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1.RESUMEN

INTRODUCCION: La periodontitis es una enfermedad oral inflamatoria crénica
altamente prevalente a nivel mundial y constituye una de las principales causas de
pérdida de dientes en la poblacién. Esta condicidn se caracteriza por la destruccion
de los tejidos de soporte de los dientes la cual es mediada por la respuesta inmune
y esta asociada a un aumento de citoquinas pro-inflamatorias como las de tipo IL-6.
La senalizacion de estas citoquinas mediante el receptor GP130 activa la via
mediada por STAT3, permitiendo la diferenciacién de linfocitos Th17, los que son
claves en la destruccion de tejidos periodontales. IL6ST es el gen que codifica para
el receptor GP130 del cual existen pocas investigaciones que analicen su expresion
en periodontitis. El objetivo de este estudio fue determinar la expresién del gen //6st
que codifica para GP130 en tejido gingival en salud y durante periodontitis
experimental.

METODOLOGIA: Se obtuvieron muestras de tejido gingival sano y con periodontitis
inducida por el método de ligadura en ratones C57BL6. La expresion génica de las
muestras fue determinada por RT-gPCR. Para calcular los niveles relativos de
expresion génica se utilizd el método 2-22C7T, Las diferencias se consideraron
estadisticamente significativas si el valor de p<0,05.

RESULTADOS: Observamos que en el grupo con periodontitis experimental el gen
lI6st se expres6 0.102 veces mas en comparacién al grupo sano, por lo que no
existen diferencias significativas en la expresion del gen.

CONCLUSIONES: Nuestro estudio sugiere que en tejido gingival la regulacién de
la disponibilidad del receptor no estaria ligada a la expresion del gen //6st. Sin
embargo, recientemente se ha observado que citoquinas presentes en la
periodontitis, como IL-6, podrian estar modulando esta disponibilidad a través del
aumento del reciclaje de GP130 y sus receptores asociados, proporcionando un
mecanismo de regulacion que no seria dependiente del nivel de expresion del gen.
PALABRAS CLAVES: Periodontitis, GP130, ll6st, IL-6
FINANCIAMIENTO: FONDECYT iniciacion 11180389



2. INTRODUCCION

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria cronica multifactorial asociada a
una disbiosis del biofilm subgingival y caracterizada por la destruccién progresiva
de los tejidos de soporte del diente (Papapanou y cols., 2018) pudiendo llevar a la
pérdida de éstos lo que reduce la calidad de vida de los individuos que la padecen
(Abusleme y cols., 2013; Chapple, 2014).

A través de los afios, el tratamiento de la periodontitis se ha enfocado en la
reduccion de la acumulacién de la placa bacteriana local mediante procedimientos
mecanicos. Sin embargo, aproximadamente el 20%-25% de los individuos en
etapas avanzadas de la enfermedad y sometidos a tratamiento y mantencion,
continuan perdiendo tejido periodontal y dientes (Kornman, 2018). Por esta razoén
se han planteado nuevos enfoques que buscan complementar el tratamiento
convencional, centrados en las vias de sefalizacion implicadas en la respuesta

inmunoldgica e inflamatoria de los tejidos (Hajishengallis, 2014).

Se ha descrito que algunas células pertenecientes a la inmunidad adaptativa tienen
una funcion importante en la patogénesis de la enfermedad periodontal (Silva y
cols., 2015). Los linfocitos T CD4* del subtipo Th17 desempefian un papel central
tanto en la progresion como en el control de la enfermedad. En este proceso
participan diferentes citoquinas como interleuquina 6 (IL-6), IL-23, IL-21, cuyos
efectos estan mediados por la activacion via de sefalizacion JAK/STAT.
Recientemente se ha demostrado que en tejidos gingivales IL-6 es necesaria para
esta diferenciacién, ademas de la acumulacién homeostatica y patolégica de las
células Th17 (Dutzan y cols., 2017; Dutzan y cols., 2018). Un componente critico
para la funcion efectiva de IL-6 es el receptor de membrana GP130 que permite el
inicio de la cascada de sefalizacion de esta citoquina activando el factor de
transcripcion STAT3 perteneciente a la via JAK/STAT (Taga y cols., 1997; Lokau y
Garbers, 2018).



3. MARCO TEORICO:

3.1 Importancia de la periodontitis

Las enfermedades bucodentales se encuentran entre los problemas de salud mas
prevalentes a nivel mundial, provocando un alto costo sanitario, ademas de reducir

en gran medida la calidad de vida de los afectados (Peres y cols., 2019).

La periodontitis es una enfermedad cronica inflamatoria multifactorial asociada a
una disbiosis de la biopelicula subgingival (Papapanou y cols., 2018), esta
compromete la integridad de los tejidos de soporte de los dientes, es decir, encia,
ligamento periodontal y hueso alveolar (Hajishengallis, 2015). Se ha demostrado
que esta enfermedad puede influir en otras patologias inflamatorias tanto a nivel
local como a nivel sistémico (Hajishengallis, 2015), siendo asociada de forma
significativa e independiente con otros problemas de salud, tales como: diabetes
tipo Il, artritis reumatoide, ateroesclerosis, obesidad, enfermedad renal crénica y
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (Chapple, 2014). Ademas, podria
aumentar el riesgo de cancer y complicaciones asociados al embarazo
(Hajishengallis, 2015).

El tabaquismo y el mal control de la diabetes son factores de riesgo bien
establecidos para la periodontitis, sin embargo, la respuesta especifica del
hospedero a la presencia bacteriana podria ser un factor determinante en la
susceptibilidad a la periodontitis, aumentando la severidad de la enfermedad. (Van
Dyke y Sheliesh, 2005).

En cuanto a la prevalencia de la periodontitis, se ha visto que aumenta
progresivamente con la edad, y elevandose bruscamente entre los 30 a 40 afos
(Tonetti y cols., 2017). De acuerdo con la Academia Americana de Periodoncia
(AAP) y la Federacion Europea de Periodoncia (EFP), la prevalencia en
adolescentes es de 75,6% aumentando en adultos llegando al 99%. En Chile un

93,45% de los adultos jovenes y un 97,58% de los adultos mayores presentan
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signos de destruccidn en los tejidos periodontales, ademas, la pérdida de dientes
asociada a esta patologia alcanza un promedio de 6,51 y 15,81 respectivamente

(Gamonal y cols., 2010; Morales y cols., 2021).

3.2 Respuesta inmune y periodontitis:

La disbiosis que se presenta en la periodontitis produce una alteracion de la
homeostasis tisular y de la respuesta inmune (Lamont y Hajishengallis, 2015), a su
vez, induce la produccion de citoquinas y quimioquinas por células del epitelio
gingival, aumentando la permeabilidad de los capilares gingivales y la quimiotaxis
de neutrdfilos polimorfonucleares a través del epitelio de union y el surco gingival,
provocando un desbalance en la respuesta inmune innata y adaptativa del
hospedero (Silva y cols., 2015). Este estado inflamatorio crénico junto con una
respuesta inmunitaria descontrolada contribuirian a la destruccidon de los tejidos

periodontales (Hajishengallis, 2014).

Se ha descrito que algunas células pertenecientes a la inmunidad adaptativa tienen
una funcion importante en la patogénesis de la enfermedad periodontal (Silva y
cols., 2015). Los linfocitos T, especificamente las células T CD4* desempefian un

papel central en la progresién de la enfermedad (Dutzan y cols., 2017).

Las células T CD4" virgenes pueden diferenciarse en subconjuntos efectores
T-colaboradores o helper (Th) como lo son Th1, Th2, Th9, Th17, Th22, células T
auxiliares foliculares (Tfh) y T reguladoras (Treg), que tendran roles unicos en la
inmunidad protectora, enfermedades, infecciones y trastornos autoinmunes e

inflamatorios (Kane y cols., 2014).

Los linfocitos Th17 son mediadores claves en la inmunidad de barrera. Este
subconjunto de células Th participan tanto en la mediacién de la inmunidad
protectora como en la inflamacion gingival (Dutzan y cols., 2017). Una respuesta

exagerada de los linfocitos Th17 es perjudicial para los tejidos periodontales ya que
9



se ha demostrado que son esenciales para la pérdida ésea y el dano tisular en
periodontitis (Moutsopoulos y cols., 2014). La diferenciacién de linfocitos Th17,
ocurre a través de la participacion de distintas citoquinas como las de tipo IL-6,
cuyos efectos estan mediados principalmente por la activacion de cascadas de
senalizacion como la via de las quinasas de Jano (JAK) y Transductor de Senales
y Activador de Transcripcién (STAT). Estas proteinas actuan en el nucleo como
transductoras de sefiales y factores de trascripcion, participando en procesos de
proliferacién, inmunidad vy diferenciacion celular (O'Shea y cols.,
2015). Recientemente se ha demostrado que en tejidos gingivales, tanto en
procesos homeostaticos como patoldgicos, IL-6 es necesaria para la activacion de
STAT3 permitiendo la diferenciaciéon y acumulacion de estos linfocitos Th17 (Dutzan
y cols., 2017; Dutzan y cols., 2018).

3.3 Interleuquina 6:

IL-6 forma parte de una familia de citoquinas que ademas incluye IL-11, IL-31, factor
inhibidor de la leucemia (LIF), factor neurotréfico ciliar (CNTF), oncostatina M
(OSM), IL-27 y Neuropoietina (NP), Cardiotropina (CLC) y Cardiotropina-1 (CT-1)
(Lokau y gabers, 2019). Se ha determinado que esta familia es responsable de la
activaciéon de genes implicados en la diferenciacién, supervivencia, apoptosis y
proliferacion celular. Ademas, tienen propiedades pro y antiinflamatorias y son
actores importantes en la hematopoyesis, asi como en la respuesta inmune e

inflamatoria del organismo (Heinrich y cols., 2003).

IL-6 es una de las citoquinas mas estudiadas de esta familia, esta participa en varios
procesos inflamatorios y es responsable de la induccién de una amplia gama de
proteinas de fase aguda (Heinrich y cols., 1990). Ademas, en combinaciéon con
factor de crecimiento transformante (TGF-[3), es indispensable para la diferenciacién
de linfocitos T CD4" virgenes en Th17 (Korn y cols., 2009). Por otro lado, IL-6
también inhibe la diferenciacién de Treg inducida por TGF-3 (Bettelli y cols., 2006),

y se conoce que la regulacion positiva del equilibrio Th17/ Treg produce alteraciones
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en la tolerancia inmunoldgica y esta patoldgicamente involucrada en el desarrollo

de enfermedades autoinmunes e inflamatorias crénicas (Kimura y Kishimoto, 2010).

En la cavidad oral, IL-6 juega un papel importante en la respuesta inflamatoria del
periodonto contribuyendo al desarrollo de periodontitis. Estudios han demostrado la
presencia de esta citoquina en células endoteliales y macréfagos de sujetos
afectados por periodontitis, como también un aumento en la expresion de acido
ribonucleico mensajero (ARNm) de esta citoquina en células gingivales
mononucleares (Fujihashiy cols., 1993; Takahashiy cols., 1994; Nidali y cols., 2019;
Naruishi y Nagata, 2018).

El lipopolisacarido (LPS) derivado de Porphyromonas gingivalis (Pg), una de las
bacterias mas asociadas con la destruccién de tejidos periodontales e IL-1
(citoquina pro inflamatoria asociada con periodontitis) aumentan significativamente
la produccion de IL-6 en los fibroblastos gingivales humanos (Naruishi y Nagata,
2018). Se sugiere también, que los altos niveles de IL-6 en el tejido periodontal
inflamado contribuyen a la desregulacion del sistema inmunolégico, que luego
promueve la destruccion de tejidos debido a la induccién de la diferenciacion de

células T virgenes hacia el fenotipo Th17 (Glowczyk y cols., 2017).

Un componente critico para la funcion efectiva de IL-6 es el receptor de membrana
GP130 que forma complejos funcionales que permiten el inicio de la cascada de

senalizacion de esta citoquina (Taga y cols., 1997).

3.4 Receptor de citoquinas GP130y sugen IL6ST

GP130 es un receptor transmembrana ubicuo comun para la familia de citoquinas
de IL-6, es el miembro principal de la familia de receptores “tall’, consta de 918
aminoacidos y seis dominios: un dominio similar a Ig N-terminal (D1); un médulo de
unién a citoquinas o regién de homologia de unién a citoquinas (D2-D3); y tres
dominios contiguos, proximales a la membrana, de fibronectina tipo Il (FNIII) (D4-

D6) que definen la familia de receptores (Xu y cols., 2010).
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La sefalizacion mediada por GP130 es responsable de la regulacién de una amplia
variedad de tejidos y sistemas, incluyendo hematopoyesis, sistema nervioso, hueso,
corazon, tejido adiposo, testiculos, higado y musculo (Kishimoto y cols., 1995). Sin
embargo, la faceta mejor caracterizada de este receptor y sus citoquinas asociadas

es la capacidad de promover o suprimir la inflamacion (Silver y Hunter, 2010).

El gen IL6ST (GP130) que codifica para este receptor, comprende 17 exones y 16
intrones. La proteina GP130 se codifica entre los exones 3y 17 (Figura 1) y cada
subdominio del receptor esta codificado por un conjunto de exones (Szalai y cols.,
2000). La secuencia completa del acido desoxirribonucleico complementario
(ADNCc) de la GP130 tiene un marco de lectura abierto capaz de codificar 918
aminoacidos, siendo los 22 primeros un péptido sefal (Hibi y cols., 1990). Asi, La
GP130 madura consta de una region extracelular de 597 aminoacidos, que
comprenden los dominios similares a la fibronectina tipo Il (D1 a D6), ademas de
una region de transmembrana de 22 aminoacidos que no sélo posee una funcién
de anclaje, sino que también es necesaria para la transduccion de senales y
determina la interaccion con miembros de la familia JAK, y finalmente una region

citoplasmica de 277 aminoacidos (Kim y Baumann, 1997; Szalai y cols., 2000).

Hay dos motivos bien conservados en la region citoplasmatica préxima a la
membrana, denominadas box1 (coddn 652-659) y box2 (codones 691-702).
Estudios revelaron que las quinasas JAK interactuan con la regién box1 y que la
region box2 es importante para la regulacién positiva de la sintesis de ADN mediada
por GP130. La parte distal de la regién citoplasmatica incluye el sitio box3 (codones
761-771) que atrae el dominio SH2 de STAT3. (Szalai y cols., 2000)

La inactivacion dirigida del gen ll6st da como resultado un fenotipo murino prenatal
letal, incluyendo defectos en la funcion cardiaca y hematoldgica (Yoshida y cols.,
1996). Ademas, la activacién cronica de la sefalizacion de GP130 da como

resultado hipertrofia cardiaca (Hirota y cols., 1999).
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GP130 E Exon 3

Exon 4: D1:1g
Exon 5-6: D2: (CC-CC)/CHRD1

Exon 7-8: D3: (WSDWS)/CHRD2
- Exon 9-10:  D4: FNIII

Exon 11-12: D5: FNIII

Exon 13-14: D6: FNIII

Exon 15: Region TM

Exon 16-17: Region Citoplasmatica

Figura 1: Organizacion de los exones en el ARNm de la proteina GP130 en humanos. Cada color indica
los exones de codificacion, exon 3 como péptido sefial, se indican los residuos de cisteina conservados (CC;
en el exon 5y 6) y los motivos WSDWS (en el exdn 8). Abreviaturas: Ig: dominio similar a inmunoglobulina;
FNIII: dominio similar a la fibronectina tipo Ill; CHR D1,2 = regidon de homologia de unién a citoquinas 1y 2; TM:
region transmembrana. Extraido de Szalai y cols., 2000

3.5 Modulacién en la expresion de GP130/IL6ST

Se ha descrito que varios tipos celulares y/o tejidos presentan una variacion en la
expresion de GP130 (Tabla 1 y 2) en presencia de moléculas especificas como
citoquinas, factores inflamatorios y/o hormonas y se ha demostrado que esto podria
tener un impacto significativo en una gran cantidad de respuestas biolégicas debido

a la amplia gama de funciones de las citoquinas de tipo IL-6 (O'Brien y cols., 2000).

Algunos de estos estudios como el de Falus y cols (1992), evaluaron tanto la
presencia del receptor en la membrana superficial como el nivel de expresiéon de
IL6ST, encontrando un paralelismo entre |la aparicion de la proteina en la membrana
superficial y la cantidad de ARNm, indicando que moléculas como la
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Dexametasona, el TPA 'y el DB-CAMP son capaces de actuar a nivel transcripcional
(o al menos pretraduccional), en la expresion de GP130 en algunos tipos celulares
humanos (Falus y cols., 1992). A su vez, como podemos ver en la Tabla 1, IL-6 es
capaz de inducir un aumento del ARNm de GP130 en algunos tipos celulares
humanos como: monocitos, células epiteliales y células pertenecientes a hepatoma
(Hepg2, Hep3B) (Schoester y cols., 1994; Snyers y Content, 1992; Schooltink y
cols., 1992), ademas de producir este mismo efecto en varios tipos de tejido murino
(Tabla 2), (Saito y cols., 1992).

Expresion de GP130/IL6ST IL6 Dex TNF- IL-1 L1 IL-3 LPS IL6Rs IL-6+
Tipos celulares humanos a +1L-6 Dex

Monocitos

Epitelio Humano UAC

Tt 1

=)

HepG2

=

Hep3B

HGFs t =

Macrofagos THP-1 - t

»D = 5 5

Basofilos Perifericos - t

Tabla 1: Cuadro resumen sobre expresion IL6ST y las sefales que la inducen; investigaciones anteriores
relacionadas al estudio de la modulacién en la expresion de IL6ST en tipos celulares humanos (Hep3B y HepG2
= lineas celulares de hepatoma, (HGF = fibroblastos gingivales humanos), (Dex = dexametasona, color gris =
sin cambios en la expresion) Extraido de Schoester y cols., 1994; Snyers y Content, 1992; Schooltink y cols.,
1992; Falus y cols., 1994; Falus y cols., 1992; Bauer y cols., 1989; Sawada y cols., 2013.
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Expresion de Gp130 / IL-6 IL-6s  TNF- 17b- Dihydrotes = Parathyroid 1,25-(OH)

Raton a estradiol  tosterone hormone 2D3
(E2), (DHT),
opencos | ¥ ¥
Corazon tigae | B R
" Snaptcas L
td

Osteoblgs;gz/Médula ‘ ‘ t t

Tabla 2: Cuadro resumen sobre expresion ll6st y las sefales que la inducen; investigaciones anteriores
relacionadas al estudio de la modulacion en la expresion de ll6st en tipos celulares murinos (t,d = tiempo y dosis
dependiente). Extraido de Wang y cols., 1998; Saito y cols., 1992; Marz y cols., 1996; O'Brien y cols., 2000.

En periodontitis existe un aumento de citoquinas pro-inflamatorias como IL-6
ademas de IL-18, y Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a) (Chavez de Souza y
cols., 2011), esto podria modular la expresion de GP130 permitiendo un aumento

de la sefializacién de esta citoquina.

3.6 Senalizacion de IL-6/GP130

Debido a que GP130 se expresa de forma ubicua en el organismo, es necesaria la
participacion de otros receptores para que la transduccion de sefal se realice
exitosamente (Figura 2), de lo contrario IL-6 podria activar todas las células
simultaneamente (Lokau y Gabers., 2019). Para esto, GP130 debe asociarse a una
serie de receptores de citoquinas especificos como por ejemplo IL-6Ra e IL-11Ra
(Silver y Hunter., 2010).

Para que IL-6 pueda ser utilizada, es necesaria la dimerizacion de GP130 junto con

la participacion del receptor especifico para IL-6 (IL-6R), formando un complejo de
15



senalizacion hexamérico que consta de 2 moléculas de IL-6, IL-6R y GP130 cada
una (Ward y cols., 1994) (Figura 2). Es importante sefialar que IL-6R no posee un
dominio intracelular, por lo tanto, la union de la IL-6 con su receptor no es suficiente
para que la sefalizacion se inicie y debe asociarse posteriormente con GP130 para

lograr la activacion celular (Ramirez y cols., 2010).

IL-6 U.g
.
6

0 @ w\'

GP130 GP130
- GP130 - GP130
IL-6R IL-6R IL6R 16 GP130 IL-6R IL-6R

Figura 2: Participacion del receptor especifico para interleuquina-6 (IL-6R) y dimerizaciéon del complejo.
IL-6R luego de unirse a su ligando se asocia con GP130, luego este complejo se dimeriza, formando una
estructura hexamérica, que me permitira desencadenar la cascada de sefalizacion. Modificado de Boulanger y
cols., 2003

3.7 Receptor de IL-6 (IL-6R)

IL-6R es expresado principalmente por hepatocitos, monocitos, macréfagos vy
algunos linfocitos, por lo que los demas tipos celulares no deberian responder a
IL-6. Sin embargo, IL-6R también puede encontrarse en forma soluble (sIL-6R) y
permitir que otros tipos celulares como células endoteliales, de musculo liso,
neurales y hematopoyéticas, entre otras, respondan a IL-6, (Sheller y Rose-John,
2006). Esta forma soluble natural se encuentra en varios fluidos corporales y se

produce debido a protedlisis limitada de la proteina que conduce a su liberacién de
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la membrana celular o por medio de un empalme alternativo del gen que codifica
para IL-6R (Sheller y cols., 2006).

Debido a la ubicua expresiéon de GP130, el sIL-6R junto con IL-6 podrian estimular
a una amplia variedad de células del cuerpo independientemente de si expresan el
IL-6R unido a la membrana o no (Taga, 1989). Este proceso se ha denominado
trans-sefnalizacion (Rose-John y Heinrich, 1994). La trans-sefalizacion de la IL-6 le
confiere a esta citoquina la capacidad de desencadenar respuestas en una amplia

variedad de células (Simon y Jones, 2005).

En lesiones apicales la trans-sefalizacion de IL-6 ha demostrado inducir citoquinas
relacionadas con linfocitos Th1 y Th17 en fibroblastos del ligamento periodontal
humano, lo que contribuiria a explicar el fenotipo destructivo del hueso (Hernandez
y cols., 2018).

3.8 Senalizacion de GP130 vy Periodontitis

Las vias de sefalizacion intracelular mediadas por ligando de GP130 incluyen la
activacion de 4 vias diferentes: las quinasas de Jano (JAK) / transductor de sefiales
y activador de la transcripcion (STAT), la fosfatidil-inositol-3-quinasa (PI3K),
proteina quinasa activada por mitdgenos (MAPK), y las cascadas Src/proteina 1
asociada a los sies (YAP1). Sin embargo, la via mas utilizada por esta familia de
citoquinas es JAK/STAT (Lokau y Gabers, 2019). Especificamente, la unién de
citoquinas como IL-6 a este receptor va a activar principalmente la quinasa JAK1,
que interactua y activa a STATS3 a través de la fosforilacidon de un residuo de tirosina
(Tyr705) (Figura 3) (Lokau y Garbers, 2018). La activacion de STAT3, permitiria la
diferenciacién de los linfocitos Th17 y con esto la produccion y liberaciéon de
citoquinas efectoras como IL-17A, IL17F e IL-21 (Kane y cols., 2014) potenciando
reacciones inflamatorias a través de mediadores derivados de fibroblastos
gingivales durante periodontitis (Takahashi y cols., 2005). Ademas de la
acumulacién patologica de estas células, participando en la destruccion del tejido

periodontal y del hueso alveolar (Dutzan y cols., 2018; Dutzan y Abusleme, 2019).
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Figura 3: Representacion esquematica de la senalizacion de IL-6. Estructura de sefalizacion hexamérica
compuesta por 2 moléculas de GP130, IL-6 y IL-6R, que inicia la cascada de sefializacion JAK1/STAT3.
Modificado de Boulanger y cols., 2003.

En periodontitis experimental se ha determinado que existe activacion de STAT3 en
tejidos gingivales de ratas (Chavez de Souza y cols., 2011) junto con un aumento
de inflamacioén y de citoquinas pro-inflamatorias como IL-6 ademas de IL-1 B, y
Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a) (Chaves de Souza y cols., 2013). Sin
embargo, existen escasas investigaciones sobre el comportamiento del receptor

GP130, su gen codificante IL6ST y la expresion de este en periodontitis, es por esto
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que desarrollar el conocimiento sobre este receptor y la expresion de su gen en
salud y en periodontitis nos ayudaria a comprender de mejor manera el proceso de

sefnalizacion involucrado en la destruccién del tejido periodontal.

3.9 Planteamiento del problema:

La periodontitis es una enfermedad prevalente a nivel mundial, la presencia de esta
enfermedad no solo puede ocasionar alteraciones a nivel local, sino también a nivel
sistémico y esta asociada a otras enfermedades crénicas inflamatorias graves como
pueden ser la artritis reumatoide, ateroesclerosis, enfermedad pulmonar obstructiva

cronica entre otras.

La diferenciacion de los linfocitos Th17 es crucial en la destruccion de tejidos que
caracteriza a esta enfermedad. Para que esto ocurra, se requiere la presencia de
varias moléculas que mediaran este proceso. Se ha determinado que IL-6 es
necesaria para la activacion y acumulacion patoldgica de estos linfocitos, a través
de la via de sefializacién JAK1/STAT3. Sin embargo, IL-6 debe unirse a un receptor
de interleuquina ya sea soluble (sIL-6R) o propio (IL-6R) de la membrana, y estos a
su vez asociarse con el receptor GP130 que formara un complejo hexamérico con
2 moléculas de cada uno (IL-6, IL-6R, gp130), permitiendo asi la activacién de la

cascada de senalizacion.

Estudios anteriores han demostrado que la expresién de GP130 puede variar y
alterar la respuesta celular dependiendo del estado de activaciéon de la célula o en
presencia de otras moléculas, ademas de jugar un papel crucial en los procesos

moleculares asociados a la periodontitis.

Debido a lo planteado anteriormente es importante identificar y caracterizar GP130,
debido a su caracter ubicuo, inducible y determinante para la transduccion de sefal
de las citoquinas de la familia de IL-6, que son claves para la patogénesis de la
enfermedad periodontal. Estos estudios podrian producir una mejor comprension de

esta enfermedad y sus procesos moleculares.
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4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

4.1 Hipétesis.

-En tejidos gingivales inflamados durante periodontitis experimental hay una mayor
expresion del gen ll6st que codifica para el receptor GP130 que en tejidos

gingivales sanos.

4.2 Objetivo General

-Evaluar la expresion del gen ll6st en tejidos gingivales sanos e inflamados

durante periodontitis experimental.

4.2 Objetivos especificos

-Detectar la expresion del gen //6st en tejidos gingivales murinos sanos.

-Detectar la expresion del gen //6st en tejidos gingivales murinos durante

periodontitis experimental.
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5. METODOLOGIA.

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

5.1 Animales:

Las muestras de tejido gingival que se analizaron en esta tesis provinieron de
experimentos que se realizaron en 13 ratones Mus musculus, cepa C57BL/6. El
manejo de éstos y todas las intervenciones se realizaron con la aprobacion del
Comité institucional de cuidado y uso de animales (CICUA) (Anexo 2), Universidad
de Chile. Se obtuvieron ratones C57BL/6 libres de patégenos especificos de la
“Plataforma Experimental de la Facultad de Odontologia, Universidad de Chile”. Los
animales se utilizaron entre las 10 y las 15 semanas de edad. Los procedimientos

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

5.2 Modelo de periodontitis inducida por ligadura:

Para inducir la periodontitis experimental, nos basamos en el procedimiento
desarrollado por Abe y Hajishengallis (Abe y Hajishengallis, 2013), en el cual se
situ6é una ligadura (seda 5-0) alrededor del segundo molar superior izquierdo de 7
ratones, de esta manera la ligadura promovioé la acumulacion de placa con la
subsecuente inflamacion gingival. Posteriormente fueron sometidos a eutanasia al
dia 7 procediendo a recolectar la mucosa gingival para su posterior analisis. Las 6
muestras control se obtuvieron a partir de un pool de 3 tejidos de diferentes ratones

no ligados.

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

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

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

agua libre de ARNasas pipeteando hacia arriba y abajo para homogeneizar la
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solucion para luego incubar en Thermo block a 60°C durante 10 minutos. Los 13
tubos fueron depositados en hielo para inmediatamente proceder a la cuantificaciéon
del ARN.

5.4 Cuantificacion de ARN:

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

muestras fueron guardadas en el refrigerador a -80°C.

5.5 Transcripcidon reversa:

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

descongelaron en hielo y se preparé en un tubo Eppendorf de 1,5ml el Master Mix
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de Transcripcion reversa al 2X pipeteando 76ul de RT Buffer al 10X, 30,4 ulde dNTP
Mix al 25X (100mM), 76 ul de Primers aleatorios para RT al 10X, 38 ul de enzima
de transcripcion reversa “MultiScribe™” (Applied Biosystems, USA) y 159,6 ul de
agua libre de nucleasas para obtener un total de 380 pl de Master Mix 2X. Luego se
pipeteo 30ul de Master Mix 2X en cada uno de los 13 tubos PCR libre de ARNasas
previamente rotulados con el numero de muestra. Después se colocaron los 30ul
de cada muestra diluida en los tubos de PCR con Master mix 2X correspondientes.
para luego colocar los tubos en el termociclador (Axygen® MaxyGene Il, USA) el
cual fue configurado con un primer ciclo a 25°C por 10 minutos, el segundo ciclo a
37°C por 120 minutos, el tercer ciclo a 85°C por 4 minutos y finalmente un ciclo a
4°C hasta que sean retirados, ademas se configur6 el volumen final por tubo de
PCR a 60ul.

Finalmente se realizd una verificacion de la eficiencia de la transcripcion reversa a
través de la cuantificacion de 1l de cada muestra de ADN complementario (ADNCc)
en el espectrofotometro “NanoDrop” (ThermoFisher Scientific, USA) evaluando la
absorbancia a 260 ym y el coeficiente 260/280 y se guardaron las muestras de

ADNCc en el refrigerador a -20° C.

5.6 PCR en tiempo real (RT-gqPCR):

El RT-gPCR se llevé a cabo en el termociclador (StepOnePlus; Applied
Biosystems, USA). Los primers TagMan correspondientes a los genes de interés a
identificar, se descongelaron en hielo (Tabla 3). En 3 tubos Eppendorf de 1,5 ml
(Libre de Rnasas) se prepard una solucién con 280 pl de Master Mix para PCR
Universal TagMan, 28 ul de primer TagMan especifico para el gen de interés y 196ul
de agua libre de nucleasas. Luego en una placa de 96 pocillos se organizaron las
muestras del tejido gingival de ratones con ligadura y sin ella. Dentro de estas, en
26 pocillos fueron colocados 18l de la solucion PCR Master Mix del gen de interés.
Debido a que el proceso de amplificacion se realizé con duplicados de cada una de
las 13 muestras, 24 pocillos fueron utilizados para éste procedimiento y 2 fueron
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usados como control de la solucion PCR Master Mix, Luego se colocaron 2ul de
ADNc de cada una de las muestras en cada uno de los pocillos con PCR Master
Mix. Después la placa de 96 pocillos fue sellada con una membrana adhesiva libres
de DNasa, RNasas e inhibidores de PCR para en consiguiente hacer un Spin de 30
segundos a 10.000 xg en la microcentrifuga (ThermoFisher Scientific, USA) con
rotor para placa de 96 pocillos con el fin de eliminar burbujas. Finalmente se colocé
la placa en el termociclador para qPCR, el cual fue configurado para correr con una
curva estandar y con el método de sondas TagMan. Las reacciones de amplificacion
se llevaron a cabo de la siguiente manera: Primero el paso de desnaturalizacién a
95°C durante 3 minutos, seguido de 40 ciclos a 95°C durante 3 segundos y a 60°C

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

Tabla 3 — Primers TaqgMan (Ensayos de expresién génica TagMan,

Applied Biosystems).

Gen Objetivo ID de ensayo Longitud del amplicon
ll6st MmO00439665 _ 80

m1
Hprt MmO03024075_ 131

m1

5.7 Analisis Estadistico:

Para el analisis cuantitativo se utilizo el método de cuantificacion relativa 2-22¢T en
donde se utilizé el gen Hprt como gen de expresion constitutiva o “housekeeping”
para normalizar los datos obtenidos de los tejidos ligados y no ligados. En base al
método 2-22CT se realizo un analisis estadistico comparativo para determinar si hubo
variaciones significativas entre los niveles de expresion de //6st en salud gingival y
periodontitis. Adicionalmente se utilizé la férmula 2-2€7 para determinar la expresion

génica total en donde se analiz6 la diferencia de expresidn entre los genes de interés
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y el gen housekeeping (Schmittgen y Livak, 2008). La distribucién de los datos se
determiné por la prueba Shapiro-Wilk. Debido a que la distribucion de los datos era
paramétrica, la comparacion de los resultados entre el grupo en salud y con

inflamacion se realizo utilizando la prueba t de Student.

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

utilizando el software Prism 9 (GraphPad Software, Inc).
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6. RESULTADOS:

6.1 Expresion y expresidén relativa del gen //6st

Para evaluar la expresidon génica presente en los tejidos, se realizé un andlisis
comparativo de la expresion génica (2 2¢7) del gen /l6st en salud (no ligado) y en
periodontitis experimental (ligado) (Figura 4). Se observé que el promedio de la
expresion (2-2€7) del gen //6st fue de 1.25 en el grupo no ligado y de 1.37 en el
grupo ligado, presentando un aumento de 0.12 en el valor de 2  ACT,
Estadisticamente la expresion no presenta una diferencia significativa entre los
grupos, sin embargo, se puede apreciar un aumento en la dispersion de los valores

de 2-2CTen las muestras extraidas de ratones ligados.
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Figura 4 - Expresion génica de /I6st en tejidos no ligados y ligados: La expresiéon de ARNm se normalizé
con el gen Hprt. Las barras representan la media de los niveles de expresion génica (1.25y 1.37) y las lineas
verticales el error estandar de 7 muestras del grupo ligado y 6 muestras del grupo no ligado, los circulos
representan los valores de 2-2¢7 de cada muestra analizada.
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Analizamos también, la expresion relativa del gen //6st en tejido gingival sano y con
periodontitis experimental, evaluando los niveles relativos de expresién génica
(2-22CT) de lI6st (Figura 5). En el grafico 2 se puede observar que el gen //6st en el
grupo ligado se expresé 0.102 veces mas en comparaciéon al no ligado (promedios
de 1.117 y 1.015 respectivamente). Estadisticamente no existe una diferencia
significativa en la expresion relativa entre los grupos estudiados, no obstante, se

vuelve a apreciar una dispersion aumentada de los datos del grupo ligado.
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Figura 5 - Expresion génica relativa de //6st en muestras no ligadas y ligadas: La expresion de ARNm se
normalizd con el gen Hprt. Las barras representan la media de los niveles relativos de expresion génica (1.015
y 1.117) y las lineas verticales la error estandar de 7 muestras del grupo ligado en comparacion a las 6 muestras
del grupo no ligado. los circulos representan los valores de 2-22¢T de cada muestra analizada.
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7. DISCUSION:

En este estudio hemos analizado la expresion del gen /l6st, que codifica para el
receptor GP130 mediante PCR en tiempo real, en tejido gingival murino sano e
inflamado mediante periodontitis inducida por ligadura, modelo que ha demostrado
recrear un estado inflamatorio similar a la periodontitis (Abe y Hajishengallis, 2013).
Esto con el fin de ampliar el conocimiento sobre el proceso de sefalizacion
involucrado en la progresion de la enfermedad periodontal, ya que GP130
participaria directamente en la activacién de la via de senalizacion JAK/STAT
(Lokau y Garbers, 2018). Especificamente en periodontitis, el incremento en la
activacion de STAT3 y la gran cantidad de citoquinas pro-inflamatorias como IL-6,
que utilizan este receptor para su sefalizacion, permitiria la diferenciacion de los
linfocitos Th17 y con esto la produccién y liberacion de citoquinas efectoras como
IL-17A, potenciando reacciones inflamatorias y favoreciendo la progresion de la
enfermedad periodontal (Takahashi y cols., 2005; Chavez de Souza y cols., 2011;
Chaves de Souza y cols., 2013; Kane y cols., 2014; Lokau y Garbers, 2018; Dutzan
y cols., 2018).

Nuestros resultados muestran que en periodontitis experimental no se producen
cambios significativos en el nivel de la expresion de //6st, cuando los comparamos
con tejido sano, sin embargo, hasta la fecha se desconoce en gran medida como
se controlan los niveles de expresion o disponibilidad de GP130 (Flynn y cols.,
2021), por lo que seria pertinente teorizar, de momento, sobre el posible
comportamiento regulatorio de este receptor dentro de un contexto patolégico como
lo es la enfermedad periodontal. Para esto, creemos que es necesario ahondar en
lo que se sabe con respecto a la internalizacion del complejo receptor en la que
participa GP130 (IL-6/IL-6R/GP130), evento que seria crucial para la activacion de
la cascada de sefalizacion mediante JAK/STAT (Flynn y cols., 2021; Lokau y
Gabers, 2019).

29



7.1 Internalizacién de GP130

Un mecanismo bien reconocido que emplean muchos factores de crecimiento y
citoquinas es la regulacion negativa de sus sefiales mediante la internalizacién del
complejo ligando-receptor. El complejo internalizado se dirige al lisosoma donde la
degradacion se produce con o sin receptor (Wang y Fuller, 1994). La endocitosis de
las proteinas de sefializacién, cumple al menos dos funciones importantes: la
eliminacion del ligando de la circulacién y la modulacion de la expresién del receptor

en la superficie celular (Heinrich y cols., 1998).

Nesbit y Fuller en 1992 sugirieron que esta via podria ser el mecanismo de
regulacion de GP130 al estudiar la dindmica de la internalizacién y degradacion de
IL-6 en hepatocitos murinos. Esto motivd una serie de estudios posteriores
relacionados con los factores reguladores de este proceso como el de Wang y Fuller
en 1994 en los que indicaron que GP130 se degrada probablemente junto con la IL-
6 y que las vias de regulacion negativa implican la destruccion tanto del ligando

como del receptor (Nesbit y Fuller, 1992; Wang y Fuller, 1994)

Thiel y cols en 1998 observaron que la internalizacién de GP130 no depende de la
activacion de la via JAK/STAT, ya que, mutantes del receptor que carecen de la
region citoplasmatica de GP130, que se encarga de activar las proteinas JAK (la
region box1), siguen siendo endocitados de forma eficiente (Thiel y cols., 1998).
Ademas, demostraron que GP130 se internaliza de manera constitutiva,
independientemente de la presencia del ligando o de un receptor especifico de
citoquina, como IL-6R, con una vida media de aproximadamente 2 horas. En este
sentido, GP130 se asemeja mas a los receptores de nutrientes, (lipoproteinas de
baja densidad o transferrina) que a otros como el de insulina o factor de crecimiento

epidérmico (Heinrich y cols., 1999).

30



Recientemente en 2021, Flynn y cols han demostrado que tanto el IL-6R como la
GP130 se internalizan por endocitosis mediada por clatrina y dinamina de forma
constitutiva e independiente de IL-6. Sin embargo, este proceso seria necesario
para la transduccion efectiva de la sefializacion mediada por esta citoquina
(Figura 6) (Flynn y cols., 2021).

Promoter

N\

Figura 6: Sefalizacion mediada por IL-6 e Internalizacion del receptor GP130 mediante clatrina y
dinamina. (a) La internalizacién del complejo receptor seria un prerrequisito para activacion de la cascada de
sefializacion, (b) luego de que esto se produce el receptor GP130 juntos con el ligando y el receptor especifico
(IL-6R) serian transportados hacia lisosomas, (c) en donde se produciria su degradacion. Extraido de Flynn y
cols., 2021.

La internalizacién y degradacién, independiente y constitutiva de GP130, podria
explicar una expresion constante en el gen IL6ST, ya que como sefialamos
anteriormente, este receptor es necesario para la regulacion de una amplia variedad
de tejidos y sistemas cruciales para el correcto funcionamiento del organismo
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(Kishimoto y cols., 1995). También nos permitiria entender este constante recambio
como un posible doble seguro frente a mutaciones o senalizaciones no deseadas,
como se han detectado en cancer y en otras enfermedades inflamatorias graves
(Susuky y cols., 2004; Xu y Neamati, 2013; Lokau y Garbers, 2019).

Nuestro estudio podria apoyar la idea de esta constante renovacion de GP130, ya
que gracias a resultados de otras investigaciones también pertenecientes al
proyecto adscrito, constatamos que tanto en salud como en enfermedad, //6st se
expresa en un nivel mayor comparado con otros genes pro-inflamatorios
relacionados con GP130 (Figura 7 y 8), esto probablemente debido a la ya descrita
internalizacion constitutiva e independiente de este receptor, teniendo que ser
remplazado por una sintesis de novo, tanto en procesos patolégicos como

homeostaticos (Espinoza y cols., 2022).
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Figura 7: Comparacion de la expresion génica de 116, ll17a, lI17f, 1123a, 1110, lI6st, Stat3, Rorc, Socs3 en
tejidos gingivales sanos. La expresion de ARNm fue normalizada con el gen Hprt. Las barras representan la
media de los niveles de expresion génica y las lineas verticales la error estandar de 7 muestras por grupo de

genes. Tomado de Espinoza y cols., 2022
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Figura 8: Comparacion de la expresion génica de 116, ll17a, lI17f, 1123a, 1110, lI6st, Stat3, Rorc, Socs3 en
periodontitis inducida por ligadura. La expresiéon de ARNm fue normalizada con el gen Hprt. Las barras
representan la media de los niveles de expresion génica y las lineas verticales la erorr estandar de 7 muestras
por grupo de genes. Tomado de Espinoza y cols., 2022

7.2 Reciclaje de GP130 y IL-6R

Flynn y cols (2021) demostraron que los receptores GP130 e IL-6R tienen la
capacidad de ser reciclados hacia la membrana superficial de la célula y este
proceso de reciclaje se veria potenciado por la presencia de IL-6. Especificamente
en su estudio, la estimulacion con IL-6 provocd que las células (HelLa) con el
receptor reciclado, fueran aproximadamente el doble, en comparaciéon con las

células no estimuladas (Figura 9) (Flynn y cols., 2021).
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Figura 9: Internalizacién y reciclaje del complejo receptor. (a) Luego de la activacion de la cascada de
sefializacion, (b) tanto GP130 como IL-6R serian capaces de reciclarse, (c) retornando a la membrana
superficial para ser utilizados nuevamente, esto se potenciaria en presencia de IL-6. Extraido de Flynn y cols.,
2021.

Este estudio nos permitiria teorizar sobre posibles cambios celulares inducidos por
la presencia de IL-6 u otras citoquinas de la familia, que proporcionarian un
mecanismo para aumentar la respuesta celular a interleuquinas de tipo IL-6 y/o
potenciar la activacién de la via de sefalizacion JAK/STAT las cuales sabemos,
estan aumentadas en periodontitis (Naruishi y Nagata, 2018; Chavez de Souza
cols., 2011). Esto seria posible si consideramos la capacidad que tendrian las
proteinas STAT de promover la expresion del gen IL6ST (O'Brien y Manolagas,
1997).
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7.3 Promocioén del gen IL6ST por STAT

En 1997, O’'Brien y Manolagas demostraron que una region del gen IL6ST humano
funciona como un promotor transcripcional constitutivamente activo y que se ve
estimulado por citoquinas de tipo IL-6, ademas, localizaron un sitio de unién de
accion cis responsable de la induccion de este promotor por citoquinas y mostraron
que se corresponde con el sitio de unién consensuado para los complejos STAT
activados, sugiriendo que homodimeros de STAT3, y potencialmente otras
proteinas STAT, puedan ser responsables de la estimulacién de este promotor

mediante la senalizacion de citoquinas del tipo IL-6 (O'Brien y Manolagas, 1997).

Debido a que varios tipos celulares expresan receptores para mas de un miembro
de la familia de citoquinas tipo IL-6 y todas estas utilizan GP130 (que luego sera
internalizado y degradado), la mantencion de la capacidad celular de responder a
otras citoquinas de la familia, después de haber sido estimulada por una de ellas,
podria requerir la reposiciéon de GP130, por lo tanto, el aumento de la actividad del
promotor del gen IL6ST mediada por STAT puede formar parte de un mecanismo

para lograr esta reposicion (Figura 10) (O’Brien y Manolagas, 1997).
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Figura 10: Representacion esquematica de la internalizacion y degradacion de GP130 y la posible
participacion de STAT3 en la activacion del promotor del gen IL6ST. (a,b) Luego de la internalizacion y
degradacion del complejo receptor, (c) la sefializacion a través de STAT3 podria ser capaz de inducir la
activacion del promotor del gen IL6ST, (d) lo que permitiria reponer el receptor utilizado anteriormente. Extraido
de O'Brien y cols 1997.

Esto sumado a la capacidad de GP130 y IL-6R de reciclarse en presencia de IL-6
podria proporcionar un mecanismo por el cual la célula sea capaz de aumentar su
respuesta a este tipo de citoquinas sin modificar significativamente la expresion del
gen IL6ST (Figura 11).
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Figura 11: Representacion esquematica de la internalizacion, reciclaje y reposicion de GP130 mediante
la induccion del promotor del gen IL6ST por STATSs. (a, c) Gracias a la capacidad que tendria GP130 y IL-
6R de ser recicladas en presencia de IL-6 y a la activacion del promotor del gen IL6ST inducida por STAT3,

(b, d) se podria mantener la expresion del gen y a la vez aumentar la respuesta a IL-6. Extraido de Flynn'y
cols., 2021; O'Brien y cols., 2000.

7.4 Expresion de IL6ST en salud y periodontitis

Segun nuestro estudio la periodontitis experimental no estaria provocando cambios
significativos en el nivel de la expresion de //6st, al ser comparado con tejidos sanos,
sin embargo, la sefalizacion via JAK/STAT podria potenciarse por la capacidad de
IL-6 de promover el reciclaje de GP130. Este equilibrio degradacién/reciclaje podria
estar siendo modulado por los altos niveles de IL-6 presentes en periodontitis,
aumentando el reciclaje de GP130 paralelamente a la activacion del promotor del
gen a través de STATS3, obteniendo una mayor respuesta celular manteniendo

constante la expresion del gen //6st.
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Esta estabilidad en la expresiéon de IL6ST entre salud y enfermedad también fue
descrita por Williams y cols en 2021. La informacion obtenida a partir de su atlas
celular de mucosa oral humana concuerda con nuestros resultados ya que la
expresion de IL6ST no presenta variaciones significativas cuando se comparan
muestras de sujetos humanos sanos y con periodontitis. Ademas, nos permite
identificar tipos celulares que presentan mayores niveles de expresion del gen
IL6ST en periodontitis, de los cuales destacan los fibroblastos, especificamente los
que presentan una firma génica correspondiente a las funciones prototipicas del tipo
celular, incluyendo la sintesis de colageno y la remodelacién del tejido, también
podemos encontrar células endoteliales venulares que mostraban una firma génica
consistente con vias activas para el desarrollo del endotelio (Williams y cols., 2021),
siendo capaz de guiar investigaciones futuras sobre GP130 y sus receptores

asociados.
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8. CONCLUSION:

En este estudio se analizé la expresiéon del gen /l6st en tejidos gingivales murinos
mediante PCR en tiempo real. Nuestros resultados mostraron que no hay
diferencias significativas en el nivel de expresién de /I6st en periodontitis
experimental comparado con tejidos sanos. Esto sugiere que en tejido gingival la
regulacion de la disponibilidad del receptor podria no estar ligada a la expresion del

gen.

La internalizacion constitutiva e independiente de este receptor y su posterior
degradacion, podrian explicar nuestros resultados. La expresion constitutiva del gen
lI6st seria necesaria para que GP130 sea remplazado constantemente, tanto en

procesos patoldgicos como homeostaticos.

Lo altos niveles de IL-6 presentes en periodontitis podrian aumentar el reciclaje de
GP130 y IL6R, potenciando la respuesta celular a citoquinas sin modificar la

expresion del gen /l6st.

Se plantean nuevas interrogantes sobre el papel de IL-6 en tejido gingival, siendo
quizas una posible via de regulacién de la disponibilidad de GP130. Por esta razén
creemos necesario continuar con las investigaciones sobre este receptor y su

interaccion con IL-6.

8.1 Consideraciones

Es importante considerar que se conocen otros mecanismos de regulacion de la
senalizacion a través de GP130 que se relacionan con IL-6R y su trans-sefalizacion,

sIL-6R y sGP130 que no fueron profundizados en este trabajo.
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10. ANEXOS.Anexo1:

e, CONICYI

Programa
Fondecyt
I
N°018/FONDECYT/518
Santiago, 30 de Octubre del 2018
Ref.: Proyecto N® 11180389
Sefior

NICOLAS DUTZAN MUNOZ
Estimado sefior DUTZAN:

Par encargo de los Consejos Superiores de Ciencia y Desarrollo Tecnoldgico, informamos a usted que su proyecto
postulado al Concurso de Iniciacidn en Investigacidn 2018, ha sido aprobado. Reciba miestras sinceras felicitaciones

por el éxito de su postulacidn.

En esta convocatoria concwrsaron 1.233 proyectos v se financiaron 363 (29,4%). Su propuesta fue evaluada en el
Consejo de CIENCIA v calificada con 4,470 puntos, ubicdndose en el lugar N° 5 del Grupo de Estudio de
MEDICINA G1 - CS. BIOMEDICAS. En este Grupo concursaron 49 proyectos, se evaluaron 39 v aprobaron 12
(24,5%). La calificacidn del dltimo proyecto financiado en este Grupo fue de 3,960 puntos.

Adjuntam os un informe del proceso de evaluacidn, asi como las calificaciones y comentatios que el Panel realizd al

proyecto.

En el sistema de evaluacidn, donde se encuentra disponible la presente carta, podrd acceder al presupuesto asignado a
su proyecto ¥ aun informe con el detalle de las certificaciones y/o autorizaciones aprobatorias, que deberd presentar
como uno de los requisitos para la transferencia de recursos al proyecto, de acuerdo a lo establecido en el mumeral

6.2.1. de las bases concursales.

Tenga presente que los recursos asignados por concepto de honorarios serdn revisados anualmente, ajustdndose a los
montos maximos establecidos enlas bases correspondientes, por participacidn en proyectos FONDECY T en calidad
de Investigadores(as) Responsables ¥ Coinvestigadores(as), s aplica. 3i el presupuesto otorgado ha sido modificado
en relacidn a lo solicitado, usted puede redistribuir armalmente los recursos, de acuerdo a las necesidades de

ejecucion del proyecto, si lo estima pertinente.

El convenio de financiamiento que deberdn suscribir usted v el(la) Representante Legal de 1a Institucion Patrocinante

de su proyecto serd enviado a esta Ultima alabrevedad.

Saludan atentamente a usted,

o =7 |

4

"EDG AR VOGEL GONZALEZ MARIO HAMUY WASKENHUT

Presidente Presidente
Consejo Superior de Ciencia Consejo Superior de Desarrollo Tecnoldgico
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Documento de Aprobacion de Comité Institucional de Cuidado y Uso de
Animales (CICUA) (Anexo 2)

VID:=: CICUA

oriz de Investigacién y Desarrollo COMITE INSTITUCIONAL DE
RSIDAD DE CHILE CUIDADO Y USO DE ANIMALES

Vicerr

UNI

Santiago, a 24 de enero de 2019

Certificado n°: 19227-0DO-UCH
CERTIFICADO

El Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA) de la Universidad de Chile, certifica
que en el Protocolo FOUCH 181113, del Proyecto de Investigacion titulado: “Estudiando el rol de
STAT3 en periodontitis y su potencial uso terapéutico”, del Investigador Responsable Dr. Nicolas
Raul Dutzan Muiioz, Profesor Asistente, Departamento de Odontologia Conservadora, Facultad de
Odontologia, Universidad de Chile, no se plantean acciones en sus procedimientos que
contravengan las normas de Bioética de manejo y cuidado de animales, asi mismo la metodologia
experimental planteada satisface lo estipulado en el Programa Institucional de Cuidado y Uso de
Animales de la Universidad de Chile.

El Investigador se ha comprometido a la ejecucion de este proyecto dentro de las especificaciones
sefialadas en el protocolo revisado y autorizado por el CICUA, a mantener los procedimientos
experimentales planteados y a no realizar ninguna modificacion sin previa aprobacion por parte de
este Comité.

Se otorga la presente certificacion para el uso de un total de 96 ratones, Mus musculus, C57BL/6,
provenientes de la Plataforma Experimental Bioterio, Facultad de Odontologia, Universidad de
Chile, desde marzo de 2019 a enero de 2022, tiempo estimado de ejecucidn del estudio, el cual sera
financiado por Proyecto Fondecyt de Iniciacion Nro. 11180389.

El CICUA de la Universidad de Chile, forma parte de la Vicerrectoria de Investigacion y Desarrollo, y estd
constituido por 53 miembros: 5 médicos veterinarios, 39 académicos (12 de ellos médicos veterinarios), y 9
miembros no asociados a la academia o investigacion, y que cuentan con experiencia en bioética relacionada
a mantencion y uso de animales. El certificado que emite el Comité procede de la aprobacion del “Protocolo
de Manejo y Cuidado de Animales” después de un estudio acucioso y de la acogida de los investigadores de
las observaciones exigidas por el Comité.

- cuidado
3 &, e .

g
g X
Ronald Vargas Casanova %5 i}‘l"‘ ; Dr. Emilio Herrera Videla
Director 4, S Presidente
Versidad 4
CICUA-VID CICUA - VID
Universidad de Chile Universidad de Chile

Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA)
Vicerrectoria de Investigacion y Desarrollo (VID) — Universidad de Chile
www.uchile/cicua.cl  email: coordinador.cicua@uchile.cl
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