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Resumen

Objetivo: Los granulomas periapicales (GPs) son lesiones de naturaleza
infecciosa de origen pulpar caracterizados por la destruccién de los tejidos
perirradiculares, en particular del hueso alveolar periapical. El fenotipo linfocitario
efector Th17 se ha asociado a los fenOmenos osteodestructivos en diversas
patologias infecciosas y se ha establecido que la citoquina interleuquina-21 (IL-21)
cumple un rol central en la diferenciacion selectiva de esta poblacion celular. El
objetivo del presente trabajo es analizar la expresion de IL-21 en los GPs y asociar
Su presencia a la patogenia de la enfermedad.

Método: Se obtuvieron de 15 lesiones con el diagnostico clinico y
radiografico de GP durante la extraccion de dientes con indicacion de exodoncia.
En 10 lesiones se analizaron los niveles de expresion del ARN mensajero de IL-21
mediante la técnica de PCR y en 5 lesiones se analizé la expresion tisular de 1L-21
mediante la técnica de inmunohistoquimica. Se utilizaron Linfocitos T de la linea
celular Jurkat como control de la expresion de ARN mensajero de IL-21 y biopsias
de ligamento periapical sano y de amigdala como control negativo y positivo,
respectivamente, de la expresion tisular de 1L-21.

Resultados: Se detectaron niveles de expresion de IL-21 similares a los
detectados en los linfocitos T Jurkat activos en los GPs y estos niveles se asociaron
a la actividad de linfocitos, macréfagos y neutrdfilos del infiltrado inflamatorio tisular.

Conclusiones: En los GPs, IL-21 participaria en los eventos
etiopatogénicos de la enfermedad al ser secretados por los linfocitos, macrofagos

y neutrdfilos infiltrantes titulares.



Marco Teorico
Generalidades de los granulomas periapicales

Los granulomas periapicales (GPs) son lesiones perirradiculares de
naturaleza inflamatoria y etiologia infecciosa que afectan a los tejidos que rodean
al apice dentario: hueso alveolar, cemento radicular y ligamento periodontal [1].
Los signos patologicos tempranos corresponden a una inflamacion aguda del
ligamento periodontal apical, que se manifiesta clinicamente con dolor agudo,
sensacion de elongacién dentaria y dolor a la presién en la oclusién y la
masticacion [2]. Durante la cronicidad, la sintomatologia disminuye y generalmente
las lesiones son diagnosticadas como hallazgo al examen radiografico o durante la
extraccion dentaria [3].

Durante el desarrollo de los GPs, la respuesta inmuno-inflamatoria del
hospedero puede inducir la proliferaciéon de los restos epiteliales de Malassez,
determinando el desarrollo de un quiste radicular inflamatorio (QRI). En efecto, el
20% de los GPs se asocian a un QRI [4]. Clinicamente, estas lesiones se
diagnostican como periodontitis apical crénica (PAC), las que pueden ser
sintométicas si estas se abscedan o asintomaticas. LA PAC se considera en la
actualidad como una de las causas mas importantes de pérdida dentaria en
adultos [5].

La flora bacteriana que coloniza la pulpa dental estd constituida
principalmente por bacterias anaerobias [6]. Los microorganismos poseen
variadas puertas de entrada al territorio pulpar, siendo la caries la via mas coman.
Durante la infeccién, los microorganismos invaden los tejidos perirradiculares e
inducen una respuesta inmuno-inflamatoria en el hospedero [6]. Esta respuesta
implica una serie de eventos celulares y moleculares altamente especializados y
coordinados que se despliegan para proteger al hospedero de la infeccion; sin
embargo, determinan finalmente la destruccion tisular caracteristica de la
enfermedad [1].

El GP esta formado por tejido de granulacion circunscrito por una capsula
fibrosa y compuesto por tejido conectivo vascular, células inflamatorias, cristales
de colesterol y ocasionalmente cordones de epitelio proliferante derivados de los

restos de Malassez [7]; mientras que un QRI corresponde a una cavidad
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patoldgica, delimitada por epitelio plano pluriestratificado no queratinizado y una
capsula conjuntiva inflamada [7]. Estas caracteristicas se determinan a través del
andlisis histopatologico.

Generalidades de la respuestainmune
La respuesta inmune protege al hospedero de las infecciones por

microorganismos patdgenos, induciendo una respuesta ante sus antigenos que
permite controlarlos y eliminarlos [8]. Desde el punto de vista fisiolégico, la
respuesta inmune puede dividirse en dos mecanismos de accion. En primer lugar
se despliega la respuesta inmune innata, durante la cual las bacterias son
reconocidas y fagocitadas, se secreta un rango amplio de citoquinas y
quimioquinas y se induce el reclutamiento de neutréfilos y macrofagos al sitio de la
infeccion consolidandose la respuesta inflamatoria [5, 8, 9]. Ante el no control de la
infeccion por parte de la respuesta innata se despliega la respuesta inmune
adquirida e involucra la activacion de los linfocitos T que definen el curso de la
enfermedad [10].

Durante la patogenia de los GPs, se establece inicialmente una respuesta
inflamatoria aguda caracterizada por un predominio de células propias de la
respuesta inmune innata, tales como polimorfonucleres neutréfilos y macréfagos.
Durante la cronicidad, se consolida una respuesta inmune adquirida observandose
principalmente macrofagos, linfocitos B y T, y en menor cantidad neutrofilos y
células plasmaticas [2]. En este contexto, los linfocitos T CD4" desempefian un rol
fundamental mediando la respuesta inmune innata y adquirida y, en asociacion
con los macréfagos, secretando citoquinas, mediadores pro-inflamatorios vy
factores osteoactivos que producen la destruccion de los tejidos periapicales [1].

Linfocitos TCD4+
La activaciéon de los linfocitos T CD4" efectores se inicia durante la

presentacion antigénica, la que es mediada por las células presentadoras de
antigeno (CPA) y esta determinada por: (1) la estimulacion del receptor de célula T
(TCR, del inglés: T-cell receptor) por el antigeno presentado, (2) la sefializacion
inducida por moléculas co-estimuladoras y (3) el patron de citoquinas
predominante en el territorio anatomico donde se produce esta interaccion

celular[11]. Una vez activados, los linfocitos T proliferan y adquieren la
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potencialidad de diferenciarse en distintos fenotipos efectores, cada uno
caracterizado por la sintesis de un patrén de citoquinas fenotipo-especifico,
denominados: linfocito T colaborador tipo-1 (Th1, del inglés: helper-1), Th2, Thl7y
T regulador (Treg) (Figura 1) [12, 13].

IL-23

Figura 1. Diferenciacion y funcion de los linfocitos Thl, Th2 y Th17. Una vez activado el TCR, los
linfocitos T naive se pueden diferenciar a células Thl en presencia de IL-12 o0 Th2 en presencia de
IL-4. IL-12 induce la secrecion de IFN-y mediada por STAT4 (del inglés: signal transducers and
activators of trancription) e IFN-y estimula la via STAT1 y la expresion de T-bet determinando el
fenotipo Thl. Por otro lado, IL-4 activa STAT6 e induce la expresion de GATA3 que determina la
diferenciacion hacia el fenotipo Th2. El fenotipo Th17 se desarrolla en respuesta a IL-6, TGF- e
IL-23 a través de la activacién de STAT3 y Smads y la expresion de RORC2. Adicionalmente, IFN-
y e IL-4 inhiben la diferenciacion del fenotipo Th17, asi como, TGF-B inhibe la diferenciacion de los
fenotipos Thly Th2.

Los linfocitos Thl se diferencian en respuesta a IL-12 [9] y producto de la
activacion del factor de transcripcion T-bet, gen regulador central de este fenotipo
linfocitario [8]. Los linfocitos Thl secretan IL-2, IL-12, Interferon-y (INF-y), TNF-a
(del inglés: Tumoral Necrosis Factor — a) y TNF-B y participan en el control y

eliminacién de patogenos intracelulares [8, 9].
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La diferenciacion al fenotipo Th2 esta determinada por IL-4, que media la
activacion el factor de transcripcion regulador central GATAS. Los linfocitos Th2 se
caracterizan por la secrecion de IL-4, IL-5 e IL-13 [9], las que activan a los
linfocitos B e inducen una respuesta mediada por anticuerpos que permite
erradicar patdgenos extracelulares e infecciones provocadas por parasitos [6, 9].

La diferenciacion de los linfocitos del fenotipo Th17 esta controlada por el
factor de transcripcion RORC2 (del inglés: transcription factor regulator of orphan
nuclear receptor C2) [14] y est4 determinada por la sefalizacion por TGF-81 (del
inglés: Transforming Growth Factor beta 1) e IL-6 en una fase inicial de
diferenciacion e IL-23 en una fase tardia de proliferacion celular [13, 15]. TGF-f3 es
una citoquina que induce también la diferenciacion de los linfocitos Treg, mediante
la activacion del factor de transcripcion Foxp3 [13]. De esta forma, los linfocitos
Th1l7 y Treg son inducidos por TGF-B, aunque lo hacen en forma mutuamente
excluyente, dado que en presencia de IL-6 se induce el fenotipo Thl7 y en
ausencia de IL-6 el fenotipo Treg [9] (Figura 2). En efecto, ratones knot out para
el gen de IL-6 no desarrollan linfocitos Thl7, sino que un incremento en la
poblacién de linfocitos Treg [9]. Los linfocitos Treg juegan un rol central en la
mantencion de la autotolerancia (al reconocer antigenos propios y evitar la
autoinmunidad) y en la regulacion de la respuesta inmune [13].

La funcionalidad de los linfocitos Th17 involucra la sintesis IL-6, IL-17, IL-21,
IL-22, IL-23, TNF-a, GM-CSF (del inglés: Granulocyte Macrophage Colony
Stimulating Factor) y el factor osteo-destructivo denominado ligando del receptor
activador del Factor Nuclear kB (RANKL, del inglés: Receptor Activator for Nuclear
Factor k B Ligand), este ultimo directamente asociado a los fendmenos de
diferenciacion y activacion de los osteoclastos y a la reabsorcion 6sea patoldgica
[1].

Se ha postulado que la patogenia de los granulomas periapicales involucra
una respuesta predominante de linfocitos Thl determinante del proceso
inflamatorio [3, 16] y de linfocitos Th17 responsables de los eventos inflamatorios y

osteodestructivos mediados por RANKL [1].
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Figura 2. Diferenciacion y funcion de
los linfocitos Thl7 y T reguladores
(Treg). Durante la presentacion
antigénica la induccion del factor de
transcripcion Foxp3 en los linfocitos
T activados define la diferenciacion
de las células Treg y la induccion de
RORC?2 define la diferenciacion de
las células Th17. TGF-B es esencial
para la induccién de la expresion de
ambos factores de transcripcion. Se
han descrito vias de diferenciacion
reciprocas para Thl7 y Treg, en las
cuales IL-6 presente en las primeras
etapas de la respuesta inflamatoria
juega un rol esencial. Se ha
postulado que la presencia IL-21
cumpliria un papel similar a IL-6,
definiendo la diferenciacion selectiva
de un fenotipo linfocitario efector tipo
Th17 en vez de uno Treg.

Linfocitos Th17 y RANKL
La homeostasia del hueso esta definida por el balance dinamico entre la

actividad de los osteoblastos, responsables de la formacién de hueso, y de los
osteoclastos, responsables de la reabsorcion de hueso [1]. Este acoplamiento
celular esta controlado por varios mecanismos, tal como el sistema endocrino y el
metabolismo del calcio y el fosforo, y esta influenciado por el sistema inmune, a
través de las citoquinas osteoactivas [17]. Numerosas citoquinas tienen la
potencialidad de estimular la reabsorcion de hueso (IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-11, IL-15,
IL-17 y TNF-a), mientras que otras la inhiben (IL-4, IL-10, IL-13 e IL-18) [8]. Las
citoquinas pro-reabsortivas inducen la actividad de los osteoclastos mediante la
induccion de los mediadores clave determinantes de la reabsocion de hueso, tanto
en forma fisiologica como patoldgica, denominados: receptor RANK, su ligando
RANKL vy el receptor-bloqueador osteoprogeterina (OPG) [1]. Cuando RANKL se
une a su receptor especifico RANK (expresado en los precursores osteoclasticos
y/lo en los osteoclastos maduros) se induce la diferenciacion, maduracion,
activacion e inhibiciébn de la apoptosis de los osteoclastos y la concomitante

reabsorcion de hueso (Figura 3) [1].
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IL-18, IL-6 y TNF-a ejercen su funcion osteoclastogénica al inducir la
actividad de los linfocitos Th1l7 [1]. Mientras los linfocitos Th2 inhiben la
osteoclastogénesis, las células Thl inducen la actividad de Thl7 y estas
promueven la formacion y actividad de los osteoclastos a través de la produccion
de IL-17 y RANKL [8]. De esta forma, los linfocitos Th17 inducen la reabsorcion
O0sea mediante 2 vias: (1) una via indirecta mediante la sintesis de IL-17, que
estimula la inflamacion local y la sintesis de otras las citoquinas pro-inflamatorias
qgue inducen la expresion de RANKL [11], y (2) una via directa mediante la
secrecion de RANKL (Figura 3) [1]. En granulomas periapicales se ha demostrado
un incremento en la sintesis de RANKL, sugiriendo su asociacion a la pérdida de
hueso en las lesiones periapicales [1]. Existe evidencia que IL-21 estaria
involucrado en forma indirecta la regulaciéon osteoclastica, al ser un factor

regulador del fenotipo Th17 [1].

Infeccion ---------------- -~¥» Inflamacion

— 1PNy -

— L4 <---

Reabsorcion
Osea

Figura 3. Rol de las células Th17 en la induccion de la osteoclastogénesis durante el desarrollo de
enfermedades infecciosas. Durante las primeras etapas del proceso infeccioso, se establece una
respuesta inflamatoria que se caracteriza por la sintesis de citoquinas pro-inflamatorias, tales como
IL-1B y TNF-a. Si la infeccién no es resuelta y el proceso inflamatorio se mantiene, se desarrolla la
respuesta inmune adaptativa en la que bajo condiciones especificas se activan las células Th17,
contribuyendo a la destruccion de hueso al secretar IL-6, IL-17 y RANKL. IL-6 e IL-17 amplifican la
respuesta inflamatoria e inducen la expresién de RANKL en los osteoblastos. De esta forma, los
linfocitos Th17 inducen en forma indirecta la diferenciacion y activaciéon de los osteoclastos. Por
otro lado, las células Th17 contribuyen también directamente a la destruccién de hueso a través de
la sintesis y secrecion directa de RANKL.

™
<________

RANKL
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Interleuquina-21
IL-21 es una citoquina de la familia de citoquinas tipo | que esta

conformadas por 4 hélices tipo a, su peso molecular es de 15,3 kD [9, 18] y esta
codificada en el cromosoma 4 posicién g26-g27 [19].

IL-21 es secretada por linfocitos efectores Thl, Th2 [9] y Thl7 [20, 21],
células NK [22, 23] y linfocitos T foliculares [19, 24]. Se ha establecido que el
fenotipo Th17 produce significativamente mayores niveles de ARN mensajero para
IL-21 en comparacion con los fenotipos Thl y Th2 y estos pueden ser inducidos in
vitro por IL-6 [13].

Las funciones biolégicas de IL-21 involucran la estimulacion de su receptor
especifico denominado IL-21R, cuyo gen se localiza en el cromosoma 16 [25]. IL-
21R es una proteina heterodimérica compuesta por una cadena especifica a y una
cadena yc (CD132), comun con otras ILs e indispensable en el sefialamiento
intracelular [26]. IL-21Ra se ha identificado en los linfocitos T y B, células NK,
células dendriticas, y macrofagos [9, 23] También se ha detectado en células no
inmune, tales como fibroblastos, células epiteliales y endoteliales [22].

En forma similar a las otras citoquinas del tipo I, IL-21 sefializa a través de
la via Jak (del inglés: Janus kinase) [9] (figura 4). En particular, IL-21 activa
especificamente las vias Jak 1 y Jak3 [9], Jakl en unién a IL-21Ra y Jak3 en
union a IL-21Ryc [19]. La sefalizacion via Jak induce la activacién de las vias
STAT1 (del inglés: Signal Transducers and Activators of Trancription-1), STAT3 y
en menor grado y en forma transitoria de STAT4, STAT5y STAT6 [9, 19].

Animales de experimentacibn que sobre-expresan IL-21 desarrollan
infiltrado inflamatorio localizado en diferentes tejidos, compuesto principalmente de
macrofagos y neutrofilos [26]. Se ha postulado que IL-21 no tendria efectos
directos en la funcién de los neutréfilos ya que estos no expresan IL-21Ra; sin
embargo, activaria a macrofagos derivados de monocitos a secretar CXCLS,
potente factor quimiotactico de neutrofilos [9, 26]. En contraste, se ha establecido
que IL-21 actda in vivo tanto en neutréfilos como macréfagos, sugiriendo que
ambos tipos celulares son el blanco efector de la citoquina [26]. Las funciones mas
importantes de IL-21 en la regulacién de algunas poblaciones celulares se ilustra

en la Figura 5.
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Figura 4. Sefializacién intracelular de IL-21/IL-21R. IL-21R forma parte de una familia de receptores
que no posee actividad kinasa. Las 2 cadenas polipeptidicas transmembrana que lo conforman estan
unidas en su dominio intracelular a las proteinas kinasas Jak, Cuando IL-21 se une a su receptor se
produce un cambio conformacional que permite que ambas proteinas Jak se aproximen y se
autofosforilen. La fosforilacién de ambas Jak desencadena la transduccion de la sefal intracelular a
través de la fosforilacion y activacion del factor de transcripcion STAT1 y 3. STAT 1y 3 fosforiladas se

disocian del receptor, forma dimeros y se translocan al nacleo, promoviendo la transcripcion de genes.

Interleuquina-21 vy la diferenciacidn selectiva de los linfocitos Th17
IL-21 induce la expresién de IL-23R en los linfocitos Th17 [9], favoreciendo

la diferenciacion y expansion clonal del fenotipo Th17 mediada por IL-23 [9, 17].
IL-21 e IL-23 estimulan la expresion del factor de transcripcion RORyt [20],
induciendo un feedback positivo para IL-21 y amplificando la respuesta
diferenciadora Th17 [9, 20].

Linfocitos T CD4" purificados de ratones knock out para IL-21 e IL-21R y
estimulados in vitro con IL-6 y TGF-B1 secretaron bajos niveles de IL-17 y no
evidenciaron induccién de IL-23R, indicando las funciones clave de IL-21 tanto en

la induccién temprana del fenotipo Th17 como en la expresion tardia de I1L-23R [9].
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Figura 5: Funcién de IL-21 en células inmunes y no inmunes. La figura ilustra algunos de los efectos

mas relevantes de IL-21 sobre distintas poblaciones celulares.

IL-21 también podria tener un efecto mediador en el reclutamiento de los
linfocitos Th1l7 hacia el sitio de la infeccién [13]. En las células epiteliales
intestinales, IL-21 induce la secrecion de MIP-3a (del inglés: Macrophage
Inflammatory Protein-3a), quimioquina involucrada en la migracion de estos
linfocitos hacia piel, articulacion y mucosas [20].

El antagonismo funcional que posee IL-21 sobre células Treg podria
amplificar las respuestas efectoras, al contrarrestar la actividad de estas células.
Se ha demostrado que IL-21 induce resistencia a la supresion inducida por Treg

en linfocitos T estimulados in vitro [20].
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Existe abundante evidencia cientifica que avala el papel de los linfocitos
Thl en la induccién del dafio tisular, incluso en enfermedades asociadas a
elevados niveles de linfocitos Th17 [13]. IL-21 regularia positivamente la actividad
y expansion de los linfocitos Th1l, induciendo y perpetuando la inflamacién [20].
Estudios que han utilizado modelos de inmunizacién e infeccion en ratones
knock out para IL-21R demostraron que existe un desarrollo normal de linfocitos T
CD4" timicos y periféricos y ante la induccion hacia Thl o Th2 in vitro no se
detectaron diferencias en comparacion a linfocitos obtenidos de ratones sanos,
sugiriendo que IL-21 no es esencial para la diferenciacion de estos fenotipos
efectores [9]. Usando ratones KO para IL-21R infectados por Schisotosoma
mansoni (parasito que induce a la formacion de granulomas), se midieron los
niveles de IL-21 asociado a respuestas con perfil Thl y Th2. Se observo que en
ambos tipos de respuestas habia produccion de IL-21, lo que indicaria que esta
citoquina no es propia de estos fenotipos celulares [13].
IL-21 induce una potente respuesta inmune innata y adquirida,[27]. El dafio
a tejidos dirigido por IL-21 ha sido demostrado en varios érganos, como intestino,
pancreas y cerebro [23]; sin embargo, su papel en la patogenia de los granulomas
periapicales no ha sido completamente dilucidado. Si IL-21 cumple un rol central
en la diferenciacion selectiva del fenotipo linfocitario efector Th17 y los linfocitos
Th1l7 son responsables de la sintesis de RANKL determinante de la reabsorcién
O0sea marginal durante la periodontitis marginal y periradicular en las lesiones
periapicales, es plausible especular que elevados niveles de IL-21 se encuentran

asociados a la patogenia de los granulomas periapicales.
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Hipotesis.
En los granulomas periapicales se detecta la expresion de interleuquina-21
comparado con el tejido periodontal periapical sano y estos mayores niveles se

asocian a linfocitos.

Objetivo General.
Analizar los niveles de interleuquina-21 en granulomas periapicales e

identificar la o las células responsables de su sintesis.

Objetivos Especificos.
- Determinar la expresion de los ARN mensajeros de interleuquina-21 en

granulomas apicales mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR).
- Evaluar la sintesis de interleuquina-21 en granulomas periapicales mediante la

técnica de inmunohistoquimica (IHQ).
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Materiales y Métodos
Tipo de estudio

El presente estudio es de cardcter descriptivo. Cuenta con la aprobacion del
comité de ética y el comité de bioseguridad de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile.

Seleccién de sujetos
Se seleccionaron sujetos que consultaron para ser atendidos en el servicio

de Urgencia Dental del Hospital Barros Luco Trudeau (Servicio de Salud
Metropolitano Occidente) durante los meses de abril y mayo del afio 2010 y que
cumplieron los siguientes criterios de inclusion: Pacientes mayores de 35 afios, no
fumadores, sin afecciones sistémicas que requieran profilaxis antibidtica o que
afecten la condicion periapical, sin antecedentes de terapia de antibiéticos, anti-
inflamatorios esteroidales o no esteroidales durante los 3 meses previos a la
consulta dental y, en caso de ser mujer, no estar embarazada o en tratamiento
anticonceptivo.

En 15 pacientes, a quienes se realiz6 un examen clinico completo y se
determind el diagndstico clinico y radiografico de GP, se procedié a la toma de la
muestra biolégica durante la extraccidn del diente afectado. Los dientes no
respondieron a las pruebas de vitalidad pulpar, evidenciaron una respuesta normal
0 aumentada a la percusion y no mostraron destruccion ésea periapical mayor a 1
cm? al examen radiografico.

Para la obtencion de las muestras biolégicas utilizadas como control
negativo en la técnica de inmunohistoquimica, se seleccionaron 3 sujetos que
consultaron en la Clinica de Cirugia de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile para la extraccion de terceros molares o premolares por
indicacion de ortodoncia y durante el procedimiento quirdrgico correspondiente se
obtuvieron biopsias de ligamento periodontal sano. Para el control positivo de
inmunohistoquimica se utilizd una biopsia de amigdala facilitada por el
departamento de anatomia patolégica de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile. Todos los sujetos fueron informados en detalle de los

procedimientos clinicos a realizar y firmaron en forma voluntaria un consentimiento
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informado aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de Odontologia de la

Universidad de Chile (anexo 1).

Obtencién de las muestras
Luego de realizadas las exodoncias, las muestras biolégicas se separaron

del diente con una cureta periodontal (Hu-Friedy, USA). De un total de 15
muestras obtenidas, 10 de ellas se almacenaron en solucion preservante de RNA
(RNA-Safer®, Omega, IL, USA) y se conservaron a -80°C para su posterior analisis.
Las 5 muestras restantes fueron lavadas con suero fisiolégico y fijadas en solucion
de formalina buffer al 10% a 4°C durante un tiempo maximo de 24 horas. Las
biopsias que contenian tejidos mineralizados (control negativo de ligamento
periodontal sano) fueron descalcificadas inmediatamente después de la fijacion,
utilizando acido etilendiaminotetraacético (EDTA) al 5% (Merck, Alemania) durante

al menos 30 dias y hasta la desmineralizacion total.

Procesamiento de muestras

Reaccion en cadena de polimerasa (PCR)
Las biopsias almacenadas en RNA-Safer® fueron descongeladas vy

procesadas para la obtencién del ARN mensajero citoplasmatico total (ARNm)
utilizando el método guanidinio isotiacianato de acuerdo a las instrucciones del
fabricante (TRIzol® Reagent, Molecular Research Center, Inc, USA). A partir de 1
Mg/uL de ARN total se procedié a la sintesis de la primera cadena de ADN
complementario (ADNc) mediante transcripcion reversa, utilizando el Kit
Transcriptor First Strand cDNA synthesis de acuerdo a las instrucciones del
fabricante (Roche Applied Science, Mannheim, Alemania).

Los niveles de expresion de ARNm de IL-21 fueron analizados mediante la
técnica PCR en un termociclador de 96 pocillos (Fisher Bistec, Australia), a partir
de 50 ng/pL de cDNA, utilizando partidores especificos (Tablal) y siguiendo el
siguiente protocolo de amplificacion: 95°C durante 5 minutos, 40 ciclos de 95°C
durante 1 minuto y 74° durante 5 minutos y una incubacion final a 74°C durante 1
minuto. La amplificacién fue evaluada a mediante electroforesis en gel agarosa
1,5% revelado con GelRed™ (Biotium, CA, USA). Como control de amplificacién

se analizaron los niveles de expresion de la subunidad ribosomal ARNr 18S.
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Como control positivo y negativo de la expresion ARNm de IL-21 se utilizaron
Linfocitos T de la linea celular Jurkat activados y no activados (VI-Cel XR™,
Beckam Coulter, CA, USA) respectivamente.

Tabla 1. Partidores utilizados para la amplificacion de IL-21 y RNAr 18S mediante PCR.

Forward Primer Reverse Primer
IL-21 5’-aggaaaccaccttccacaaa-3" 5’-gaatcacatgaagggcatgtt-3°
18S RNA 5’-ctcaacacgggaaacctcac -3 5°-cgctccaccaactaagaacg-3°

Inmunohistoguimica (IHQ)
Las biopsias fijadas en solucion de formalina fueron sometidas a

procesamiento histoldgico convencional mediante deshidratacion con una
gradiente ascendente de alcoholes y xilol (Merck) e inclusion en parafina
histolégica (Jung-Histowax®, Reichert-Jung Lab., Alemania). Con un micrétomo
manual (E. Leitz, Wetzler, Alemania) se obtuvieron cortes de 4um de espesor, los
gue fueron montados en placas de microscopia silanizadas, en un niamero de 2 por
placa (muestra experimental y control negativo de técnica). Previa desparafinacion
en xilol y rehidratacion con una gradiente descendentes alcoholes (Merck), se
procedié a bloquear la peroxidasa enddgena con una solucion de peroxido de
hidrogeno (Merck) al 3% en metanol por 30 minutos a temperatura ambiente.
Posterior al desecado de las muestras y demarcacién del area de incubacion
usando un lapiz de hidrofobicidad (Dako Pen, Dako, Dinamarca), los cortes se
rehidrataron mediante 3 lavados con tampén fosfato salino (PBS) (Hemagen
Diagnostics INC®, Maryland, USA) durante 5 minutos y se bloguearon con suero
equino (blogueo de la unién inespecifica del anticuerpo secundario) durante 20
minutos a temperatura ambiente (Vectastain ABC kit, Vector Lab., CA, USA).

Las muestras fueron incubadas con un anticuerpo monoclonal primario de
raton anti-IL-21 humano (Biolegend, CA, USA) a una concentracion de 50 pg/uL
en camara humeda a 4°C. Los controles negativos fueron incubados con suero

equino como se ha descrito previamente.
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Luego de al menos 12 horas de incubacion y previo lavado en PBS 3 veces

durante 5 minutos, la inmunorreaccion fue revelada utilizando un kit especifico
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ImMmPACT™ DAB Peroxidase Substrate (Vector Lab.), el cual consiste un
anticuerpo monoclonal secundario anti-ratbn conjugado con biotina vy
estreptavidina conjugada con peroxidasa, de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. La reaccion enzimatica se reveld utilizando el kit Vectastain ABC
(Vector Lab.) durante 2 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, las
muestras se lavaron con PBS, se contratifieron con hematoxilina de Mayer
modificada por Lillie (ScyTek Lab. UTAH, USA) y se montaron con medio
hidrofébico (Flotex®, Lerner Laboratories, Pittsburg, PA, USA). Finalmente, los
cortes fueron examinados con un microscopio oOptico (Zeiss, Axiostar Plus®,
Alemania) y se fotografiaron las areas mas representativas utilizando una camara

digital (Canon Powershot A640, Japon).
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Resultados

Mediante PCR, en todas las biopsias de GP se detectd expresion de ARNm
de IL-21, la que no se observé en el control negativo de la técnica (Figura 6). En
los GPs, los niveles de expresion de IL-21 fueron similares a los detectados en los
linfocitos T de linea celular Jurkat activados en presencia de anticuerpos anti-CD3
y anti-CD25, la que fue mayor a la observada en células Jurkat no estimuladas
(Figura 6).

Gl G2 G3 G4 G5 G6 H,O0 J 7'

L2t . -

Figura 6. Expresion de IL-21 en los granulomas periapicales (GPs) y en linfocitos Jurkat activos e
inactivos utilizados como control. (A) Expresiéon de IL-21 ARNm en 6 GPs (G1-G6) y en (B)
linfocitos Jurkat inactivos, utilizandos como control de la sintesis en células no estimuladas, y
Jurkat activadas con anti-CD3 y -CD25, utilizadas como control de la sintesis en células
estimuladas. G1-G6, biopsias de granulomas. H,O, control negativo de técnica; J° Células T Jurkat

no activadas; J*, Células T Jurkat activadas.
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El diagndstico clinico y radiografico de GP fue confirmado mediante el
andlisis histopatologico. Las lesiones evidenciaron abundante tejido de
granulacion y vasos de neoformacion con un denso infiltrado inflamatorio
constituido principalmente de polimorfonucleres neutrofilos, macrofagos y linfocitos.
No se detectaron restos epiteliales en ninguno de los GPs estudiados,
descartandose el diagnéstico de QR.
Inmumoreaccién positiva para IL-21 fue detectada en forma difusa en el
infiltrado inflamatorio en todos los GPs. No se detectd secrecion de IL-21 en los
controles de ligamento periodontal sano (Figura 7). La inmumoreaccion positiva se

asoci6 principalmente a linfocitos, macréfagos y neutrdfilos (Figura 7).
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Figura 7. Sintesis de IL-21 en granulomas periapicales (GPs) evaluada mediante IHQ. (A)
Ligamento periodontal periapical sano en longitud de barra 100 um y (B) 50 um. No se observa
inmunoreaccion para IL-21. (C) Secrecién de de IL-21 en cortes de amigdala, longitud de la barra
100 ym y (D) 50 um. (E) Expresion de IL-21 GPs, longitud de la barra 100 ym y (F) 50 ym. Se
observa inmunoreaccién positiva asociada a linfocitos (flecha amarilla), macréfagos (flecha roja), y
en el infiltrado inflamatorio (flecha verde).
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Discusion

La PAC es una enfermedad infecciosa de naturaleza inflamatoria
desarrollada ante la agresion bacteriana localizada en la pulpa de los dientes y
que se caracteriza por la destruccion de los tejidos perirradiculares. El diagndstico
clinico de PAC puede corresponder histopatologicamente tanto a GP como a QRI.
En este estudio todas las biopsias analizadas mostraron una histologia compatible
con GP.

Las células inmuno-inflamatorias cumplen un rol esencial en la patogenia de
los GPs; entre ellas los macrofagos y los linfocitos T son los mas abundantes en el
infiltrado celular [6]. Estas células y los mediadores proinflamatorios que secretan
son los principales responsables de la destruccion de los tejidos perirradiculares
[6]. En efecto, mediadores moleculares tales como IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12,
TNF-a, RANKL, GM-CSF, INF-y, Oxido Nitrico, prostaglandinas 'y
metaloproteinasas de matriz (MMPs) han sido asociados a la patogenia de estas
lesiones [1]. Una de las principales caracteristicas de la PAC es la osteolisis que
ocurre en la zona periapical del diente, donde RANKL producida por los linfocitos
Th17 cumple un rol fundamental [1].

En el presente estudio se evidencia la expresion y secrecion de IL-21 en los
GPs, datos que nos permite especular que IL-21 participa en la patogenia de las
lesiones. Estudios previos han demostrado el rol de IL-21 en la patogenia de
diversas lesiones de naturaleza inflamatoria, tanto aguda como crénica [23, 26, 27],
y han establecido que IL-21 es producida principalmente por los linfocitos T CD4"
y NK y su secrecién es dependiente del medio ambiente tanto fisiolégico como
patolégico en que las células se encuentran [9, 24]. Nuestros datos en GPs
demuestran inmunoreaccion positiva de IL-21 asociada a polimorfonucleares
neutroéfilos, macréfagos y linfocitos T. En este contexto, nosotros especulamos que
IL-21 es un factor patogénico relevante para el desarrollo de los GPs, en una fase
inicial aguda secretada por los macrofagos y neutréfilos y en una fase cronica mas
tardia secretada por los linfocitos T.

Los niveles de expresion de IL-21 en los GPs son similares a los
expresados en linfocitos T Jurkat activados utilizados como control. Asi, la

presencia de IL-21 en estas lesiones podria asociarse a los estados activos de la
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enfermedad, en que los macrofagos, neutrofilos y/o linfocitos T se encuentran
activamente secretando esta y otras citoquinas, definiendo la respuesta
inflamatoria constituida y determinando la destruccion tisular caracteristica de la
enfermedad.

IL-21 es un mediador fundamental en enfermedades inflamatorias cronicas
que involucran linfocitos T, entre ellas la enfermedad de Crohn (EC), el lupus
eritematoso sistémico (LES) y la psoriasis (PS). En estas lesiones, se ha
demostrado que las células que sintetizan IL-21 expresan también INF-y,
sugiriendo que corresponden a linfocitos Thl. En efecto, la estimulacion con IL-21
de linfocitos T de la mucosa intestinal obtenidas de pacientes afectados con EC
provoca un aumento en la expresion de T-bet, indicando un rol paracrino de esta
citoquina que amplifica una respuesta inflamatoria de tipo Thl [23]. Un
polimorfismo en dos regiones del gen de IL-21 se ha detectado en pacientes
afectados de LES, los que evidencian niveles séricos incrementados de IL-21 que
se correlacionan con la severidad de la enfermedad [23]. En la PS, mayores
niveles de expresion de IL-21 fueron detectados en la piel afectada en
comparacion con piel sana [23] y al inyectar en forma intradérmica IL-21
recombinante en animales de experimentacion se observo la induccién de signos
caracteristicos de la PS, con un infiltrado inflamatorio caracterizado por el
predominio en linfocitos Thly Thl7.

La activacion y diferenciacion de los distintos fenotipos efectores de
linfocitos T, especialmente de los fenotipos Treg y Th1l7 que poseen en eventos
tempranos una via de diferenciacion comun, involucra feedbacks positivos
mediados por citoquinas, las que a su vez provocan una inhibicion cruzada [8]. Los
niveles de TGF-B1 y la presencia o ausencia de citoquinas proinflamatorias, tal
como IL-6, determinan el balance de la expresion de Foxp3 o RORyt/RORC2 y por
lo tanto la diferenciacion selectiva y mutuamente excluyente de un fenotipo Treg o
un fenotipo Th1l7 [13]. Datos recientes han demostrado que IL-21 es capaz de
inhibir la expresion de TGF-B1 y por tanto la expresion del factor de transcripcion
Foxp3, gen master-switch responsable de diferenciacion de los linfocitos Treg [14].
Adicionalmente, se ha demostrado que IL-21 incrementa la secrecion de IL-17 en
linfocitos T activados [13], citoquina que inhibe la expresion de Foxp3 y la

concomitante diferenciacion de los linfocitos Treg y activa la expresion de
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RORyt/RORC2, gen master-switch responsable de diferenciacion de los linfocitos
Thl7 y estos de la produccién de citoquinas proinflamatorias y factores
osteodestructivos que llevan a la destruccion tisular patolégica. En efecto, Yang y
cols. recientemente demostraron la activacion y diferenciacion in vivo de linfocitos
Th17 en presencia de TGF-B e IL-21 y ausencia de IL-6 [14]. Asi, en los GPs, aun
en ausencia de IL-6, la presencia de IL-21 en el sitio de inflamacion estimularia la
diferenciacion de linfocitos Thl7 capaces de secretar RANKL e inducir la
osteodestruccion periapical.

Los linfocitos Th1l7 cumplen un rol fundamental en la defensa contra
bacterias y hongos [8]. Estos linfocitos constituyen un mecanismo de defensa
temprano del organismo que media la inmunidad innata y la adaptativa a través de
la sintesis de IL-17 y la estimulacion de la migracién de neutréfilos [8]. Un
incremento en los niveles de IL-17 en el fluido gingival crevicular y en biopsias de
lesiones periodontales fue detectado en pacientes con periodontitis crénica y estos
mayores niveles se asociaron a linfocitos T CD4" [28]. Ademas, elevados niveles
de RANKL eran sintetizados en lesiones periodontales caracterizadas por un
incremento en la sintesis de IL-17 por linfocitos T gingivales [28] y sobreexpresion
de RORC2 [8, 29]. Tal como se muestra en la Figura 3, existiria una asociacion
directa e indirecta entre el fenotipo Thl7 y la destruccién ésea alveolar que
caracteriza a las periodontitis. Sobre la base de este modelo, la destruccion Gsea
periapical que ocurre en los GPs tendria los mismos patrones celulares y
moleculares que desencadenan la destruccion ésea durante la periodontitis
marginal. De esta forma, IL-21 seria una citoquina proreabsortiva y al igual que IL-
6 e IL-1B participaria de los eventos osteodestructivos al inducir el fenotipo Th17 y
su actividad osteoclastogénica.

El conocimiento de la patogenia de los GPs podria contribuir al desarrollo
de nuevas estrategias de prevencion de estas lesiones y asi de la pérdida de los
dientes. En este contexto, para controlar el proceso reparativo de una lesiéon
cronica es necesario identificar los mediadores moleculares involucrados.
Nuestros datos nos permiten especular que IL-21 cumple un rol crucial en el
desarrollo de lesiones periapicales al identificarse en los eventos tempranos de la
respuesta inflamatoria y participar en los eventos tardios de su patogenia,

favoreciendo la osteolisis periapical mediada por los linfocitos Th17. IL-21 estaria
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involucrada directamente en la destruccion de tejidos del periapice al regular las
células responsables de secretar mediadores osteodestructivos, por ejemplo
RANKL. La asociacion de IL-21 a la patogenia de los GPs contribuye a una mejor
comprension eventos inmunopatolégicos que implican su desarrollo y permiten

proyectar una potencial inmunointervenciéon de la enfermedad.



31

Conclusidn
En los GPs, los linfocitos T, macréfagos y neutréfilos producen elevados

niveles de expresion y secrecion de IL-21, los que podrian asociarse a los eventos
osteodestructivos mediados por los linfocitos Th17.
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Anexos
Anexo 1: Formulario de Consentimiento Informado.

Trabajo de Investigacion: INCREMENTO EN LOS NIVELES DE INTERLEUQUINA-21 Y SU
PAPEL EN LA PATOGENIA DE LOS GRANULOMAS PERIAPICALES

Objetivos: El objetivo del presente trabajo es analizar la expresién de IL-21 en los granulomas
periapicales y asociar su presencia a la patogenia de la enfermedad.

Investigador responsable: Rolando Vernal Astudillo; Depto. De Odontologia Conservadora,
Area de Periodoncia, Facultad de Odontologia, Universidad de Chile. Fono: 9781815. email:
rvernal@uchile.cl.

Presidente del Comité ético cientifico: Prof. Dr. Juan Cortés. Fono: 9781701.

Antecedentes Generales

Las lesiones periapicales (periodontitis apical crénica) se producen generalmente como
consecuencia de caries dentales. El tratamiento indicado para estas lesiones es la extraccién del
diente afectado o el tratamiento endoddntico, con el objetivo de eliminar la infeccion y evitar las
complicaciones de esta patologia. El proposito del presente estudio es caracterizar posibles
mediadores de destruccion tisular asociados a estas lesiones, en estados de enfermedad y salud.
Este formulario sera explicado por el investigador y se entregara a los participantes para su lectura.
Procedimiento

Se incluirdn sujetos mayores de 18 afos, que en el examen clinico y radiogréfico presenten
diagndstico de Periodontitis Apical Cronica. En los pacientes que presenten indicaciéon de
extraccion dentaria, las lesiones asociadas seran biopsiadas y/o se extirpara el tejido a partir del
diente extraido y se realizardn en forma gratuita para el paciente. La obtenciéon de estas
muestras en si no presenta riesgos ni costos adicionales para el paciente y una vez analizadas
seran descartadas.

El total de muestras y datos obtenidos seran almacenadas por el investigador responsable para
su utilizacién exclusiva en el desarrollo del presente estudio. Los datos personales e
identificacién de los sujetos participantes seran confidenciales. En caso de manifestar interés en
los resultados de los analisis efectuados, los interesados pueden acceder a esta informacién
solicitdndola al investigador responsable. Los sujetos participantes pueden retirarse del estudio
en cualquier momento que estimen conveniente, sin perjuicio de su tratamiento odontoldgico. En
este caso, solo se estudiaran las muestras obtenidas con anterioridad al retiro del sujeto.

Ventajas

Como ventajas de participar en el presente estudio, a todos los pacientes participantes del mismo
se les obsequiaran elementos de higiene dental. Ademas, el diagnéstico de biopsia y radiografias
con fines de este estudio no tendran costo econémico.

Declaro

Haber comprendido las explicaciones que se me han facilitado, en un lenguaje claro y sencillo, y el
facultativo me ha permitido realizar todas las observaciones y preguntas necesarias, resolviéndome
todas las dudas que he planteado. También comprendo que, en cualquier momento y sin
necesidad de dar explicacion alguna puedo revocar el consentimiento que ahora presto para
participar en el presente Proyecto de Investigacion.

Identificacién Paciente: Identificacion Dentista: Identificacion Jefe de Clinica
Nombre........ccovviiiiiii, Nombre..........coooiiiiiiiinn.. Nombre.........ccoooiiiiiiiiil,
RUT. .o RUT. .o RUT..c,
Teléfono.......c.ccoeviiiiiiiil. Firma..........ooooii Firma.........ooooi
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Anexo 2: Resumenes congreso IADR Valdivia 2010 y congreso IAP
(Internacional Association of Pathology) 2010.

Se adjuntan resumenes de ambos congresos en los cuales se presento

este trabajo durante el mes de octubre de 2010.
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Libro Resumen

Abstract N° 200 - Microbiology / Immunology and Infection Control
Day: Viernes 8 de octubre 2010 Session: 9

EXPRESSION OF INTERLEUKIN-21 AND ITS ASSOCIATION WITH PERIAPICAL GRANULOMA PATHOGENESIS
Navarrete, Ménica*; Dezerega, Andrea; Gamonal, Jorge; Franco, Maria Eugenia; Diaz, Jaime; Vernal, Rolando
Corresponding author: Ménica Navarrete Tricallotis - monatrica@gmail.com

Affiliation: U. DE CHILE Santiago

Aim: Periapical granulomas (PG) are destructive inflammatory pathologies characterized mainly by periapical bone destruction as a consequence
of dental pulp infection. T-helper 17 (Th17) lymphocytes associate with an osteodestructive pattern of host immune response and interleukin 21 (IL-
21) plays a central role inducing the differentiation and function of Th17 lineage during pathogenesis of several infectious pathologies. The aim of
the present study is to analyze the presence and role of IL-21 in periapical granulomas.

Materials and methods: PG samples were collected from teeth affected with asymptomatic lesions as a consequence of caries during tooth extractions.
To characterize the expression pattern of IL-21, fifth samples were fixated in 10% formalin and analyzed by immunohistochemistry and ten samples
were transported in RNA-safer for PCR analysis and quantification. Healthy periodontal ligament and gingiva samples were used as negative control
and a lymph node as positive control.

Results: Higher Llevels of IL-21 and its receptor IL-21R were detected in PG lesions compared with healthy samples. In addition, IL-21 immunoreactivity
was localized mainly in lymphocytes and macrophages.

Conclusion: These data allow us to suggest that IL-21 might be involved in PG pathogenesis. Supported by FONDECYT 1090046 y FIOUCH 09-8.
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ls of interleukin-21 in apical periodontitis and their
association with disease pathogenesis and clinical
symptomatology

C Rivera, M Navarrete, ME Franco, ] Gamonal, J Garcia-Sesmich, M
Hernandez, R Vernal, A Dezerega

Periodontal Biology Laboratory, Conservative Department, Dentistry
School, Universidad de Chile, Santiago, Chile

Introduction: Apical lesions (AL) are destructive inflammatory
pathologies that affect the periapical periodontium as a conse-
quence of dental pulp infection. Clinically, they are referred as api-
cal periodontitis (AP). Th17 cells associate with an osteodestructive
pattern of immune response and play a pivotal role in periodontal
tissue destruction. IL-21 promotes Thl7-cell differentiation and

function in affected tissues; however, in spite of the increasing
knowledge regarding AL pathogenesis, the precise bone-resorptive
cytokines associated with tissue destruction remain unknown. The
aim of this study is to analyze the role of IL-21 in AP pathogenesis
and clinical symptomatology.

Material and Methods: Periapical exudate samples were collected
from root canals during endodontic treatment from teeth affected
with symptomatic and asymptomatic AP. AL and tissue from
healthy periapical ligaments were also sampled. Eluates and homo-
genates of these samples were analyzed by ELISA and immunowest-
ern blot to determine IL-21 levels and molecular forms. To
characterize the expression pattern of IL-21, samples with diagnosis
of AP were obtained, histopathologically diagnosed as apical granu-
loma (AG) or radicular cyst (RC) and then analyzed by immunohis-
tochemistry.

Results: Higher levels of IL-21 were detected in tissue samples from
AL compared with healthy controls and in periapical exudates from
symptomatic compared with asymptomatic AP. In addition, IL-21
immunoreactivity was localized mainly in neutrophils and lympho-
cytes from both, AG and RC lesions.

Conclusions: These data indicate that neutrophils and lymphocytes
either synthesize or represent the main targets of IL-21 in AL and
suggest that higher IL-21 levels are involved in disease pathogene-
sis and associate with clinical symptomatology.
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