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1. RESUMEN

INTRODUCCION

Las lesiones apicales (LA) se originan a partir de la respuesta inmune frente a la
infeccidon endoddntica. Histolégicamente pueden corresponder a un granuloma o
quiste apical, este ultimo presenta revestimiento epitelial y derivaria de un
granuloma preexistente.

IL-6 es una citoquina pleiotropica expresada en altos niveles en lesiones
periapicales, con efectos locales y potencialmente sistémicos. Actua a través de
un complejo receptor compuesto por IL-6R y la glicoproteina (gp) 130. Hasta
ahora se desconoce su participacion en lesiones periapicales y en la patogénesis

de la evolucion de un granuloma a quiste apical.

OBJETIVOS

Determinar la inmunolocalizacion del complejo de sefializacién de IL-6 en lesiones
apicales de origen endodontico epitelizadas y no epitelizadas de pacientes con

periodontitis apical sintomatica y asintomatica.

MATERIALES Y METODOS

Se incluyeron LA de pacientes con diagnédstico clinico de periodontitis apical
(n=15) sintomaticas y asintomaticas, a las cuales se les realizd6 diagnostico
anatomopatolégico. Las muestras se procesaron por inmunohistoquimica e
inmunofluorescencia doble para determinar la presencia y localizacion de IL-6, IL-
6R y gp-130.

RESULTADOS

IL-6, IL-6R y gp-130 se inmunolocalizaron en células endoteliales y leucocitos
mononucleares de lesiones no epitelizadas y epitelizadas. En las lesiones
epitelizadas el complejo de sefalizacién de IL-6 ademas se identificd en el epitelio
proliferante y en el estrato basal del revestimiento epitelial, en un patron de

localizacion de membrana, y la intensidad fue disminuyendo hacia la superficie a
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la altura del estrato espinoso. IL-6 e IL-6R se co-inmunolocalizaron en plasmocitos

y linfocitos.

CONCLUSIONES

IL-6, su receptor y gp-130 se encuentran en lesiones periapicales de origen
endodédntico, especificamente leucocitos, células endoteliales y epitelio de quistes
apicales, contribuyendo a explicar los efectos mediados por IL-6 durante la

formacion del revestimiento epitelial de quistes apicales.



2. MARCO TEORICO

Las lesiones apicales se originan como resultado de la respuesta inmune del
hospedero frente a la infeccién endododntica (Aw, 2016). Desde el punto de vista
clinico, representan una manifestacion de las formas crénicas de periodontitis
apical (PA) que pueden presentarse sintomaticas o asintomaticas (Bernardi y
cols., 2015; Garrido y cols., 2015). Estas se caracterizan por la destruccion de los
tejidos peri-radiculares, particularmente del hueso alveolar, identificable en una
radiografia periapical como una lesion radiolucida; mientras que desde el punto de
vista anatomopatoldgico una lesion periapical puede corresponder a un granuloma

o quiste apical (Caligkan y cols., 2016; Vidal, 2015).

El granuloma apical se caracteriza histolégicamente por estar constituido por tejido
de granulacion. El quiste radicular esta compuesto por una cavidad quistica
formada por tejido conectivo y delimitada por un revestimiento epitelial escamoso
estratificado, con grados variables de inflamacién (Bernardi y cols., 2015). Se
propone que un granuloma preexistente podria evolucionar a un quiste radicular
por estimulacion inflamatoria de los restos epiteliales de Malassez incluidos en el
periodonto, permitiendo la epitelizacion de la lesion, hasta generar el revestimiento
epitelial completo que caracteriza al quiste (Bernardi y cols., 2015); sin embargo,

los estimulos de senalizacion involucrados se desconocen.

El componente central de la patogenia de las lesiones apicales es la inflamacion.
Los leucocitos infiltrantes producen citoquinas pro-inflamatorias y osteoliticas,
tales como, la interleuquina (IL)-6, IL-1( y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),
entre otras (Garrido y cols., 2015). La IL-6 es una citoquina con una estructura de
cuatro hélices de 184 aminoacidos (Rose-John, 2012), altamente pleiotropica
(Hernandez-Caldera y cols., 2017), involucrada en procesos fisiologicos vy
patolégicos (Hosokawa y cols., 2014). Presenta funciones en la regulaciéon del
sistema inmune y desempefa un papel central en infecciones bacterianas y
virales. De forma general, IL-6 junto con otras citoquinas, esta principalmente
involucrada en la inflamacién al controlar la diferenciacion, proliferacién, migraciéon

y apoptosis de células diana. Sin embargo, también participa en una gran variedad



5
de procesos como el control metabdlico del organismo, regeneracién de tejidos, el
desarrollo embrionario, la consolidacion de la memoria (Rose-John, 2012; Scheller
y cols., 2014), respuesta de fase aguda y patologias como el cancer, obesidad,
sepsis y enfermedades autoinmunes (Garbers y Rose-John, 2018). Su sintesis es
inducida en diferentes tipos celulares por lipopolisacaridos (Wolf, 2014) y proteinas
proinflamatorias, como IL-1 y TNF-a, con las cuales presenta efectos sinérgicos,
estimulando la inflamacién, osteoclastogénesis y la resorcién 6sea (Hernandez-
Caldera y cols., 2017). Adicionalmente, IL-6 es capaz de estimular la proliferacion

del tejido epitelial (Hernandez-Caldera y cols., 2017).

El complejo de sefializacién de IL-6 esta conformado por IL-6 (ligando), el receptor
de IL-6 (IL-6R) y la subunidad del receptor, la cual corresponde a dos moléculas
de glicoproteina 130 (gp-130) (Scheller y cols., 2014; Rose-John y cols., 2017).
Existen dos mecanismos de sefalizacién del complejo de IL-6: 1) La forma clasica,
donde IL-6 soluble se une al receptor de IL-6 de membrana celular (IL-6Rm), el
cual interactua con las moléculas de gp-130 que se encuentran también en la
membrana. La gp-130 es una glicoproteina de cadena de transduccién de senal
comun que se encuentra en la mayoria de las células del organismo, a diferencia
de IL-6R que sélo se ha detectado en hepatocitos, algunas células epiteliales,
macrofagos, neutrofilos y algunos linfocitos (Scheller y cols., 2014). Por lo anterior,
la presencia de IL-6Rm determina si una célula es o no sensible a IL-6; mientras
que en aquellas células carentes del receptor de membrana, el efecto de IL-6
puede estar mediado por el mecanismo de trans-sefalizacién (Rose-John y cols.,
2017; Fig. 1). 2) La trans-senalizacion consiste en la union de la IL-6 con el
receptor soluble de IL-6 (IL-6Rs). Este complejo se une a las moléculas de gp-130
de la membrana celular, generando la homodimerizacién de éstas y siguiente

sefalizacion intracelular (Garbers y Rose-John, 2018; Fig.1).

La trans-senalizacion es importante en células madre embrionarias,
hematopoyéticas, neuronales, células musculares lisas (Garbers y Rose-John,
2018) y células endoteliales (Scheller y cols., 2014). A diferencia de la mayoria de
los receptores solubles, que actuan como antagonistas, IL-6Rs tiene propiedades

agonistas y al formar un complejo con IL-6 activan células que presenten gp-130
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en la superficie de membrana (Scheller y cols., 2014). La generaciéon de IL-6Rs
estd mediada por dos mecanismos. El primero corresponde a una segmentacion
proteolitoca de IL6-Rm, el cual depende de metaloproteasas de membrana, como
ADAM17 y ADAM10 (Scheller y cols., 2011; Fig.1). EI segundo mecanismo, que
genera el 1 a 10% del receptor soluble, depende de corte y empalme alternativo
del ARNm de IL-6R que codifica el dominio transmembrana (Wolf, 2014). Las
formas solubles resultantes pueden interactuar con aquellas células que no

expresan IL-6R unida a la membrana celular (Garbers y Rose-John, 2018).

Se ha demostrado que las diferentes formas de sefalizacion de la IL-6 tienen
diferentes funciones. La sefalizacion clasica tiene actividades homeostaticas,
antiinflamatorias y regenerativas, tales como regeneracién de células epiteliales,
inhibicion de apoptosis epitelial y activacion de la respuesta de fase aguda
hepatica (Rose-dJohn, 2012). Ademas, participa en neovascularizacion vy
cicatrizacion (Korotaeva y cols., 2018). Estas actividades dependen de IL-6R
unido a la membrana (Scheller y cols., 2014; Baran y cols., 2018). Por otro lado, la
trans-senalizacion tiene actividades asociadas a patologia, principalmente
enfermedades inflamatorias y desarrollo del cancer (Garbers y cols., 2011). Dentro
de éstas se incluyen el reclutamiento de células inflamatorias, la inhibicién de la
apoptosis de células inflamatorias (Rose-John, 2012), proliferacion de células T y
regulacion de la expresion de la molécula de adhesidén en las células endoteliales
(Scheller y cols., 2011). Es por esta razon que la trans-sefalizacion tiene un rol
importante en el desarrollo de enfermedades inflamatorias crénicas (Garbers vy
cols., 2011). Por lo tanto, las diferentes funciones de esta citoquina la definen

como una proteina anti y proinflamatoria (Prso y cols., 2007).
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FIGURA 1. Senalizacién clasica y trans-sefalizacion de IL-6. A la izquierda se grafica
la sefializacion clasica de IL-6. IL-6 se une a IL-6Rm, y este complejo se asocia a gp-130 en la
membrana celular. La trans-sefializaciéon se grafica al centro, donde IL-6 se une a IL-6Rs, y
este complejo se asocia a las moléculas de gp-130 presentes en la membrana. Luego de
conformado el complejo de sefalizacion en su totalidad, en ambos casos, ocurre la
homodimerizacion de gp-130 y se inicia la transduccidén de sefiales intracelulares. Extrema
derecha: IL-6R se sintetiza en algunos tipos celulares especificos y luego es escindido por las
metaloproteasas ADAM17 y ADAM 10 unidas a membrana para generar la forma soluble del
receptor que permitira la trans-sefializacion en otros tipos celulares que no lo expresan
(Garbers y Rose-John, 2018).

En general, las principales células que sintetizan IL-6 son los monocitos,
macrofagos, linfocitos B activados y neutrdéfilos. Sin embargo, también las células
epiteliales, endoteliales, fibroblastos y adipocitos han demostrado sintesis de IL-6
(Graunaite y cols., 2011; Baran y cols., 2018). A nivel de las lesiones apicales, por
un lado, se ha demostrado in vitro que los macrofagos y neutrofilos sintetizan IL-6
en respuesta a estimulos bacterianos (Azuma y cols., 2013). Por otro lado, se ha
reportado que IL-6 se expresa en queratinocitos, mayormente a nivel del estrato
basal, y células endoteliales de vasos sanguineos cercanos al epitelio en quistes
radiculares inflamatorios (Bernardi y cols., 2015). Adicionalmente, los niveles de

IL-6 demostraron ser mas altos en las lesiones apicales sintomaticas (Jakovljevic y
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cols., 2015), epitelizadas (Radics y cols., 2003) y de mayor tamano (Azuma vy
cols., 2013), comparadas con las lesiones apicales asintomaticas, no epitelizadas
y de menor tamafo. También se ha reportado que el crecimiento quistico puede
deberse a la estimulacién endocrina de los queratinocitos por TNF-alfa e IL-6, y a
la actividad osteolitica de estas citoquinas, que causa la pérdida ésea local (Prso y
cols., 2007), esto ultimo debido a que IL-6 puede inducir la formacion de

osteoclastos (Azuma y cols., 2013).

Con respecto al resto de los constituyentes del complejo de IL-6, la expresion de
gp-130 es ubicua, y en los tejidos periapicales se ha detectado en ligamento
periodontal sano; IL-6R, por otro lado no se ha detectado en el ligamento
periodontal sano. Por el contrario, el receptor de IL-6 se ha detectado en lesiones
apicales, sin embargo, se desconocen los tipos celulares en los cuales seria
expresado. Sobre la base de lo anterior, un estudio reciente de nuestro grupo de
investigacion determin6 que el mecanismo de accién de IL-6 en tejido periodontal
sano Yy lesiones periapicales estaria mediado via trans-sefalizacion. Este
mecanismo, tendria relevancia en la regulacién de la homeostasis periodontal y la
respuesta inflamatoria sistémica y consecuente riesgo cardiovascular asociado a
lesiones periapicales (Garrido y cols., 2015; Hernandez-Caldera y cols., 2017).
Respecto de la patogenia de las lesiones periapicales, estos antecedentes
sugieren que el complejo de sefalizaciéon de la IL-6 podria participar en la
formacion de un quiste radicular a partir de un granuloma preexistente. Sin
embargo, los reportes sobre el complejo de sefalizacion de la IL-6 en lesiones
apicales humanas de origen endoddntico son escasos y se limitan a la expresion
de IL-6, pero no del complejo receptor. El objetivo del presente estudio es
determinar la inmunolocalizacion del complejo de sefializacidon de IL-6 en lesiones

apicales de origen endodontico epitelizadas y no epitelizadas.



3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 Hipoétesis

El complejo de sefalizacion de interleuquina-6 se expresa durante la epitelizacion
de las lesiones apicales de origen endododntico de pacientes con periodontitis apical

sintomatica y asintomatica.

3.2 Objetivo general

Determinar la inmunolocalizacion del complejo de sefializacién de IL-6 en lesiones
apicales de origen endodontico epitelizadas y no epitelizadas de pacientes con

periodontitis apical sintomatica y asintomatica.

3.3 Objetivos especificos

- Determinar la localizacion tisular de IL-6, IL-6R y gp-130 en lesiones apicales de
origen endodontico epitelizadas y no epitelizadas.
- Caracterizar la localizacion tisular del complejo de IL-6 en lesiones apicales de

origen endodontico sintomaticas y asintomaticas.
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3. MATERIALES Y METODOS

4.1 Diseio del estudio

Se realizd un estudio observacional descriptivo. El estudio esta adscrito al
Fondecyt 1160741, aprobado por el comité Etico-Cientifico de la Facultad de
Odontologia, Universidad de Chile (Anexos 1-2).

4.2 Obtencion de las muestras

Las muestras fueron obtenidas a partir de dientes con indicacion de exodoncia en
la clinica de Odontologia de la Facultad de Odontologia, Universidad de Chile,
Santiago. Los criterios de inclusion fueron muestras de pacientes mayores de 18
afios, con diagndstico clinico de periodontitis apical, compatible radiograficamente
con granuloma o quiste (lesion radiolucida = a 3 mm), en dientes con caries dental,
con respuesta negativa al test de sensibilidad pulpar, con o sin sintomatologia a la
percusion vertical. Los criterios de exclusion fueron pacientes con enfermedades
sistémicas distinta a la descrita y/o con consumo de antibidticos y/o anti
inflamatorios en los ultimos 6 meses previos al estudio. Los antecedentes vy
examen clinico fueron registrados en una ficha clinica especialmente disefiada con
este fin (Anexo 3). Las muestras se enviaron al Servicio de anatomia patoldgica

de la Facultad de Odontologia, Universidad de Chile, para su procesamiento.

Se obtuvieron un total de 15 muestras, distribuidas en cuatro grupos; lesiones
epitelizadas sintomaticas (n=3), lesiones epitelizadas asintomaticas (n=5), lesiones

no epitelizadas sintomaticas (n=2) y lesiones no epitelizadas asintomaticas (n=5).

4.3 Procedimiento Histopatolégico

Se incluyeron muestras de tejido en parafina y se les realizd el procesamiento de
rutina para el diagndstico de lesion apical epitelizada (8) y no epitelizada (7). IL-6,
IL-6R y gp-130 se inmunolocalizaron en secciones de tejido mediante

inmunohistoquimica o inmunofluorescencia.
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4.4 Inmunohistoquimica

Se obtuvieron cortes de 4 um, se desparafinaron, hidrataron y se realizé la
recuperaciéon antigénica con tampén citrato pH 6, se bloqued la peroxidasa
enddégena mediante incubacién con perdxido de hidrégeno/ metanol al 0,3% y se
bloquearon las uniones inespecificas con suero equino al 2,5% (Normal Horse
Serum, R.T.U Vectastain Kit, Vector Laboratories, Burlingame, CA).
Posteriormente, se incubaron los anticuerpos primarios; anti-IL-6, IL-6R y gp-130
humanos (# ab9324, # ab128008 y # ab202850, respectivamente, Abcam,
Cambridge, MA) durante la noche en diluciones 1:500, 1:400 y 1:500,
respectivamente. La inmunotincion se realizé con el kit comercial de revelado
Vectastain Elite ABC (Vector Laboratories) que utiliza anticuerpos secundarios
anti-conejo y anti-raton conjugados con peroxidasa, segun corresponda (R.T.U
Biotinlated Universal Antibody Anti-rabbit/ mouse 1gG) y DAB (Zymed Labs Inc,
San Francisco, CA). Los procedimientos se realizaron segun las indicaciones del
fabricante respectivo. Finalmente, se efectud la contratincion con hematoxilina de

Mayer (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) y se montaron en portaobjetos.

4.5 Inmunofluorescencia doble

Para realizar la inmunofluorescencia doble se realiz6 el mismo procedimiento
anterior hasta la incubacion con los anticuerpos primarios anti-IL-6 y anti-IL-6R,
pero en diluciones de 1:10 y 1:75 respectivamente y con bloqueo de uniones
inespecificas mediante Blackground Block (Cell Marque, Rocklin, CA) y glicina
0,3M. Luego se lavaron las muestras con una solucion salina tamponada con
fosfato y detergente (PBS-tween 0,05%), y se incubaron los anticuerpos
secundarios Alexa Fluor® 488 anti-raton de alpaca y Alexa Fluor® 647 anti-conejo
de cabra apropiados (Jackson Immunoresearch Laboratories, West Grove, PA), en
diluaciones de 1:100 y 1:200 respectivamente, durante 6 horas a temperatura
ambiente en cdmara humeda. Finalmente se realizé el lavado con PBS-T 0,05% y
se incubd con DAPI (Vector Laboratories) durante 3 minutos. Posteriormente los
portaobjetos se montaron en tris 20 mM pH8 en glicerol al 90%. Las muestras se

examinaron y capturaron usando un microscopio confocal (Leica TCS SP8, Leica



12
Microsystems). Las imagenes digitales se procesaron con un software de edicidon
de imagenes (Leica Application Suite X, Leica Microsystems) y se seleccionaron

imagenes bidimensionales.

4.6 Evaluacion de las muestras

La inmunolocalizacion de IL-6, IL-6R y gp-130 se realiz6 por dos
anatomopatdlogos independientes en un microscopio O6ptico y confocal,
respectivamente dependiendo de la técnica inmunoldgica. Se adquirieron
imagenes representativas utilizando una camara digital montada en el
microscopio. Los controles positivos y negativos se procesaron dentro de cada

serie. Las células positivas se identificaron sobre la base de criterios morfologicos.
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4. RESULTADOS

5.1 Caracteristicas de los pacientes

Se incluyeron un total de 15 muestras de lesiones apicales de origen endoddntico,
de las cuales, 8 correspondieron a lesiones apicales epitelizadas y 7
correspondieron a lesiones no epitelizadas. Las caracteristicas clinicas vy
demograficas de los pacientes con periodontitis apical crénica se presentan en la

tabla 1. No se obtuvieron los datos de 6 pacientes.

TABLA 1: Caracteristicas clinicas y demogréficas.

Diagnodstico | N° Asintomaticas | Sintomaticas | Mujeres Edad

(n) (n) (%) (Mediana (RIQ))
L.A. 8 5 3 80 37 (25,5)
epitelizada
L.A. no 7 5 2 50 30 (17,75)
epitelizada

*L.A: Lesion apical; RIQ: Recorrido intercuartilico.
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5.2 Localizacién celular de IL-6, IL-6R y gp-130 en lesiones apicales de origen
endodéntico

El complejo de sefalizacion de IL-6 se detectd en todas las muestras de lesiones
apicales evaluadas, y su localizacién se identifico principalmente en el infiltrado
inflamatorio y epitelio de las lesiones (Fig. 2). Este patrén de localizacién fue

similar para lesiones epitelizadas y no epitelizadas.

500 pm

FIGURA 2. Inmunodeteccién de IL-6, IL-6R y gp-130 en lesiones apicales de

origen endodontico epitelizadas y no epitelizadas. (A-C) Lesiones epitelizadas 4x, (D-F)
lesiones no epitelizadas 4x. (A y D) IL-6, (B y E) IL-6R, (C y F) gp-130. EP: Inmunotincién
positiva en epitelio. TC: Inmunotinciéon positiva en tejido conectivo inflamado en lesiones

epitelizadas y no epitelizadas.
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5.3 Localizacién celular del complejo receptor en lesiones epitelizadas y no
epitelizadas

IL-6, IL-6R y gp-130, tanto en las lesiones apicales epitelizadas como no
epitelizadas se inmunolocalizaron mayoritariamente en células mononucleares del
infiltrado inflamatorio, particularmente en linfocitos, células tipo macréfago,
plasmocitos y células endoteliales. Ademas, se observaron algunos neutrofilos
inmunopositivos. En lesiones epitelizadas se identific6 ademas inmunopositividad
para IL-6, IL-6R y gp-130 en el tejido epitelial. De interés, particularmente IL-6R en
tejido epitelial se inmunolocalizé en un patron de superficie de los queratinocitos
del epitelio de revestimiento maduro; no asi en el epitelio inmaduro proliferante de

granulomas, donde el patron fue difuso (Fig. 3, 4y 5).

FIGURA 3. Inmunolocalizacion de IL-6 en lesiones apicales de origen endododntico

epitelizadas y no epitelizadas. (A-C) Lesiones epitelizadas 100x, (D-F) lesiones no
epitelizadas 100x. P, células plasmaticas. L, linfocitos. N, Neutrofilos. E, células epiteliales. M,

células tipo macrofago. VS, vaso sanguineo.



FIGURA 4. Inmunolocalizacién de IL-6R en lesiones apicales de origen

endodéntico epitelizadas y no epitelizadas. (A-C) Lesiones epitelizadas 100x, (D-F)

lesiones no epitelizadas 100x. P, células plasmaticas. L, linfocitos. N, Neutrofilos. E, células
epiteliales. M, células tipo macréfago. VS, vaso sanguineo.



FIGURA 5. Inmunolocalizacion de gp-130 en lesiones apicales de origen

endodéntico epitelizadas y no epitelizadas. (A-C) Lesiones epitelizadas 100x, (D-F)
lesiones no epitelizadas 100x. P, células plasmaticas. L, linfocitos. N, Neutrofilos. E, células

epiteliales. M, células tipo macréfago. VS, vaso sanguineo.
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La extensién e intensidad de la inmunotincion varié en el espesor del epitelio. El
estrato basal presentd una inmunoexpresion positiva de alta intensidad, mientras

que ésta fue disminuyendo progresivamente hasta ser negativa en el estrato

superficial (Fig.6).

FIGURA 6. Inmunolocalizacién de IL-6, IL-6R y gp-130 en lesiones apicales de
origen endodontico epitelizadas. (A-C) Lesiones epitelizadas 10x, (D-F) lesiones
epitelizadas 40x. (A 'y D) IL-6, (B y E) IL-6R, (C y F) gp-130. EP: estrato basal con

inmunotincién positiva para los distintos componentes del receptor de IL-6. EPN: estrato

superficial con inmunotincién negativa para IL-6, IL-6R y gp-130.
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5.4 Presencia del complejo de IL-6 en lesiones apicales de origen
endodédntico segun sintomatologia

En las lesiones epitelizadas y no epitelizadas, tanto sintomaticas como
asintomaticas, se observo la inmunotincion de IL-6, IL-6R y gp-130 en en infiltrado
inflamatorio segun se describi6 previamente. A su vez el patron de
inmunopositividad anteriormente descrito en el epitelio se observé indistintamente
de la sintomatologia de la lesion (Tabla 2). No se identificaron diferencias

cualitativas en el patrén de tincion de ambos tipos de lesiones.

TABLA 2. Células inmunopositivas en lesiones apicales segun sintomatologia.

SINTOMATICAS (5) ASINTOMATICAS (10)

Tipo celular | IL-6 IL-6R | gp-130 | IL-6 IL-6R | gp-130
LINFOCITOS |+ n + i + +
NEUTROFILOS |+ + + + + +
MACROFAGOS | + + + . + +
PLASMOCITOS | + + + + + +
ENDOTELIOCITOS |  + n + i + +
QUERATINOCITOS |+ + + + + +

(+): Inmunopositivo; (-): Inmunonegativo.
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5.5 Co-inmunolocalizacion de IL-6 e IL-6R en lesiones apicales

Se demostro la colocalizacion de IL-6 y su receptor en las lesiones periapicales en
el infiltrado inflamatorio mononuclear en capsula y en el revestimiento epitelial
(Fig. 7, 8 y 9). El patrén de colocalizacién de IL-6 e IL-6R en el epitelio fue

evidente en los estratos basal y parabasal.

'DAPI + IL-6R

FIGURA 7. Colocalizacion de IL-6 e IL-6R en células mononucleares en lesiones
apicales de origen endodontico. (A) DAPI (ncleos), (B) DAPI + IL-6, (C) DAPI + IL-6R y
(D) fusion, mostrando la co-inmunolocalizacion de IL-6 e IL-6R en linfocitos (L) y plasmocitos
(P), 63x.
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DAPI + IL-6

DAPI + IL-6R

FIGURA 8. Colocalizacién de IL-6 e IL-6R en el revestimiento epitelial de lesiones
apicales de origen endodontico. (A) DAPI (nicleos), (B) DAPI + IL-6, (C) DAPI + IL-6R y
(D) fusidon, mostrando localizacion en membrana celular de queratinocitos basales vy

parabasales, 40x.
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FIGURA 9. Imagen aumentada de fusion de IL-6 e IL-6R en lesiones apicales de

origen endoddntico. Flecha muestra localizacion en membrana celular de queratinocitos

basales y parabasales, 40x.
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5. DISCUSION

Las lesiones periapicales son un mecanismo de respuesta del hospedero frente a
la infeccidn bacteriana persistente del sistema de canales radiculares del diente,
donde intervienen diferentes células y sus mediadores inflamatorios. En este
estudio reportamos que el complejo de sefalizacion de IL-6 se inmunolocalizé en
el epitelio de las lesiones apicales, como también en el infiltrado inflamatorio,

sugiriendo que participa en la epitelizacién de estas.

La IL-6 ha sido previamente detectada en lesiones apicales humanas. Estudios
realizados por nuestro equipo de trabajo detectaron mRNA de IL-6 e
inmunolocalizaron IL-6 en lesiones apicales asintomaticas (Garrido y cols., 2015).
Ademas se ha reportado que los niveles de IL-6 son mayores en lesiones apicales
sintomaticas que asintomaticas y controles sanos, y mayores en lesiones
asintomaticas que en los controles (Prso y cols., 2007). Coincidentemente, en
nuestro estudio inmunodetectamos la presencia de IL-6 en las lesiones
periapicales epitelizadas y no epitelizadas, sintomaticas y asintomaticas. Estos
resultados apoyan el concepto de que IL-6 presenta un papel esencial en el
desarrollo de las lesiones apicales, mostrando relevancia en la forma epitelizada.
En el presente estudio inmunodetectamos IL-6 en células tipo macréfagos,
plasmocitos, algunos neutrofilos, linfocitos, células endoteliales y epiteliales. En la
misma linea, otros autores inmunodetectaron IL-6 en neutrdfilos y células
plasmaticas en granulomas apicales (Euler y cols.,, 1998) y en células tipo
macrofagos en quistes apicales (Bracks y cols., 2014). Hasta la fecha, no existen
reportes previos sobre la localizacion de IL-6 en células endoteliales y linfocitos en
LA; sin embargo IL-6 si se ha inmunolocalizado en macrofagos, células T, células
B CD20+, células endoteliales y fibroblastos del tejido gingival de pacientes con
periodontitis crénica (Matsuki y cols., 1992). IL-6 se ha inmunodetectado también
en otros tipos de tejidos, especialmente en células T CD2+ en tejido sinovial de
pacientes con artritis reumatoide (Hirano y cols., 1988). De este modo, IL-6 tendria
un rol central en la patogenia de enfermedades inmunoinflamatorias vy
particularmente en lesiones apicales. Es conocido que la produccion excesiva y

continua de citoquinas, como la IL-6, en tejidos periodontales inflamados es la
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principal determinante del progreso de la periodontitis crénica en términos de la
destruccion de los tejidos periodontales, ya que desempefan un importante papel
en el reclutamiento cronico de leucocitos, la respuesta inmune adaptativa (Th1,
Th17), induccion de metaloproteinasas de matriz y diferenciacion y activacion
osteoclastica (Okada y cols., 1998; Prso y cols., 2007). Por lo tanto, IL-6 podria
participar en la destruccién del tejido éseo apical participado en progresién de la
PA.

La evidencia muestra que los quistes odontogénicos surgen de restos epiteliales
de Malassez provenientes de la odontogénesis (Meghji y cols., 1996; Mundi y
cols., 2011; Bernardi y cols., 2015). A pesar de que no existen estudios previos
que reporten la presencia de IL-6 en las células epiteliales de las lesiones
apicales, se ha detectado mRNA de IL-6 en células epiteliales gingivales humanas
(Yang y cols., 2014). Ademas, se han encontrado mayores niveles de IL-6 en
queratinocitos de carcinoma oral de células escamosas (COCE) con metastasis a
linfonodos en comparacion con aquellos sin metastasis (Nakano y cols., 1999).
Estos antecedentes sugieren que los queratinocitos locales participan en la
senalizacion mediada por IL-6 y en particular, la IL-6 podria estar participando en
la epitelizaciéon de las lesiones apicales, posiblemente en procesos de proliferacion
y/o migracion queratinocitica. También reportamos por primera vez la
inmunodeteccién de IL-6 en células endoteliales de lesiones apicales. Sin
embargo, por un lado un estudio demostré que IL-6 estimula la proliferacion de
células endoteliales dérmicas in vitro (Neiva y cols., 2014). Por otro lado, en un
estudio se observd que la estimulacion de células endoteliales vasculares
humanas con LPS de Porphyromonas gingivalis conduce la secrecién de IL-6, in
vitro (Triantafilou y cols., 2007). Esto sugiere que IL-6 podria ser clave en la

angiogénesis (Hirano y cols., 1998) en lesiones apicales.

Nuestros resultados demuestran por primera vez la presencia de IL-6R y gp-130
en células epiteliales de LA de origen endoddntico epitelizadas. Recientemente
nuestro grupo de trabajo reportd la expresion proteica de IL-6R en lesiones
apicales asintomaticas, mientras que no se detectd en ligamento periodontal sano

(Hernandez-Caldera y cols., 2017). Esto coincide con nuestros resultados, los
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cuales mostraron la inmunodeteccién de IL-6R en el tejido de granulacion y
epitelial de todas las lesiones apicales epiteliadas y no epitelizadas. Estudios in
vitro respaldan la presencia de IL-6R en macréfagos y linfocitos (Polgar y cols.,
2000; Sawada y cols., 2013). Si bien, reportes previos de nuestro laboratorio
indican que los efectos derivados de IL-6 en lesiones apicales y fibroblastos de
ligamento periodontal estarian principalmente mediados por trans-sefalizacion, es
decir, via receptor soluble de IL-6 (Hernandez-Caldera y cols., 2017), el patron
superficial de inmunolocalizacion de IL-6R en queratinocitos demostrado en el
presente estudio, sugiere la presencia de su forma unida membrana en lesiones
epitelizadas, que clasicamente se expresa en hepatocitos (Gabay y cols., 1995).
Este patron también se ha descrito en el epitelio de cancer nasofaringeo (Zhang y
cols., 2013) y de ovario (Wouters y cols., 2014). La via clasica de sefalizacion de
IL-6 promueve la migracion de células epiteliales de la cérnea (Ebihara y cols.,
2011), mientras que la via trans media la osteoclastogénesis inducida por RANKL
dependiendo de la concentracion de este ultimo, en modelo animal (Feng y cols.,
2017). Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que la ligacién de IL-6 a su
receptor de membrana en el epitelio de las lesiones apicales de origen
endodontico ocurriria mediante sefializacion clasica, estimulando su migracion y
proliferacion. Mientras que en el tejido de granulaciéon, la senalizacidon

predominante seria la trans, estimulando una respuesta pro-inflamatoria.

En relacién con gp-130, y en linea con lo reportado por la literatura, ésta presento
una distribucion ubicua en las lesiones periapicales. De modo similar a IL-6 y IL-
6R, gp-130 se inmunolocalizé en células mononucleares y polimorfonucleares de
las LA; en plasmocitos, linfocitos, células tipo macréfago, neutréfilos, células
endoteliales y epiteliales. Un estudio previo in vitro respalda nuestros hallazgos, en
que neutrdfilos aislados de sangre humana estimulados con IL-15 e IL-18
secretaron gp-130 e IL-6Rs (Jablonska y Marcinczyk, 2003). En adicién, en un
estudio realizado en pacientes con preeclampsia, se inmunodetecté gp-130 en
vasos sanguineos de tejido subcutdaneo (Wang y cols., 2011). Ademas, en un
estudio de cancer de préstata donde se evalué IL-6 y gp-130 mediante
inmunohistoquimica, se inmunodetectd IL-6 en el estrato epitelial de préstata

normal, hiperplasia prostatica benigna y cancer de prdstata, en cambio gp-130



26
sb6lo se detectdé en el epitelio de hiperplasia prostatica benigna y cancer de
préstata (Rodriguez- Berriguete y cols., 2010). Por lo tanto, todos estos
antecedentes en conjunto sugieren que el complejo de la IL-6 es clave en la

patogénesis de las lesiones apicales.

En cuanto a la sintomatologia de las lesiones apicales, observamos que el patrén
de tincion fue similar en lesiones sintomaticas y asintomaticas. Esto, debido a que
en ambos tipos de lesiones hubo inmunotincién de IL-6, IL-6R y gp-130 para las
células mononucleares y polimorfonucleares estudiadas. Esto se asemeja con un
estudio realizado en lesiones apicales crénicas sintomaticas y asintomaticas,
donde se inmunodetectod IL-6 en células inflamatorias. En éste se observd que las
células predominantes en las LA fueron linfocitos T y B, independientemente de la
sintomatologia (Luki¢ y cols., 2008). Sobre la base de lo anterior, el patron de
inmunolocalizacion de complejo receptor de IL-6 seria similar en LA sintomaticas y

asintomaticas, y que lo que podria variar serian los niveles secretados de IL-6.

Sobre la base de lo anterior, las lesiones apicales de origen endoddntico humano
podrian actuar como reservorio de IL-6, y ésta a su vez es capaz de sintetizar
proteina C reactiva en lesiones periapicales asintomaticas y tejidos periodontales
actuando como una fuente extra-hepatica, de modo que podrian contribuir en la
génesis de la inflamacién sistémica de bajo grado que a su vez representa un
factor de riesgo cardiovascular (Garrido y cols., 2015). Recientemente, nuestro
grupo de trabajo reporté mayores niveles de IL-6 y CRP, entre otros mediadores
inflamatorios, en el suero de pacientes con periodontitis apical asintomatica en
relacidon con individuos sanos, demostrando una asociacion entre la presencia de
LA y riesgo de enfermedad cardiovascular en adultos jovenes (Garrido y cols.,
2018). En linea con lo anterior se ha reportado un aumento de los niveles séricos
de IL-6 en sangre en modelos experimentales de lesiones apicales inducidas en
ratas. Esto condujo a cambios inflamatorios reversibles en el arco adrtico,
miocardio y bazo, asi como cambios irreversibles en el higado (Zhang y cols.,
2016).
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6. CONCLUSIONES

IL-6, IL-6R y gp-130 se encuentran expresadas en lesiones periapicales de origen
endodéntico, especificamente células tipo macrofagos, neutréfilos, linfocitos,
plasmocitos, células endoteliales y epitelio de lesiones epitelizadas, en estas
ultimas en un patrén de superficie celular. Estos hallazgos sugieren que IL-6
mediaria la formacion del revestimiento epitelial de quistes apicales, via

senalizacion clasica y la respuesta pro-inflamatoria via trans-sefalizacion.
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8. ANEXOS Y APENDICES

Anexo 1. Acta de aprobacion de protocolo de investigacion (2 paginas).

- Fd-29 junio 2016
FACULTAD DE | COMITE ET100

SPONTOLOCIA | CIENTIFICO
ACTA DE APROBACION DE PROTOCOLOQ DE INVESTIGACION

Or. Eduardo Famdndz Pdie/ Ses. P. Nawarmete Secrl Dr. M. Comejo Vice-Pdied S¢. R La Rosa / Dr, R, Cabelod Dr. Msunicio Saezal Dra.
Waronika Wel | D, A Mokna

INFORME N":2016/08

1. Acta de Aprobacion de Proyecto FONDECYT titulado “Perfiles de la respuesta de
macréfagos inducidos por patégenos endoddnticos y su regulacién
epigenética como determinantes para la inflamacion sistémica y la respuesta
al tratamiento en la periodontitis apical cronica” Version 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 permanents CEC
Dr. Rodrigo Cabello Dr. Alfredo Molina
Miembro permanente CEC Msembro alterno CEC

3. Fecha de Aprobacién: 29/06/2016

4. Titulo completo del proyecto: “Perfiles de la respuesta de macr bfagos inducidos por
patogenos endodénticos y su regulacion epigenética como determinantes para la
inflamacién sistémica y la respuesta al tratamiento en la periodontitis apical crénica”
Version 04/2016".

Investigador responsable: Dra. Marcela Hemandez Rios.,
. Institucion Patrocinante: Facultad de Odontologia — Universidad de Chile
7..'D tacién Revisad

» 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

» Canta del Direclor de Departamento

> Proyecto de Investigacion
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Fd-29 unio 2016

8.- Fundamentacion de la aprobacién

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

» Fueron madificados en cudnto 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
costa).

> Se incorpora un flujograma explicativo con los tiempos e intervenciones sobre los
parlicipantes en el proyecto.

En consecuencia, el Comité Efico Cientifico de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile, ha aprobado ¢l Prolocolo del estudio titulado “"Perfiles de la
respuesta de macréfagos Inducidos por patogenos endodonticos y su regulacién
epigenética como determinantes para la inflamacion sistémica y la respuesta al tratamiento
en la periodontitis apical cronica”

clc.: Investigador Principal y Secretaria C.E.C.
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Anexo 2. Consentimiento informado para participar en proyecto de investigacion con

toma de muestra de sangre (2 paginas).

L)IwMO[(Kdy

‘Comision Nacional de Investigacién
J  Clentifica y Tecnolagica - CONICYT

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR
EN PROYECTO DE INVESTIGACION CON TOMA DE MUESTRA DE SANGRE

Este formulario de consentimiento puede contener algunas palabras que usted probablemente no entienda, si es asi
puede pedir explicaciones al investigador.

Patrocinante: Universidad de Chile, Facultad de Odontologia

Investigador Principal: Marcela Hernandez Rios. Email: mhernandezrios@odontologia.uchile.cl. Fono: 229781833.
Livingstone 943, Independencia, Santiago.

Investigador asociado Hospital de Urgencia Asistencia Plblica (HUAP): Dr. Daniel Reyes Court.

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, 2016-2020.

Antes de tomar la decision de participar en la i igacion, lea cuidad ite este formulario de consentimiento y
discuta cualquier inquietud que usted tenga con el investigador. Usted también podra discutir su participacién con los
demas miembros de su familia 0 amigos antes de tomar la decision.

1.- Solicitud de participacion
Usted ha sido invitado a participar voluntariamente en un proyecto de investigacion sobre periodontitis apical crénica,
bajo la supervisién de la Dra. Marcela Hernandez Rios, de la Universidad de Chile. Esta enfermedad corresponde a
una infeccién de origen dentario que generalmente se produce como consecuencia de caries dental y evoluciona con
el tiempo hacia la formacién de una lesién de los tejidos que rodean a la raiz del diente (lesion periapical). El
tratamiento indicado para estas lesiones es la extraccion del diente afectado o el tratamiento endodéntico, con el

objetivo de eliminar la infeccion y evnar las complicaciones de esta patologia. El propésito de esta ir igacion es
caracterizar la infeccion y respuesta infl ia local y sistémica en individuos afactados en forma previa y posterior
al tratamiento endodéntico. Para esto, obtendremos muestras de lesi periapit ol periodontal sano
en pacientes atendidos en el HUAP y su participacion consistira exclusi te en donar tras que seran

tomadas por profesionales expertos con estricta confidencialidad de sus datos.

2. -Si usted participa usted debera realizar:
a)  Una entrevista previa a la toma de muestra por uno de nuestros investigadores asociados, con el objetivo de 3
confirmar el diagnéstico. La informacién suministrada es confidencial.
b)  En el caso de tener indicacién de extraccién de dientes con periodontitis apical o dientes sanos por
indicacién de ortodoncia, se extraeran los tejidos blandos adheridos al diente para andlisis de la respuesta f -
inmune local.

3. Criterios de inclusion. \q
Sujetos sanos hombres y mujeres con o sin lesiones periapicales.

4. Criterios de exclusién.
Individuos en iento antibiético o antiir io sostenido en los ltimos 3 meses previos a la atencion
odontolégica.

07 AGO 2017

3.- Costos, Riesgo y que estar ala

La participacién voluntaria en el estudio no presenta costos adicionales a su atencién en el HUAP. La

muestra de los tejidos asociados a dientes extraidos no genera riesgos ni molestias propias de este
procedimiento

4.- de fidenci enel jo y difusién de la informacién
a) Los resultados de la ir tigacion son estri con fines cientificos y no comerciales. No se entregara
infc ion de la ir igacion a compaiias de seguros ni otras personas o instituciones sin su previa
autorizacion.
b) Los Itados de la ir igacion podran ser usados en presentaciones a congresos cientificos o

publicados en revistas cientificas nacionales o internacionales.
c) Asumuestra se le asignara un codigo numérico. Esto prevendra que la persona que trabaje con su muestra
conozca la identidad del donante.

5.- Beneficios para iedad.
Usted no recibira ningtn beneficio directo, econémico ni médico, por la participacién en este proyecto. Usted
estara haciendo una libre y generosa donacion para la investigacion que podréa ser beneficiosa para futuras
generaciones. La participacién es voluntaria y usted puede rehusar a participar y retirarse de investigacion
cualquier momento sin ninguna penalidad, en este caso sus leucocitos seran eliminados. Los resultados de este
estudio contribuiran a comprender los riesgos para la salud general de las personas que implica tener dientes
afectados con lesiones apicales en los pacientes y establecer las medidas de prevencion pertinentes.

6. Seguimiento
Para proteger sus derechos, la agencia que suministra los fondos (FONDECYT) para este proyecto podria en
alglin momento inspeccionar los registros suministrados por usted para este proyecto (no por nombres, sino

Ed. 28/07/17 FECHA DE EDICION
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utilizando ol 6AY ] Estio con ol fin 30 asegurarse de que sus derechos han sido
PrOtegidos on este proyecto
7. Aclanaciones
S Bane Preguntas O preccupaciones sobre este estudio. o i expe alguer problema, puede lamar o
Invessgador resp bl A Har Rios tekf 229781833
Si Vg desea Mar sobre sus COmo sujeto de INvestigacien o plensa que 8stos Nan SN0 wuinerados
SSMC

50 puade disgr al representanie de Comté Etica

° Py Dv. EmBlano Soto Romo

° Tekfono del CEC: 226746648 -225743520

° Direccidn: VICTORIA SUBERCASEAUX @ 381 410 piso

He loido este formulario de aprobacion y he tenido la oportunidad de hacer preguntas. Entiendo que
me dardn copla de este documento. Conslento en participar en esta investigacion.

del Particip
Firma Particpante RUT Fecha
Nomere y Firma Investigador Nombre y firma Director del Centro o delegado

07 A 17

Ed 2007717 FECHA DE EDICION



Anexo 3. Ficha clinica lesiones periapicales (LPs) y ligamento sano (LS) (1

pagina).
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Nombre:

ID:

Fecha ingreso:

Diente:

Género: Femenino O

Masculino O

Edad:

Nivel educacional:

completa O

basica incompleta O

basica completa O

media completa O

superior

ANAMNESIS

Enfermedad sistémica actual

No o Sio

Especificar:

Tratamiento médico los ultimos

3 meses

Especificar:

EXAMEN CLINICO

Periodontitis

cronica

Sio No o

Gingivitis

Sio

Fuma actualmente

Sio

No o

DIAGNOSTICO

Diente:

PAA o

PAS o Fistula

0 Absceso O

Sano O

Diametro basal de la lesion radiografica (mm)

Vertical:

Horizontal :

Tests de sensibilidad

(frio/calor)

Positivo O

Negativo O

Percusion

Positiva O

Negativa O
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PRESENTACIONES DEL TRABAJO REALIZADO

1.

Rodriguez J., Schweitzer C., Flores M., Hernandez M. Localization of
interleukin-6 receptor in apical lesions of endodontic origin. XXIX Reunién
anual de IADR Division Chile. 4 y 5 de agosto 2017, Santiago, Chile.

Schweitzer C., Rodriguez J., Flores M., Hernandez M. Localizacién del
complejo de senalizacion de IL-6 en lesiones apicales de origen endodontico.
VIl Jornada odontoldégica UDD. 13 y 14 de octubre 2017, Santiago, Chile.

Schweitzer C., Fernandez A., Flores M., Hernandez M. Inmunolocalizacion
del complejo de sefalizacién de interleuquina-6 en lesiones periapicales de
origen endodontico. Congreso XXIV ALAM 2018 — XL SOMICH - I
ASOCHIN — IX SLAMTB. 13 al 16 noviembre 2018, Santiago, Chile.



