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RESUMEN

Introduccion: La periodontitis apical asintomatica (PAA) es la inflamacion y
destruccion del periodonto apical de origen pulpar y etiologia microbiana. Durante
Su patogénesis, las células mononucleares cumplen un rol central en el
reconocimiento del lipopolisacéarido de bacterias Gram negativo, via receptor tipo
toll-4 (TLR-4) y sintesis de interleuquinas (IL)-10 e IL-12 que median no sélo la
respuesta inmune local, sino que también podrian mediar la respuesta inflamatoria
sistémica. A la fecha se desconoce si la PAA promueve un estado de

hiperreactividad de células mononucleares circulantes via TLR-4.

Objetivo: Evaluar los niveles de expresion génica de TLR-4 en células
mononucleares de sangre periférica y asociarlos con los niveles de IL-10 e IL-12 en

individuos con PAA versus controles sanos.

Metodologia: Se incluyeron muestras de sangre periférica de voluntarios
con PAA (n=20) y controles sanos (n=20). Se separaron las células mononucleares
a través de gradiente de Ficoll. Los niveles de expresion del ARN mensajero de
TLR-4, IL-10 e IL-12 fueron determinados mediante RT-gPCR en tiempo real. Los

resultados fueron analizaros mediante el software STATAV 12 (p < 0,05).

Resultados: Los niveles de expresion de TLR-4, IL-10 e IL-12 no
presentaron diferencias significativas entre PAA y el grupo control. En el grupo
control se encontrd una correlacion positiva de TLR-4 con IL-10 e IL-12. En PAA, se

encontré una correlacion positiva entre TLR-4 e IL-10.

Conclusiones: Sobre la base de nuestros resultados, no se encontrd
evidencia para asociar la respuesta inflamatoria sistémica a hiperreactividad de

células mononucleares mediada por TLR-4, IL-10 e IL-12.



MARCO TEORICO

1. Periodontitis Apical Asintomatica

La periodontitis apical asintoméatica (PAA) se define como la inflamacion y
destruccion del periodonto apical, como resultado de la infeccién bacteriana del
tejido pulpar, asociada a un area radiolucida periapical detectada radiogréaficamente
y a la ausencia de sintomatologia clinica, o a una leve sintomatologia a la percusion
(“AAE”, 2009; Gutmann y cols., 2009). La PAA se caracteriza por la formacion de
una lesién periapical de origen endoddntico (LPOE), dada la reabsorcion del hueso
alveolar perirradicular y su consecuente reemplazo por tejido inflamatorio (Garrido
y cols., 2015). Las LPOE pueden corresponder, desde el punto de vista anatomo
patoldgico, a un granuloma periapical o a un quiste radicular inflamatorio (Gutmann
y cols., 2009).

La destruccion de los tejidos periapicales que caracteriza a la PAA seria
consecuencia directa de la activacién de la respuesta inmuno inflamatoria del
hospedero, en donde células mononucleares activadas, tales como macrofagos,
linfocitos y plasmocitos, sintetizan niveles elevados de mediadores pro inflamatorios
y osteodestructivos (Nair, 2004). Existe evidencia de que en individuos con PAA
estos mediadores inflamatorios no actuarian solo a nivel local, sino que se
asociarian con un estado inflamatorio sistémico de bajo grado y a un mayor riesgo
de sufrir enfermedades cardiovasculares (ECV) (Cotti y cols., 2011; Garrido y cols.,
2019).

2. Reconocimiento via receptor Tipo Toll-4 en células mononucleares en
PAA

La infeccién endoddntica se caracteriza por un predominio de bacterias
anaerobias Gram negativo (-). Entre sus factores de virulencia, destacan motivos
bacterianos, tales como el lipopolisacarico (LPS), que son capaces de ser
reconocidos por células mononucleares, activando tanto la respuesta inmune innata

como adaptativa del hospedero (Nair, 2004; Stashenko y cols., 1995). Este
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reconocimiento es realizado por receptores de superficie de estas células,
desencadenando sefiales intracelulares que modulan la respuesta inmune

periapical (Botta y cols., 1994; Laheijj y cols., 2015).

Una de la vias de activacion de las células mononucleares se da por la
presencia de receptores Tipo Toll (TLRs), los cuales son un tipo de receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs), ubicados en la superficie de éstas (Sima y
Glogauer, 2013). Los TLRs identifican patrones moleculares asociados a patégenos
(PAMPs) o patrones moleculares enddgenos asociados al dafio o sefiales de peligro
(DAMPSs) liberados de células necroticas del hospedero (Holden y cols., 2014).
Estos receptores transmembrana poseen un dominio intracelular denominado
receptor Toll/IL-1 (TIR), el cual es crucial en la activacion de la via de sefializacion,
y un dominio extracelular, que contiene repeticiones ricas en leucina (LRR)

involucradas en el reconocimiento de los PAMPs (Takeda y Akira, 2004).

Los monocitos/macrofagos vy linfocitos T expresan, entre otros, el receptor
Tipo Toll-4 (TLR-4) (Vijay, 2018), cuya participacion en PAA es central dado que
reconoce LPS bacteriano y representa uno de los principales orquestadores de la
respuesta inmune frente a esta endotoxina (Fokkema, 2012). Al reconocer su
ligando, se activa la via de sefializacion intracelular dependiente del factor nuclear
kappa B (NF-«kB) y la consecuente produccion de citoquinas inflamatorias,
fendmeno esencial para el inicio y desarrollo de la respuesta inmune (Aderem A,
2000). En linea con lo anterior, se ha reportado una marcada expresion de TLR-4
en LPOE de individuos con PAA, principalmente por monocitos y macrofagos
(Leonardi y cols., 2015; Zhang y Hou, 2007).

La activacion de las células mononucleares es capaz de inducir la sintesis de
citoquinas, proteinas que actian como factores reguladores intercelulares tanto a
nivel local como sistémico (Candel-Marti y cols., 2011). Dentro de éstas se
encuentran citoquinas pro inflamatorias, tales como la interleuquina (IL)-12,
secretada principalmente por monocitos/macrofagos tras su activacion mediada via
TLR-4. Esta citoquina regula la respuesta inmune innata y determina el tipo de
respuesta inmune adaptativa, siendo su principal funcion promover la diferenciaciéon

de linfocitos T CD4+ inmaduro al tipo Thl y la sintesis de INF-y (Hamza y cols.,
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2010). Por otro lado, la IL-10 es una citoquina de caracteristicas anti inflamatorias,
cumpliendo funciones inhibitorias en la activacion y funcion efectora de linfocitos T,
monocitos y macréfagos, siendo su principal funcion limitar y resolver la respuesta
inmuno inflamatoria (Moore y cols., 2001). Si bien en la PAA existiria un predominio
de respuesta inmune del tipo Th1l con mecanismos pro inflamatorios, se sugiere que
la accién de ambas citoquinas podria controlar el curso de la inflamacion crénica en
las LPOE (Colic y cols., 2010).

3. Respuestainflamatoria sistémica asociada a PAA

Se propone que las LPOE asociadas a PAA podrian actuar como un
reservorio de factores pro inflamatorios que se diseminarian desde la circulacion
local a la circulacién general (Cotti y Mercuro, 2015; Garrido y cols., 2015;
Hernandez-Calderay cols., 2018). Recientemente, un estudio demostro inflamacion
sistémica de bajo grado en pacientes con PAA, con un aumento del riesgo
cardiovascular (CV) basado en niveles séricos elevados, especialmente de proteina
C reactiva de alta sensibilidad (hsCRP) e IL-6 (Garrido y cols., 2019). Esto podria
explicarse en parte, por un estado de hiperreactividad de células mononucleares
circulantes via reconocimiento mediado por TLR-4. De hecho, en ratas con
periodontitis experimental, las células mononucleares derivadas de sangre
periférica (PBMC) demostraron tener mayor adhesion al endotelio adrtico. También
asi, se evidencié un aumento en la activacion del NF-kB y expresion de VCAM-1 en
células endoteliales vasculares cultivadas, sugiriendo cambios aterogénicos
mediados por monocitos/macrofagos periféricos activados (Miyajima y cols., 2014).
En linea con lo anterior, las PBMC de pacientes con periodontitis produjeron
mayores niveles de las citoquinas pro inflamatorias factor de necrosis tumoral-a
(TNF-a), interferon-y (INF-y), IL-1a, IL-183, IL-1ra, quimioquina 10 con motivo CXC,
factor inhibidor de la migracion de macréfagos, proteina inflamatoria de macréfagos
(MIP) -1a, y MIP-1, en comparacion con las células de individuos sanos (Herrera
y cols., 2014). Mas aun, la produccion de citoquinas pro / antiinflamatorias por
PBMC se asocié con la capacidad de la placa supragingival para inducir la

estimulacién mediada por TLR-4 (Yamaguchi y cols., 2009). A pesar de estos



antecedentes emergentes asociados a otras formas de periodontitis, se desconoce
si la PAA se asocia con una hiperreactividad de las células mononucleares
circulantes. Es asi que, el objetivo de este trabajo es evaluar y asociar los niveles
de expresion de TLR-4, IL-10 e IL-12 en las células mononucleares de sangre

periférica en sujetos que presenten PAA y controles sanos.

Se pretende que los resultados de esta investigacion contribuyan en la
comprension de la patogenia de la PAA y su implicancia a nivel sistémico; en
particular, el rol que tendrian TLR-4, IL-10 e IL-12 en la regulacion de la inflamacién

sistémica desde un proceso inmuno inflamatorio local.



HIPOTESIS

Los individuos con PAA, a diferencia de los individuos sanos, presentan
células mononucleares hiperreactivas en sangre periférica, evidenciado como un

aumento de IL-12 pero no de IL-10, en relacion con la sobreexpresion de TLR-4.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar los niveles de expresion génica de TLR-4 en células mononucleares
de sangre periférica y asociarlos con los niveles de expresion de IL-10 e IL-12 en

individuos con PAA versus controles sanos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar los niveles de expresion génica de TLR-4, IL-10 e IL-12 en células
mononucleares de sangre periférica de individuos con PAA y controles sanos.

2. Asociar los niveles de expresion de TLR-4 con IL-10 e IL-12 de individuos

con PAA y controles sanos.



MATERIALES Y METODOS

1. Tipo de estudio
El presente trabajo corresponde a un estudio observacional, analitico
transversal y esta adscrito al proyecto FONDECYT 1160741, el cual cuenta con la
aprobacion del Comité Etico Cientifico (CEC) de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile (N° 2016/08) (Anexo 1).

2. Seleccion de pacientes y evaluacion
Se incluyeron voluntarios con diagndéstico de PAA no tratada (casos, n=20) y
voluntarios sanos (controles, n=20) atendidos en la clinica de la Facultad de

Odontologia de la Universidad de Chile.

Se definié la presencia de PAA segun los criterios diagndsticos que incluyen
la concurrencia de una o mas lesiones periapicales detectadas por radiografia
retroalveolar, debida a caries dental en dientes con determinacion clinica de pulpa
no vital en base a los siguientes criterios de inclusion ("AAE”, 2009; Gutmann y
cols., 2009):

- Dientes que no respondan a los tests de sensibilidad pulpar (frio probado con
Endo-Ice® Hygenic® y calor probado con barras de trans-poliisopreno).

- Dientes con respuesta negativa a la percusion.

- Presencia de lesién apical radiolicida observada al examen radiografico (=3 mm).
Como criterios de exclusion se considero (Garrido y cols., 2019):

- Pacientes con diagnostico de otras enfermedades distintas de PAA.

- Pacientes con tratamiento antibiotico o anti inflamatorio en los ultimos 3 meses.

- Mujeres embarazadas.

- Pacientes obesos (indice de masa corporal (IMC) = 29,9 Kg/m2).
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Los controles sanos cumplieron los mismos criterios de exclusion, ademas
de no tener ningun diente con caries dentinaria profunda, tratado endoddnticamente

ni con patologias apicales de origen endoddntico.

Previo al ingreso de cada voluntario a este estudio, se les entregd un
documento con la informacién correspondiente al proyecto y los procedimientos a
seguir. Quienes aceptaron ser participes del estudio firmaron un consentimiento
informado (Anexo 2). En caso de ser menores de edad, éstos firmaron su

asentimiento y su apoderado la autorizacién correspondiente (Anexo 3).

Los participantes del estudio fueron evaluados por personal calificado de
salud y se les realiz6 anamnesis, examen clinico intraoral y examen radiogréafico
periapical completo. Se registré en una ficha clinica para cada paciente (Anexo 4),
datos sociodemograficos, historia médica, examen fisico, presion arterial
(hipertension arterial: p. sistélica 2140mm/Hg y p. diastdlica 290mm/Hg), IMC
(obesidad: 229,9Kg/m 2), perfil lipidico (dislipidemia: colesterol total =200mg/dL,
colesterol HDL <35 mg/dL, colesterol LDL 2130 mg/dL y/o triglicéridos 2150 mg/dL),
hemoglobina glicosilada (diabetes mellitus: 26,5%), habito tabaquico, datos
correspondientes al diagnéstico, seguimiento del tratamiento y un
periodontongrama completo. El examen periodontal fue realizado por un
periodoncista (AC), quien realiz6 un examen periodontal completo, sondeando
todos los dientes en 6 sitios (mesiovestibular, vestibular, distovestibular,
distolingual, lingual y mesiolingual) excepto los terceros molares. Se registro la
posicion gingival, profundidad del sondaje y nivel de insercién clinica, para valorar
la presencia o ausencia de saco periodontal, y en caso de presentar periodontitis

cronica se clasificd sobre la base de los criterios de Eke (Eke y cols., 2012).

Un endodoncista (MG) diagnosticé la presencia o no de PAA, mediante
anamnesis, examen clinico, examen radiolégico periapical completo y tests de
sensibilidad pulpar, y registré los datos en una ficha clinica destinada para cada

paciente (Anexo 4).
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3. Obtencion de muestras de sangre periférica y aislamiento de células
mononucleares a partir de sangre periférica
Se obtuvieron muestras de sangre periférica de los individuos en ayuno, tanto
con PAA como controles sanos, en tubos con heparina de litio, a través de la puncion
de la vena antero-cubital por personal de salud capacitado. Una parte de las
muestras fueron enviadas al Laboratorio Clinico del Hospital Clinico de la
Universidad de Chile para la determinacion del perfil lipidico y hemoglobina
glicosilada (HbA1c). La otra parte de las muestras fueron enviadas y procesadas en
el Laboratorio de Biologia Periodontal de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile. A partir de estas muestras de sangre periférica, se obtuvo el
aislado de las células mononucleares usando una gradiente de Ficoll®, de densidad
1,073 (Ficoll®-Paque PREMIUM 1,073, GE Healthcare, Uppsala, Sweden)

siguiendo las instrucciones del fabricante.

4. Extraccion del ARNm y obtencion de ADNc de células mononucleares

Se realizé la extraccion del ARN mensajero citoplasmatico total (ARNmM) a
partir de las células mononucleares obtenidas, utilizando el método guanidinio
isotiacianato de acuerdo con las instrucciones del fabricante (TRIzol® Regentd,
Molecular Research Center, Inc, USA). EIl ARNm obtenido se resuspendio en 12 pL
de agua mili-Q libre de RNasas y se cuantificé en un espectrofotometro (Synergy
HT; BioTek® Instrument Inc., Winooski, VT, USA). La primera hebra de ADN
complementario (ADNc) se sintetiz6 a partir de 5 ug del ANRm total utilizando un kit

de transcripcion reversa (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA).

5. Determinacion de niveles de expresion de TLR-4, IL-10 e IL-12
Se determind la expresion del ARNm de TLR-4, IL-10 e IL-12, mediante la
amplificacion de 50 ng de ADNc en un equipo de gPCR utilizando partidores
especificos que se muestran en la Tabla 1 y un kit KAPA SYBR® FAST qPCR
master mix universal (KAPA Biosystems, Woburn, Ma, USA) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Se utiliz6 un termociclador en tiempo real

(SteponePlus®, Applied Biosystems, Singapore) con el siguiente protocolo de
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amplificacion: 95°C durante 3 minutos y 40 ciclos de 95°C durante 3 segundos y
60°C durante 30 segundos. Se realizé cuantificacion relativa para medir los niveles

de expresion de ARNm con el método de Livak (2-AACT) y como gen normalizador

se utilizo la expresion de la subunidad de ARN ribosomal 18S.

Partidor Forward Partidor Reverse

~ TLR-4  ccctcccetgtaceettet tccctgecttgaataccttc
IL-10 tgggggagaacctgaagac ccttgctcttgttttcacagg
IL-12 cactcccaaaacctgctgag tctcttcagaagtgcaagggta
18S ctcaacacgggaaacctcac cgctccaccaactaagaacg

Tabla 1. Partidores forward y reverse utilizados en cuantificacion mediante gPCR.
TLR: Toll like receptor. IL: Interleuquina. 18S: Subunidad ARN ribosomal como gen

normalizador.

6. Anélisis estadistico
El andlisis estadistico se realizé mediante el software STATA 12® (StataCorp
LP, Texas, EE. UU.). Para determinar la normalidad en la distribucién de los datos
se utilizé el Test de Shapiro Wilk. Para la determinacion de significancia estadistica
entre los determinantes demograficos y clinicos de los grupos de estudio se utilizd
el test Chi2 y Test de Mann-Whitney para las variables que presentaron distribucién
no normal, y se utilizé el Test T de Student en las variables con distribuciéon normal.

En cuanto a la expresion relativa de TLR-4, IL-10 e IL-12, se utiliz6 para las
comparaciones entre los grupos el Test de Mann-Whitney.

Para la evaluacion de correlacion entre los niveles de expresién de TLR-4
con IL-10 e IL-12 en ambos grupos de estudio se utilizd el Test de Spearman. Se
considero significancia estadistica si p<0,05.
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RESULTADOS

1. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes con PAA y
controles

El presente estudio cont6 con la participacion de 40 voluntarios de los cuales

se obtuvieron 20 muestras de sangre periférica de individuos con diagnéstico clinico

y radiografico de PAA y 20 muestras de individuos sanos. Las caracteristicas

demograficas y clinicas se presentan en la Tabla 2. Veintilin pacientes eran mujeres

y 19 hombres, 52,5% y 47,5% de la muestra respectivamente. La distribucion de los

pardmetros mencionados entre PAA y control no presentd variacion con

significancia estadistica entre los grupos, con excepcién de la edad, género mujer,

tabaquismo e indice COPD, que fue significativamente mayor en PAA (p <0,05).

Variable PAA (n=20)

Edad (afios) 20 (6) 24,5 (8,5) 0,022*

Género (n° mujeres, 7 (35%) 14 (70%) 0,027*
%)
Nivel educacional media completa media completa 0,55

Tabaquismo (n°, % 2 (10%) 12 (60%) 0,001*

fumadores)

IMC (kg/m?) 23,32 + 2,66 24,43 £3,33 0,252

HbAlc (%) 5,18 + 0,18 5,19 +0,21 0,802
Dislipidemia (n°, %) 5 (25%) 7 (35%) 0,49
Hipertension (n°, %) 1 (5%) 1 (5%) 1

indice COPD 4 (4) 10 (12,5) 0,0006*
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Profundidad al sondaje 1,94 £ 0,37 2,08+041 0,251
(mm)
NIC (mm) 1,08 (0,36) 1,23 (1,005) 0,14

Tabla 2. Caracteristicas demogréficas y clinicas de los pacientes con PAA y
controles. Los valores estdn expresados como promedios + desviacion estandar o
mediana (rango intercuartilico) con excepcion de género, tabaquismo, dislipidemia
e hipertension que fueron expresados como frecuencias absolutas, (%). C: Control.
PAA: Periodontitis apical asintomatica. IMC: Indice de masa corporal. HbAlc:
Hemoglobina glicosilada. COPD: Dientes cariados, perdidos, obturados. NIC: Nivel

de insercion clinico. Valores *p<0,05 (significancia estadistica).
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2. Niveles de expresiéon génica de TLR-4
Los niveles de expresion relativa del ARNm de TLR-4 en PAA y el grupo
control se presentan en la Figura 1. Los niveles de expresiéon de TLR-4 no
presentaron diferencias significativas entre PAA y el grupo control (p > 0,05). Los

valores (mediana) en PAA fue 0.38, mientras que en el grupo control fue 0.44.

100 150 200 250

Expresidn relativa TLR4

50

Figura 1. Expresion génica relativa de TLR-4 en controles y PAA. La expresion
génica se normaliz6 en relacion al ARNr 18S y se expresd como la diferencia entre
2-AACT. TLR: Toll like receptor. C: Control. PAA: Periodontitis apical asintomatica.
p > 0,05.
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3. Niveles de expresién génica de IL-10
Los niveles de expresion relativa del ARNm de IL-10 en PAA y el grupo
control se presentan en la Figura 2. Los niveles de expresion de IL-10 no
presentaron diferencias significativas entre PAA y el grupo control (p > 0,05). Los

valores (mediana) en PAA fue 0.25, mientras que en el grupo control fue 0.13.
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Figura 2. Expresion génica relativa de IL-10 en controles y PAA. La expresion
génica se normalizo6 en relacion al ARNr 18S y se expresé como la diferencia entre
2-AACT. IL: Interleuquina. C: Control. PAA: Periodontitis apical asintomatica. p >
0,05.
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4. Niveles de expresion génica de IL-12
Los niveles de expresion relativa del ARNm de IL-12 en PAA y el grupo
control se presentan en la Figura 3. Los niveles de expresion de IL-12 no
presentaron diferencias significativas entre PAA y el grupo control (p > 0,05). Los

valores (mediana) en PAA fue 0.53, mientras que en el grupo control fue 0.13.

Expresidn relativa IL12
400 &00 800

200

Figura 2. Expresion génica relativa de IL-12 en controles y PAA. La expresion
génica se normalizo6 en relacion al ARNr 18S y se expresé como la diferencia entre
2-AACT. IL: Interleuquina. C: Control. PAA: Periodontitis apical asintomatica. p >
0,05.
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5. Asociacion de niveles de expresion de TLR-4 con IL-10 e IL-12

La Tabla 3 muestra la correlacion entre los niveles de expresion génica de
TLR-4 con IL-10 e IL-12 tanto en PAA como en el grupo control. En el grupo control
se encontrd6 una correlacion positiva entre TLR-4 con IL-10 e IL-12 (p<0,05).
Adicionalmente, se identifico una correlacion positiva entre IL-10 e IL-12 en el grupo
control (p<0,05). En PAA, se encontr6 una correlacion positiva entre TLR-4 con IL-
10 (p<0,05). Adicionalmente, no se encontré una correlacion entre IL-10 e IL-12 en
PAA (p>0,05).

C PAA
- TLR4  IL-10  IL-12  TLR-4  IL-10  IL-12
TLR-4 1 1
IL-10  0,7143* 1 0,6617* 1
IL-12  0,8074*  0,8421* 1 0,4120  0,5940

Tabla 3. Correlacion entre los niveles de expresion génica de TLR-4 con IL-10 e IL-
12. TLR: Toll like receptor. IL: Interleuquina. C: Control. PAA: Periodontitis apical
asintomatica. Coeficiente de correlacion de Spearman (r). *p<0,05 (significancia

estadistica).
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DISCUSION

La PAA es una patologia que se caracteriza por el desarrollo de una
respuesta inmuno inflamatoria ante un estimulo bacteriano que ocasiona la
destruccion del tejido periapical del diente y la formacion de una LPOE (Gazivoda y
cols., 2009; Nair, 2004). En este proceso, los monocitos/macrofagos y linfocitos T
cumplen un rol central al reconocer via TLR-4 el LPS de bacterias Gram negativo
(Fokkema, 2012). Tras el reconocimiento y posterior activacion de dichas células,
existe una consecuente produccion de citoquinas que regulan la respuesta inmune,
tales como la IL-10 e IL-12 (Colic y cols., 2010).

Dada la proximidad anatémica entre las LPOE vy el sistema circulatorio se
postula que podria ocurrir una diseminacion de mediadores inflamatorios, bacterias
y sus productos a la circulacién general, promoviendo un estado inflamatorio
sistémico de bajo grado que se asocia con un mayor riesgo CV (Cotti y cols., 2011;
Garrido y cols., 2019). Con base en estos antecedentes, en el presente estudio se
hipotetizé que existe una hiperreactividad de las PBMC en individuos con PAA,

evidenciada como un desbalance entre IL-12 e IL-10 mediado por TLR-4.

Al analizar las caracteristicas demograficas y clinicas de los sujetos con PAA
y controles, se observd una distribucion similar en nivel educacional y variables
clinicas (IMC, HbA1C, dislipidemia, hipertensién, profundidad al sondaje y NIC)
entre los grupos. Estos resultados se encuentran dentro de lo esperado, ya que
estas variables fueron controladas por el disefio de estudio. La edad fue
significativamente mayor en el grupo con PAA, aungque se mantienen en el grupo
adulto joven, lo que es relevante debido a la falta de acumulacién de otros factores
de riesgo CV que normalmente ocurren en personas mayores (Garrido y cols., 2019;
Khalighinejad y cols., 2016). En cuanto al género, estudios han indicado una mayor
frecuencia de periodontitis apical (PA) en el género femenino (Jimenez-Pinzon y
cols., 2004; Lebdn y cols., 2011), concordando con nuestros resultados, mientras que
otros han indicado un predominio masculino (Kirkevang y cols., 2001). En el

presente estudio se encontré predominancia de mujeres, lo que podria ser explicado
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por una mayor priorizacion de problemas de salud oral por parte de éstas (Ledn y
cols., 2011).

El indice COPD, que refleja el dafio dentario acumulado en el tiempo, fue
significativamente mayor para el grupo con PAA, ya que con frecuencia coexiste en
asociacion con un estado de salud oral mas deficiente (Garrido y cols., 2019). En
cuanto al habito tabaquico, a pesar de que se ha asociado con una mayor
prevalencia de PA y se ha propuesto como un posible factor de riesgo, actualmente
existe una falta de consenso en la literatura sobre estas asociaciones (Bergstrom y
cols., 2004; Persic Bukmir y cols., 2016; Rodriguez y cols., 2013; Segura-Egea y
cols., 2015). En el presente estudio se identificé un porcentaje de fumadores
significativamente mayor en el grupo con PAA (60%) respecto del grupo control
(10%). El tabaquismo representa uno de los principales factores de riesgo para la
enfermedad coronaria en la poblacion adulta menor de 55 afios (Pasqualini y cols.,
2012). Por un lado, fumar genera un aumento en el riesgo de lesion endotelial en el
sistema vascular periférico y el desarrollo de un estado inflamatorio crénico, los
cuales son factores de riesgo de ECV y por el otro, este habito se ha asociado
también con un aumento en la incidencia de tratamiento endododntico. Al comparar
con individuos que nunca han fumado, los fumadores actuales de cigarrillos tienen
1,7 veces mas probabilidades de tener tratamiento endodontico (Krall y cols., 2006;

Pasqualini y cols., 2012).

En el presente estudio no se encontraron diferencias significativas en los
niveles de expresion génica de TLR-4 en PBMC de individuos con PAA versus
controles sanos. En cuanto a los niveles de expresion génica de IL-12 e IL-10 en
PBMC, tampoco se identificaron diferencias significativas en sujetos con PAA
versus controles sanos. IL-12 es una citoquina de caracter pro inflamatorio,
secretada tras la activacion celular mediada por TLR-4. Esta cumple un rol clave en
la respuesta inmuno inflamatoria en la PAA, principalmente al promover la
diferenciacion de linfocitos T CD4+ inmaduros al tipo Thl y la produccion de INF-y
(Hamza y cols., 2010). Por el contrario, IL-10 cumple un rol mas bien anti
inflamatorio, capaz de inhibir la activacion y sintesis de citoquinas pro inflamatorias
como IL-12, tanto en linfocitos T como en macréfagos, por tanto, es central en la

homeostasis del sistema inmune (Moore y cols., 2001). Estudios en PA inducida
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experimentalmente en ratones nulos para IL-10 demostraron significativamente
mayor reabsorcion 6sea periapical en PA que en los controles, en conjunto con una
mayor produccion de la IL-1a (Sasaki y cols., 2000). Estos hallazgos refuerzan que
el rol protector de IL-10 es clave en la regulacion de la respuesta inmune local en la

patogénesis de la PAA (Graves y cols., 2011).

En un estudio reciente de nuestro equipo de investigacion se evaluaron los
niveles séricos de diversos marcadores de inflamacion sistémica entre individuos
con PAA y controles. Se reportaron niveles significativamente elevados de hsCRP,
IL-6, selectina-E soluble y metaloproteinasa de matriz (MMP)-8, mientras que no se
encontraron diferencias en los niveles de IL-12 ni IL-10 (Garrido y cols., 2019). De
modo similar, en otro estudio se observé que la expresion de INF-y e IL-12 por las
células T CD4+, CD8+ y monocitos CD14+ en sangre periférica no fue diferente
entre individuos con periodontitis marginal y sanos (Lima y cols., 2011). Niveles
circulantes elevados de marcadores de inflamacion sistémica, en particular, hsPCR,
representan un factor de riesgo independiente para el desarrollo y progresion de
ECV, tales como disfuncion endotelial (Cotti y cols., 2011), ateroesclerosis
(Peterseny cols., 2014), sindrome coronario agudo e infarto al miocardio (Liljestrand
y cols., 2016; Pasqualini y cols., 2012). Al respecto, se ha propuesto que las LPOE
actuarian como un reservorio de mediadores inflamatorios que podrian diseminarse
a través de la circulacién, generando una respuesta inflamatoria sistémica de bajo
grado. De relevancia, los tejidos periapicales son capaces de producir IL-6 y
proteina C reactiva (CRP), las que se encuentran exacerbadas en LPOE (Cotti y
Mercuro, 2015; Garrido y cols., 2015; Hernandez-Caldera y cols., 2018).
Adicionalmente, se ha reportado una sobrerregulacion significativa de la expresiéon
génica de TLR-4 en LPOE en comparacion con tejido periapical sano tanto en
estudios clinicos (Fernandez y cols., 2019) como en modelos experimentales en
ratas, principalmente en monocitos y macrofagos (Zhang y Hou, 2007).

Los monocitos circulantes son heterogéneos y un perfil asociado a
maduracion y activacion, en funcion de la expresion superficial del receptor de LPS
(CD14) y el receptor de Fc y Il (CD16), contribuye al desarrollo de la aterosclerosis
y otras enfermedades inflamatorias (Urbanski y cols., 2017). Ademas, estos

monocitos activados parecen contribuir significativamente al riesgo de ECV al
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inducir dafio y apoptosis en las células endoteliales, lo que representa un primer
paso hacia la aterosclerosis (Merino y cols., 2008). Se han reportado cambios
fenotipicos similares en subpoblaciones de monocitos en sangre periférica y en
tejido gingival de pacientes con periodontitis (Jagannathan y cols., 2014).
Conjuntamente, los monocitos circulantes en pacientes con periodontitis
demostraron ser funcionalmente mas activos a nivel transcriptomico para los genes
involucrados en la endocitosis, la produccion de citoquinas y la apoptosis (Liu y
cols., 2016). De hecho, los monocitos hiperinflamatorios que sobreexpresaron IL-6
y TNF-a, mostraron una mayor adherencia a las células endoteliales aorticas y
potencial de inducir disfuncion endotelial en periodontitis inducida
experimentalmente en ratas (Miyajima y cols., 2014). Sobre la base de los
resultados obtenidos en este estudio, la sintesis de IL-12 e IL-10 mediada por TLR-
4 no tendrian un rol central en una potencial activacion de las PBMC en individuos
con PAA.

Datos obtenidos a partir de un estudio piloto de nuestro grupo de
investigacion en los que se evaluo el perfil de citoquinas/quimioguinas a partir de
PBMC de voluntarios con PAA versus controles (datos no publicados), sostienen
que estas células exhiben un perfil pro inflamatorio en individuos con PAA. A partir
de 105 proteinas inflamatorias analizadas, 27 de ellas con caracteristicas
proinflamatorias exhibieron niveles significativamente mayores en PAA, las que
incluyeron el marcador de activacion de monocitos CD14+ soluble, CRP y MMP-9.
Estos resultados avalan la activacion de los monocitos circulantes en PAA, sin
embargo y en linea con nuestros resultados, IL-10 e IL-12 no serian los blancos
principales de regulacion. Por otro lado, la ausencia de cambios en la expresion de
TLR-4, receptor central en el reconocimiento del LPS de bacterias Gram negativo,
sugiere que otros inmundgenos circulantes podrian gatillar la activacién de

monocitos, a través de otros PRRs.

Al evaluar la asociacién entre los niveles de expresion de TLR-4, IL-10 e IL-
12, se encontro una correlacion positiva con significancia estadistica entre TLR-4 y
ambas citoquinas en el grupo control, esto podria indicar que los efectos pro
inflamatorios de IL-12 estarian, en parte, contrarrestados por la accién de IL-10, lo

gue no ocurriria en el grupo con PAA a través de TLR-4.
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En resumen, el presente estudio no identificé diferencias en la expresion
génica de TLR-4, IL-10 e IL-12 en PBMC de individuos con PAA y controles sanos,
sugiriendo que estas células no serian activadas via TLR-4. Los resultados de este
estudio sugieren que otros inmundgenos circulantes y PRRs podrian estar
involucrados en una potencial activacion de PBMC en PAA, abriendo nuevos focos de

estudio en la patogénesis de la inflamacion sistémica asociada a PAA.
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CONCLUSIONES

A partir del presente trabajo de investigacion se puede concluir que no hay
diferencias significativas en los niveles de expresion génica de TLR-4, IL-10 e IL-12
en PBMC de individuos con PAA y controles sanos; por lo tanto, la respuesta
sisttmica a la PAA no estaria mediada por una hiperreactividad de células

mononucleares mediada por TLR-4.
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INFORME N°®:2016/08

1. Acta de Aprobacién de Proyecto FONDECYT titulado “Perfiles de la respuesta de
macréfagos inducidos por patégenos endodénticos y su regulacién
epigenética como determinantes para la inflamacién sistémica y la respuesta
al tratamiento en la periodontitis apical crénica” Versién 04/2016.

2. Miembros del Comité Etico-Cientifico de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile participantes en la aprobacién del Proyecto:

Dr. Eduardo Fernandez Sra. Paulina Navarrete Dr. Marco Cornejo
Presidente CEC Secretaria CEC Vice Pdte. CEC
Dr. Mauricio Baeza Sr. Roberto La Rosa Dra. Weronika Weil
Miembro permanente CEC Miembro permanente CEC Miembro permanente CEC
Dr. Rodrigo Cabello Dr. Alfredo Molina
Miembro permanente CEC Miembro alterno CEC

Fecha de Aprobacién: 29/06/2016
Titulo completo del proyecto: “Perfiles de la respuesta de macréfagos inducidos por
patégenos endodénticos y su regulacién epigenética como determinantes para la
inflamacién sistémica y la respuesta al tratamiento en la periodontitis apical crénica”
Versién 04/2016".

5. Investigador responsable: Dra. Marcela Hernandez Rios
Institucién Patrocinante: Facultad de Odontologia —~ Universidad de Chile

7. Documentacién Revisada:

» Consentimiento Informado (Cl) (Pacientes) aprobado por el CEC, con timbre y
fecha de edicion correspondiente, debidamente fechado y firmado por todos los
involucrados.

» Certificado del CIB

» Canra del Director de Departamento

» Proyecto de Investigacion
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8.- Fundamentacion de la aprobacién

Este proyecto es aprobado luego que se realizaran las modificaciones en relacion a los
siguientes aspectos:

» Fueron modificados en cuanto a formato y contenido el Consentimiento y Asentimiento
Informado.

» Se agregaron beneficios por participar en el estudio (limpieza dental, y examen dental
clinico y radiografico, examenes de perfil lipidico, CRP y hemoglobina glicosilada sin
costo).

» Se incorpora un flujograma explicativo con los tiempos e intervenciones sobre los
participantes en el proyecto.

En consecuencia, el Comité Etico Cientifico de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile, ha aprobado el Protocolo del estudio titulado “Perfiles de la
respuesta de macréfagos inducidos por patégenos endodénticos y su regulacion
epigenética como determinantes para la inflamacion sistémica y la respuesta al tratamiento
en la periodontitis apical crénica”

clc.: Investigador Principal y Secretaria C.E.C.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR
EN PROYECTO DE INVESTIGACION CON TOMA DE MUESTRA DE SANGRE

Este formulano de consentimiento puede contener aigunas palabras que usted prodbablemente no entienda, si es asi
puede pedr explicaciones al investigador.

Investigador Principal: Marcela Herndndez Rios, Emal: mhemandezrios@ ologia uchile ¢l Fono: 229781833

Titulo del Proyecto. PERFILES DE RESPUESTA DE MACROFAGOS INDUCIDOS POR PATOGENOS
ENDODONTICOS Y SU REGULACION EPIGENETICA COMO DETERMINANTES PARA LA INFLAMACION
SISTEMICA Y LA RESPUESTA AL TRATAMIENTO EN LA PERIODONTITIS APICAL CRONICA

Antes de tomar la decisidon de participar en la investigacion, lea cuidadosamente este formulario de consentimiento y
discuta cualquier inquietud que usted tenga con el investigador. wmmmmwwwm
demas miembros de su familia © amigos antes de tomar ka decision

1.- Solicitud de participaciéon

Usted ha sido invitado a participar voluntariamente en un proyecto de investigacion sobre periodontitis apical crénica,
bajo la supervision de la Dra. Marcela Hemdandez Rios, de la Universidad de Chile. Esta enfermedad corresponde a
una infeccion de origen dental que generaimente se produce cOMO consecuencia de cares y evoluciona con el
wmumammamnmumahmwmmpuw).a

2. -Si usted participa usted debera realizar:

a) Una entrevista previa a la toma de muestra. Ademds se le realizard un examen clinico oral gratuito. La
entrevista dura aproximadamente 15 minutos; la informacidén suministrada en la entrevista es confidencial.

b) En el caso de estar indicado el tratamiento de canal, se extraerdn 200 mi de sangre de su brazo antes del
tratamiento y en los controles de uno, seis y 12 meses post tratamiento. Una parte de esta sangre (leucocitos
mononucieares y suero) se usara para determinar la respuesta inmune celular asociada a esta patologia oral.
Se anakzardn en laboratono del Hospital Clinico de 1a Universidad de Chile perfil Ipidico, hemogiobina
glicosilada y proteina C reactiva. Ademds se le tomardn muestras del canal radicular del diente afectado
durante la realizacidn del tratamiento de canal (endodontico). En el caso de no tener dientes con periodontitis
apical (controles), sdlo se le tomard una muestra de sangre durante la primera visita. En el caso de tener
indicacion de extraccion de dientes con periodontitis apical o dientes sanos por indicacion de ortodoncia, se
extraerdn 10s tejicos blandos adheridos al diente para andlisis de la respuesta inmune local,

3. Criterios de inclusion.
Sujetos sanos (sin enfermedad actual general ni periodontitis apical) hombres y mujeres mayores de 18
afos y menores de 45 afos sin enfermedades generales.

4, Criterios de exclusion.
Individuos en tratamiento antibibtico o antinflamatorio en los Gltmos 3 meses
odontolégica.
3.- Riesgo y efectos adversos que pueden estar asociados a la i
Usted puede experimentar igeras molestias en el sitio de la extraccidn de la sangre.  Algunas
experimentan mareos 0 sensacion de debilidad general tras la extraccidn de la muestra. En el caso de las
muestras de Mluido de canal radicular O tejidos asOCiados a dientes extraidos, NO existen riesgos ni molestias
propias de la obtencion de muestra.
wym«ummm

Los resultados de la investigacion son estrictamente con fines clentificos y no comerciales. No se entregard
informacién de la investigacion a compafiias de Seguros ni olras Personas o instituciones sin su previa
autorizacidn,

b) Los resultados de la investigacidn podrén ser usados en presentaciones a congresos cientificos o
publicados en revistas cientificas nacionales o internacionales.

€) A sumuestra se le asignard un cOdigo numénco. Esto prevendrd que 1a persona que trabaje con su muestra
conozea la identidad del donante.,

S.- Beneficios para usted/sociedad:
a) En el caso de realizarse examen de sangre, como beneficios oblendrd examen dental clinico y
radiografico, limpieza dental, y exdmenes de perfil lipidico, CRP y hemogiobina glicosilada sin costo.

Ed. 2806/16



Usted estard haciendo una kbre y generosa donacion para la investigacidon que podra ser beneficiosa para
futuras generaciones. La participacidon es voluntaria y usted puede rehusar a participar y retirarse de
investigacion cualquier momento sin ninguna penalidad, en este Caso sus leucecitos serdn eliminados.

6.- Seguimiento
Para proteger sus derechos, la agencia que suministra los fondos (FONDECYT) para este proyecto podria en
algin momento inspeccionar los registros suministrados por usted para este proyecto (no por nombres, sino
utilizando solamente codigos numéricos). Esto con el fin de asegurarse de que sus derechos han sido
protegidos en este proyecto.

Compensaciones
En caso de dafios la compensacion sera en un 100% de cargo del investigador responsable, liberando de
gastos al sujeto y comprendera la atencién médica u odontolégica requerida.

8.- Aclaraciones

Si tiene preguntas O preocupaciones sobre este estudio, 0 si expenmenta cualquier problem ."'w” ‘Q"
investigador Marcela Herndndez Rios teléfonos 229781833, . >

&Uddeuamuhrwbnmdomdmmwmdenmaaénopmqmmhm oo
se puede dirigir al representante del Comité Etica de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile: DR.
Eduardo Fernandez al teléfono 220781742.

He leido este formulario de aprobacién y he tenido la oportunidad de hacer preguntas. Entiendo que
me daran copia de este documento. Consiento en participar en esta investigacion,

Nombre del Participante:

Firma Participante RUT Fecha

Firma Investigador Principal

Ed. 2806716
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Ed: 28/06/2016
FORMULARIO DE ASENTIMIENTO

He sido invitado a colaborar con la investigacion PERFILES DE RESPUESTA DE
MACROFAGOS INDUCIDOS POR PATOGENOS ENDODONTICOS Y SU REGULACION EPIGENETICA
COMO DETERMINANTES PARA LA INFLAMACION SISTEMICA Y LA RESPUESTA AL TRATAMIENTO EN
LA PERIODONTITIS APICAL CRONICA. Entiendo que colaboraré donando muestras de tejidos
asociados a dientes extraidos. Se me ha proporcionado el nombre de un investigador que puede
ser facilmente contactado y su direccidn de correo electrénico.

He leido la informacion proporcionada. He tenido la oportunidad de preguntar sobre ella y se
me ha contestado satisfactoriamente las preguntas que he realizado. Consiento
voluntariamente colaborar en esta investigacion donando mis dientes extraidos.

Nombre del Participante

Firma

Nombre del Tutor

Firma

Santiago, / /

Seccion a llenar por el Investigador o su representante:

HE: eXpliCads Sumrmermrmnssonnmnennn s s la naturaleza de la
investigacion. He contestado a las preguntas en la medida de lo posible y he preguntado si tiene
alguna duda. Una vez concluida la sesién de preguntas y respuestas, se procedid a firmar el
presente documento

Nombre y Firma del Investigador que toma el CI Fecha

Nombre y Firma del Investigador Principal Fecha

Ed 28/06/16 Fecha firma / 4 /



ANEXO 4

Ficha clinica

Nombre:

ID:

Fecha ingreso:

Diente:

Género: Femenino o Masculino O

Edad:

Nivel educacional:  basica incompleta o béasica completa O

completa O

media completa O

superior

ANAMNESIS

Enfermedad sistémica actual | No o Sio | Especificar:

Tratamiento médico los Sio

ultimos 6 meses

Especificar:

EXAMEN CLIiNICO

Maxilar superior Maxilar inferior
MV: V: DV: MB: B: DB:
Periodontitis cronica No o PS (mm) MP: p: DP: ML: L: DL:
Si o NIC MV: V: DV: MB: B: DB:
MP: P: DP: ML: L: DL:
(mm)

Gingivitis No o Si o

Cariados (N° de dientes):

Obturados (N° de dientes):
COPD _ i

Perdidos (N° de dientes):

COPD Total:
Fuma actualmente Si o No o
RIESGO CARDIOVASCULAR
Presion arterial (mm/Hg)
IMC (kg/m?)
Colesterol HDL (mg/dL)
Colesterol LDL (mg/dL)
Hb glicosilada (%)
DIAGNOSTICO
Diente: PAA O PAS o Fistula i Sano o

Absceso O

Diametro basal de la lesion radiografica Vertical: Horizontal :
(mm)
Tests de sensibilidad Positivo o | Percusion Positiva O
(frio/calor) Negativo O Negativa O
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EXAMEN PERIODONTAL

Nombre:

Fecha:

v

1.7

1.6

1.5

1.4

1.3

1.2

1.1

2.1

2.2

2.3

2.4

2.5

2.6

2.7

IG

SS

PE

PS

NIC

1.7

1.6

1.5

1.4

1.3

1.2

1.1

2.1

2.2

2.3

2.4

2.5

2.6

2.7

IG

SS

PE

PS

NIC

4.7

4.6

4.5

4.4

4.3

4.2

4.1

3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

3.7

IG

SS

PE

PS

NIC

4.7

4.6

4.5

4.4

4.3

4.2

4.1

3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

3.7

IG

SS

PE

PS

NIC

DIAGNOSTICO:

Sana o

Gingivitis o

Periodontitis o

35



