc usando el kit de transcripcion inversa de ADNc
de alta capacidad (Applied Biosystems, USA) utilizando una solucion con Buffer RT,
Primers Oligo(dT), Primers aleatorios, la enzima de transcriptasa reversa
“MultiScribe™” (Applied Biosystems, USA) e inhibidores de ARNasas segun las
indicaciones del fabricante “Applied Biosystems”. Para esto se realizé una dilucion
en 13 tubos (Libre de ARNasas) con agua libre de nucleasas de las 13 muestras
previamente descongeladas en hielo, con el fin de obtener una solucién de 30ul por
muestra a una concentracién de 15 ng/pl de ARN. Las muestras diluidas fueron
dejadas en hielo. Posteriormente los reactivos del kit de transcripcion reversa se

descongelaron en hielo y se preparo en un tubo Eppendorf de 1,5ml el Master Mix
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de Transcripcion reversa al 2X pipeteando 76ul de RT Buffer al 10X, 30,4 ul de dNTP
Mix al 25X (100mM), 76 ul de Primers aleatorios para RT al 10X, 38 pl de enzima
de transcripcion reversa “MultiScribe™” (Applied Biosystems, USA) y 159,6 pl de
agua libre de nucleasas para obtener un total de 380 pl de Master Mix 2X. Luego se
pipeteo 30pl de Master Mix 2X en cada uno de los 13 tubos PCR libre de ARNasas
previamente rotulados con el niumero de muestra. Después se colocaron los 30ul
de cada muestra diluida en los tubos de PCR con Master mix 2X correspondientes.
para luego colocar los tubos en el termociclador (Axygen® MaxyGene Il, USA) el
cual fue configurado con un primer ciclo a 25°C por 10 minutos, el segundo ciclo a
37°C por 120 minutos, el tercer ciclo a 85°C por 4 minutos y finalmente un ciclo a
4°C hasta que sean retirados, ademas se configuré el volumen final por tubo de
PCR a 60pl.

Finalmente se realiz6 una verificacion de la eficiencia de la transcripcion reversa a
través de la cuantificacion de 1ul de cada muestra de ADN complementario (ADNCc)
en el espectrofotometro “NanoDrop” (ThermoFisher Scientific, USA) evaluando la
absorbancia a 260 um y el coeficiente 260/280 y se guardaron las muestras de
ADNCc en el refrigerador a -20° C.

VI. PCR en tiempo real (RT-gPCR):

El RT-gPCR se llevé a cabo en el termociclador (StepOnePlus; Applied
Biosystems, USA). Los primers TagMan correspondientes a los genes de interés a
identificar, se descongelaron en hielo (Tabla 3). En 3 tubos Eppendorf de 1,5 mi
(Libre de Rnasas) se prepar6 una solucion con 280 ul de Master Mix para PCR
Universal TagMan, 28 pl de primer TagMan especifico para el gen de interés y 196ul
de agua libre de nucleasas. Luego en una placa de 96 pocillos se organizaron las
muestras del tejido gingival de ratones con ligadura y sin ella. Dentro de estas, en
26 pocillos fueron colocados 18ul de la solucion PCR Master Mix del gen de interés.
Debido a que el proceso de amplificacién se realizé con duplicados de cada una de
las 13 muestras, 24 pocillos fueron utilizados para este procedimiento y 2 fueron

usados como control de la solucion PCR Master Mix, Luego se colocaron 2l de
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ADNCc de cada una de las muestras en cada uno de los pocillos con PCR Master
Mix. Después la placa de 96 pocillos fue sellada con una membrana adhesiva libres
de DNasa, RNasas e inhibidores de PCR para en consiguiente hacer un Spin de 30
segundos a 10.000 xg en la microcentrifuga (ThermoFisher Scientific, USA) con
rotor para placa de 96 pocillos con el fin de eliminar burbujas. Finalmente se coloco
la placa en el termociclador para qPCR, el cual fue configurado para correr con una
curva estandar y con el método de sondas TagMan. Las reacciones de amplificacion
se llevaron a cabo de la siguiente manera: Primero el paso de desnaturalizacion a
95°C durante 3 minutos, seguido de 40 ciclos a 95°C durante 3 segundos y a 60°C

por 30 segundos. La muestra se normalizé utilizando el gen Hprt como control.

Tabla 1 — Primers TagMan (Ensayos de expresion génica TagMan,

Applied Biosystems).

Gen Objetivo ID de ensayo Longitud del amplicén
IL11 Mm00434162_m1l 130
127 Mm00461162 m1 55
Osm MmO01193966_m1 82
VII.  Anélisis Estadistico:

Para el analisis de la expresion génica se utilizé el método de cuantificacion relativa
2-8ACT en donde se utilizé el gen Hprt como gen de expresion constitutiva o
“housekeeping” para normalizar los datos obtenidos de los tejidos ligados y no
ligados. En base al método 2-24CT se realizé un analisis estadistico comparativo para
determinar si hubo variaciones significativas entre los niveles de expresion de IL11,
IL27 y OSM entre salud gingival y periodontitis experimental. Adicionalmente se
utilizé la formula 2-2CT para determinar la expresién génica total en tejidos gingivales
ligados y no ligados (Schmittgen y Livak, 2008). La distribucion de los datos se
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determind por la prueba Shapiro-Wilk. Para datos con distribucion paramétrica, se
utilizé la prueba t de Student con correccion de Welch la comparaciéon de los
resultados entre el grupo con periodontitis experimental y el control se realizé
utilizando la prueba t de Student con correccion de Welch, mientras que para los
datos no paramétricos se utilizé las prueba de Mann-Whitney.

Para comparar todos los genes en conjunto para él grupo con PIL y tejidos sanos

no ligados se utilizo la prueba de Kruskal-Wallis.

Para detectar una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos de
animales experimentales y lograr una potencia estadistica del 80% y una seguridad
del 95%, se utilizé un tamafio de muestra de al menos 6 ratones por grupo. Los
animales utilizados son singénicos y consideramos que la eficacia de la PIL es
cercana al 100%. El tamafio de la muestra se calcul6 con el método propuesto por
Charan y Kanthariaen en 2013, realizando el ajuste recomendado (Charan y
Kanthariaen, 2013). Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas
si el valor de p<0,05. Los datos se analizaron utilizando el software Prism 9

(GraphPad Software, Inc).
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5. RESULTADOS

I. Expresion génicarelativa de l111

Primero, evaluamos la expresion génica relativa (veces de cambio) de 111 mediante
un analisis cuantitativo con el método 2-22CT entre las muestras no ligadas y ligadas.
Como se observa en el grafico 1, las muestras de tejido ligado (representada en la
barra de color rojo), presentaron un aumento estadisticamente significativo en la
expresion génica relativa de 1111 la cual fue aproximadamente 3 veces mayor

comparada con las 6 muestras de tejidos no ligados.

i

Veces de cambio

Grafico 1: Aumento en la expresion de Il11 en periodontitis inducida por ligadura. El RT-PCR
en tiempo real muestra que la expresion de 1111 aumenta significativamente en los tejidos ligados.
La expresiéon de ARNm se normalizé con el gen housekeeping Hprt. Las barras representan el
promedio de los niveles relativos de expresion génica y las lineas verticales el error estandar de 6
muestras del grupo ligado en comparacién a las 6 muestras del grupo no ligado. Diferencias
significativas ** (p < 0,01) respecto al grupo control.
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Il. Expresion génica relativa de 1127

Adicionalmente, evaluamos la expresion génica relativa de 1127 mediante el método
2-2ACT para observar los cambios de expresion génica relativa entre las muestras no
ligadas y ligadas. Como se observa en el grafico las muestras de tejido ligado
(representada en la barra de color rojo), no presenté diferencias significativas en la

expresion génica relativa de 1127 respecto a los tejidos sanos.

1127

Veces de cambio
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Grafico 2 Disminucion en la expresion de 1127 en periodontitis inducida por ligadura. El RT-
PCR en tiempo real muestra que la expresion de 1127 no muestra una diferencia significativa en los
tejidos ligados en comparacion con las muestras no ligadas. La expresién de ARNm se normalizé
con el gen housekeeping Hprt. Las barras representan el promedio de los niveles relativos de
expresion génica y las lineas verticales el error estandar de 6 muestras del grupo ligado en
comparacion a las 6 muestras del grupo no ligado.
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lll. Expresion génica relativa de Osm

Por otro lado, evaluamos la expresion génica relativa (veces de cambio) de Osm
mediante un analisis cuantitativo con el método 2-2ACT entre las muestras no ligadas
y ligadas. Como se observa en el grafico 3, las muestras de tejido ligado
(representada en la barra de color rojo), presentaron un aumento estadisticamente
significativo en la expresion génica relativa de Osm la cual fue aproximadamente

2.5 veces mayor comparada con las 6 muestras de tejidos no ligados.
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Grafico 3: Aumento en la expresion de Osm en periodontitis inducida por ligadura. EIl RT-PCR
en tiempo real muestra que la expresion de Osm aumenta significativamente en los tejidos ligados.
La expresiébn de ARNm se normalizé con el gen housekeeping Hprt. Las barras representan el
promedio de los niveles relativos de expresidén génica y las lineas verticales el error estandar de 6
muestras del grupo ligado en comparaciéon a las 6 muestras del grupo no ligado. Diferencias
significativas * (p < 0,05) respecto al grupo no ligado.
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IV. Comparativa de expresion génica en tejidos gingivales no

ligados

Paralelamente realizamos un andlisis comparativo de la expresion génica de todos
los genes dependientes de STAT3 en las 6 muestras de tejidos gingivales no
ligados, para determinar cudl era la diferencia de expresién entre cada uno de ellos.
Para esto utilizamos los datos obtenidos por RT-PCR en tiempo real y
determinamos la expresion génica mediante la comparacion de la expresion
normalizada con el gen housekeeping Hprt mediante la férmula 22T, Como se
observa en el grafico 4 cada una de las barras identificadas con el color verde
representa el promedio de la expresion génica de todos los genes de interés.
Mediante este analisis, determinamos que Osm fue el gen que mas se expreso en
muestras de tejido no ligado, presentando una diferencia significativa respecto a
todos los genes de expresados. Adicionalmente observamos que Il11 fue el gen con
menor expresion génica comparado a las citoquinas dependientes de GP130 en
tejidos gingivales no ligados, presentando una diferencia significativa con el resto

de los genes.
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Grafico 4: Comparacion de la expresion génica de 1111, 1127 y OSM en tejidos gingivales no
ligados. La expresion de ARNm se normalizé con el gen housekeeping Hprt. Las barras representan
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el promedio de los niveles de expresion génica y las lineas verticales el error estandar de 6 muestras
por grupo de genes. Diferencias significativas * (p<0,05), **** (p<0,0001).

V. Comparativa de expresion génica en periodontitis inducida por

ligadura

Finalmente realizamos un analisis comparativo de la expresion génica de todos los
genes dependientes de STAT3 en las 6 muestras de tejidos gingivales ligados y se
determind la diferencia de expresion entre cada uno de nuestros genes de interés.
Para este estudio de expresion génica los datos obtenidos por RT-PCR en tiempo
real se cuantificaron mediante la férmula 2-2€T. Como se observa en el grafico 5
cada una de las barras identificadas con el color rojo representa el promedio de la
expresion génica de todos los genes dependientes de STAT3 en tejidos gingivales
de muestras ligadas. Determinamos que Osm fue el gen que mas se expresé en
periodontitis experimental presentando una diferencia significativa respecto a todas
las citoquinas con actividad proinflamatoria. Mientras que, el gen 1127 presento los
menores niveles de expresion, presentando diferencias estadisticamente

significativas con el resto de los genes.
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Grafico 5: Comparacion de la expresion génica de I111, 1127 y Osm en tejidos gingivales con
periodontitis inducida por ligadura. La expresién de ARNm se normalizé con el gen housekeeping
Hprt. Las barras representan el promedio de los niveles de expresién génica y las lineas verticales
el error estandar de 6 muestras por grupo de genes. Diferencias significativas * (p<0,05), ***
(p<0,001).

6. DISCUSION
En la actualidad se han logrado grandes avances en el conocimiento de la
patogénesis de la periodontitis gracias investigaciones realizadas en modelos
experimentales, las cuales se han enfocado en conocer los mecanismos que
participan en la respuesta inmune a nivel periodontal, modulando progresion de esta
enfermedad(Dutzan et al., 2016; Hajishengallis, 2015). En el presente estudio,
hemos evaluado la expresion génica de 3 citoquinas en el tejido gingival durante
PIL y tejidos sanos. Estas citoquinas al unirse a su receptor activan cascadas de
sefializacion que llevan a la fosforilacion de STAT3. Al analizar los datos obtenidos
determinamos que los genes de interés II11 y Osm presentaron un aumento
significativo en la expresion génica relativa en PIL en comparacion con las muestras
no ligadas. Mientras que, por otro lado, observamos que el gen de interés 1127
presentd una disminucion no significativa en PIL, en comparacion con muestras no
ligadas. Estos resultados indican que durante los procesos de destruccion de tejidos
periodontales se expresan citoquinas que activan a STAT3, reforzando las
observaciones de nuestro grupo de estudio que han demostrado mayor fosforilacion
de STAT3 durante nuestro modelo de periodontitis experimental en comparacion

con los tejidos sanos.

Estudios recientes han indagado acerca de la participacion de STAT3 como una
molécula moduladora de la respuesta inmune en los tejidos periodontales, a traves
de la induccion de genes (Durant et al., 2010). Especificamente, el incremento en la
activacion de STAT3 y la gran cantidad de citoquinas proinflamatorias como IL6,
qgue utilizan este receptor para su sefializacién, permitiria la diferenciacion de los
linfocitos Th17 y con esto la produccion y liberacion de citoquinas efectoras como
IL17A, potenciando reacciones inflamatorias y favoreciendo la progresion de la

25



enfermedad periodontal. De esta forma, se hace pertinente el estudio de aquellas
citoquinas pertenecientes a la familia de IL6 con el objetivo de evaluar si estas
citoquinas poseen propiedades similares a IL6 y si son capaces de generar un
aumento en mediadores proinflamatorios y en la modulacién y progresion de la

periodontitis.

I. Aumento de la expresion génica relativa de I111 en periodontitis

inducida por ligadura

Al realizar una revisidbn a la literatura actual disponible, nuestros resultados
obtenidos respecto a Il11 son asociables con resultados obtenidos en otras
investigaciones. Especificamente, en el afio 1995 Suda y colaboradores ya
categorizaban a IL11 como uno de los factores locales en la diferenciacion de
osteoclastos, células que estan implicadas en la resorcion 6sea y, por ende, en la
progresion de la periodontitis(Suda et al.,, 1995). Asimismo, Johnson vy
colaboradores el afio 2004 observaron en tejido gingival un humano un aumento en
los niveles de IL11 en tejidos gingivales inflamados al compararlos con tejidos
gingivales sanos (Johnson et al., 2004). Adicionalmente un estudio realizado por
Becerik y colaboradores el afio 2012 evalu6 a 80 individuos y observaron que
aguellos pacientes con periodontitis tenian mayores niveles, no solo de IL11, sino
gue también de OSM (Becerik et al., 2012).

En contraparte, estudios tales como los realizados por Martuscelli y colaboradores
el afio 2000, Yucel el afio 2008 y Shaker el afio 2012 identificaron a IL11 como una
citoquina con mayor presencia en salud en comparacibn con
periodontitis(Martuscelli et al., 2000; Shaker & Ghallab, 2012b; Yucel et al., 2008),
sin embargo, los estudios de Martusceilliy Shaker no evaluaron niveles de IL11 en
gingivitis. Yucel en cambio si realizé una evaluacion de esto ultimo, ya que evalu6
niveles de IL11 en fluido gingival crevicular humano, tanto en salud como en
gingivitis y periodontitis. Sus resultados si bien indicaron que en salud existe mayor
concentracion de IL11 que en periodontitis, también observo que en gingivitis es

cuando los niveles de concentracion de IL11 son mayores. Esto nos podria indicar
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que IL11 podria estar relacionada a procesos inflamatorios que no impliquen la
destruccion de los tejidos de soporte del diente, lo cual es la principal diferencia
entre la gingivitis y la periodontitis. Por lo tanto, a medida que la enfermedad
periodontal progresa, sus niveles se verian disminuidos. Futuras investigaciones
podrian orientar su estudio en este campo y evaluar los niveles de esta interleuquina

tanto en gingivitis como en periodontitis.

Al realizar una comparacion entre nuestros resultados obtenidos con la bibliografia
disponible, observamos que existe una variedad de resultados respecto al rol de
IL11, en el cual algunos autores la describen como una citoquina con caracteristicas
proinflamatorias, mientras otros estudios la describen como una interleuquina
antiinflamatoria. Respecto a esto, nuestros resultados arrojan que existe un
aumento de 1l111 en nuestro modelo de PIL, sin embargo, observamos algunos
estudios en los cuales los niveles de IL11 fueron menores en periodontitis que en
salud. Es importante recalcar que estos estudios fueron realizados en humanos. Por
consiguiente, es necesaria la realizacion de mas estudios e investigaciones acerca
de esta interleuquina, con el objetivo de poder comprender su rol en la patogénesis
de la inflamacion periodontal. Adicionalmente, nuestro estudio fue realizado en un
modelo experimental murino, futuras investigaciones en tejido humano son
necesarias para poder realizar un acercamiento mas certero al funcionamiento de

esta interleuquina en periodontitis

Al evaluar nuestra hipotesis, podemos observar que contrario a lo esperado, existe
un aumento de II11 en periodontitis, esto se debe a que, si bien existen estudios
gue observan una disminucién de IL11 en periodontitis, la bibliografia mas
actualizada sugiere que IL11 es una interleuquina implicada en procesos
proinflamatorios tales como la periodontitis, por lo cual sus niveles en enfermedad

son mayores a sus niveles en salud.

Il. Expresion génica relativa de 1127 en periodontitis inducida por

ligadura
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Respecto a 1127, existe evidencia limitada respecto a su funcion en el proceso de
inflamacion en enfermedad periodontal. Ho y colaboradores realizaron un estudio el
afio 2021 en el cual observaron que IL27 poseia niveles reducidos a niveles local y
sistémico en pacientes con periodontitis(Ho et al., 2021). Por otro lado, Hasokawa
y colaboradores el 2019 investigaron la funcién de IL27 y observaron que IL27
podria estar involucrado en la reduccién de migracion celular de neutrofilos y
linfocitos TH17, lo cual reduciria la inflamacion periodontal, sin embargo, sus
resultados no son concluyentes(l. Hosokawa et al., 2019). Por otro lado, Babaloo y
colaboradores el afio 2018 realizaron un estudio en el cual evaluaron los niveles de
IL27 antes y después de realizar tratamiento periodontal. Observaron que, ya fuese
realizando un tratamiento en una sesion o realizandolo por cuadrantes se
observaban niveles aumentados de IL27 posterior al tratamiento(Babaloo et al.,
2018). Estos estudios se correlacionan de manera positiva con los resultados
obtenidos en nuestra tesis, ya que se observa una tendencia a la disminucion de

IL27 en PIL al compararse con tejido gingival sano.

Estos estudios se relacionan con otros realizados de IL27, pero en ambitos no
odontoldgicos. Al respecto, estudios realizados por Sasaoka y colaboradores el afio
2010 y MClean y colaboradores el afio 2017 evidencian a IL27 como un factor
atenuante en colitis experimental (McLean et al., 2017; Sasaoka et al., 2011). Por
otro lado, Niedbala y colaboradores el afio 2008 investigaron el rol de IL27 en la
artritis inducida por coldgeno y observaron que su administracion a corto plazo
reducia la severidad de la enfermedad al compararse con grupos control, por lo cual
se podria estudiar como un agente terapéutico contra artritis reumatoide(Niedbala
et al., 2008).

Al realizar una comparacion de nuestros resultados con los resultados disponibles
en la literatura, encontramos una relacién entre ellos, ya que ambos proponen a
IL27 como un posible mediador antiinflamatorio, con caracteristicas protectoras ante

la periodontitis.

Con respecto a la hip6tesis planteada respecto a esta interleuquina, observamos
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que 1127 no presenta cambios significativos en su expresion PIL

lll.  Aumento de la expresion génica relativa de Osm en periodontitis
inducida por ligadura

Respecto a Osm, diversos autores han estudiado y evidenciado su rol en la
progresion de la periodontitis. Pradeep y colaboradores en el afio 2010 observaron
en sus estudios que los niveles de OSM eran indetectables a nivel de salud oral,
mientras que aumentaban en pacientes con periodontitis a los cuales se les realizd
tratamiento periodontal y alcanzaban sus mayores niveles en pacientes con
periodontitis sin tratamiento(Pradeep et al., 2010). Esto nos podria indicar una
relacion directa entre los niveles de OSM vy la severidad de la enfermedad
periodontal. En relacibn con esto Ultimo, un estudio realizado por Tsai Yy
colaboradores realiz6 una investigacion de OSM en lesiones periapicales, en el cual
se observd que esta citoquina estaba expresada en el 93.3% de las células
inflamatorias, en comparacion a un 53.3% en células epiteliales. Ademas,
observaron que los niveles de OSM eran significativamente mayores en lesiones
periapicales epitelializadas con altos niveles de infiltrado inflamatorio(Tsai et al.,
2008). Esto nos permite concluir que OSM es una interleuquina asociada a
inflamacion, donde ademas la cronicidad de la inflamacion aumenta sus niveles, lo
cual podriamos asociar con la periodontitis, ya que esta se caracteriza por ser una
enfermedad inflamatoria crénica.

Por otra parte, Thorat y colaboradores obtuvieron resultados similares, donde
observaron que grupo con mayores niveles de OSM era aquel con periodontitis
cronica sin tratamiento(Thorat et al., 2010). Por otro lado, Lin y colaboradores en el
afio 2005 ya observaban una relacién entre los niveles de OSM en fluido crevicular
gingival humano y la severidad de la enfermedad periodontal(Lin et al., 2005).
Finalmente, un estudio reciente realizado el afio 2020 por Jones y colaboradores
observo que el patobionte Treponema denticola (T. denticola) aumenta la expresion

y posterior liberacion de OSM tanto en neutréfilos como en macréfagos(M. M. Jones
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et al., 2020). Este resultado es muy interesante ya que nos muestra una via directa
en la cual se expresa esta interleuquina, la cual podria tener una posible implicancia
clinica al nosotros poder medir los niveles de T. denticola para evaluar de esta forma
la presencia de OSM.

Al comparar la bibliografia asociada con nuestros resultados, podemos observar
una similitud entre estos, debido a que observamos un aumento de Osm en nuestro

modelo de periodontitis experimental.

Con respecto a nuestra hipotesis podemos observar que, de acuerdo con lo
esperado Osm presenta un aumento de su expresion en PIL, validando asi la

hipoétesis propuesta.

Es importante recalcar que todas las citoquinas estudiadas en esta tesis pertenecen
a la familia de IL6. En la actualidad, un reciente estudio realizado por Hu y
colaboradores el afio 2021, en el cual utilizaron una molécula inhibidora de STAT3
fosforilado (p-STAT3) determinaron que el grupo tratado present6 una disminucion
significativa en la expresion génica de 116 en células mononucleares periféricas
comparado con él grupo ligado no tratado. Este estudio demostro que la PIL genera
un aumento de 116 que puede verse aliviado gracias a la inhibicion de p-STAT3(Hu
et al., 2021). Esto ultimo es muy interesante ya que futuras investigaciones podrian
abordar a la familia de IL6 respecto a la activacion del complejo JAK/STAT v,
especificamente a STAT3, mientras que por otro lado la inhibicion de pSTAT3
reduce la expresion génica de IL6, generandose una retroalimentacion positiva entre
ambas partes. Esto ultimo debe ser mayormente documentado en esta y otras
interleuquinas tales como las pertenecientes a la familia de IL6 con el fin de entender
de mejor manera la regulacion de este sistema JAK/STAT.

Finalmente, es muy importante continuar con el estudio de las citoquinas que
modulan la via STAT3, con el objetivo de comprender de mejor manera la
patogénesis y progresion de la enfermedad periodontal
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7. CONCLUSIONES

En nuestra investigacion, se realiz6 el andlisis de los genes de actividad
proinflamatoria (1111 y Osm) e inhibitoria (1127) moduladores de STAT3 en tejidos
gingivales de ratones obtenidos en un modelo de PIL. Los resultados obtenidos en
esta tesis mostraron un aumento significativo de todos los genes evaluados con
actividad proinflamatoria y una disminucién de los genes de actividad inhibitoria en
este modelo de periodontitis experimental. Ademas, al realizar el andlisis
comparativo de expresion génica determinamos que Osm fue el gen que mas se
expreso en los tejidos gingivales tanto sanos como enfermos. También observamos
que 1127 fue el gen que menor expresion presento tanto en tejidos gingivales sanos
como enfermos, y que fue también la Unica citoquina que redujo su expresion (de
manera no significativa) en PIL.

Por lo tanto, nuestros datos concluyen que los genes que codifican para las
citoquinas IL11 y OSM se encuentran sobreexpresados en PIL en comparacion con

tejidos gingivales no ligados.
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