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1. RESUMEN

INTRODUCCION: La periodontitis es una enfermedad inflamatoria, cronica
multifactorial, asociada a una disbiosis en la microbiota subgingival. Afecta a los
tejidos de soporte dentales, en muchos casos estd asociada a otras patologias y
tiene una alta prevalencia a nivel global. La via de sefializacion intracelular de
STAT3 participa activamente en la respuesta inmunoinflamatoria de diferentes
patologias inflamatorio-destructivas, sin embargo, hasta ahora no existen estudios
concluyentes que describan la activacion de STAT3 durante la progresién de

periodontitis.

OBJETIVOS: Evaluar la activacion de STAT3, en etapas tempranas (2 horas a 3
dias) y tardias (5 a 7 dias) de la inflamacion gingival y la pérdida 6sea alveolar en

periodontitis experimental.

MATERIALES Y METODOS: En un modelo experimental murino de periodontitis
inducido por ligadura se evalud, mediante la técnica de Western blot, la activacion
de STATS3 en sus formas no fosforilada, fosforilada en tirosina 705 (pTyrSTAT3) y
fosforilada en serina 727 (pSerSTAT3). Ademas, se determind la perdida ésea
alveolar mediante la medicion de la distancia en milimetros entre el limite amelo

cementario (LAC) y la cresta 6sea alveolar (COA).

RESULTADOS: En etapas tempranas y tardias, hay mayor expresion de
pTyrSTAT3 y pSerSTAT3 en ligados versus no ligados. En los ligados, pTyrSTAT3
tiene un aumento en la expresion en las etapas tempranas, que luego decrece en
las etapas tardias, mientras que pSerSTAT3 se mantiene constante. Ademas, se

observa perdida 6sea alveolar a partir del dia 5 post-ligadura.

CONCLUSIONES: La fosforilacion de STAT3 en las etapas tempranas y tardias,
nos indica que esta proteina podria participar en los procesos inflamatorios y de
destruccién é6sea alveolar durante la progresion de la periodontitis experimental.
La cinética de pSTAT3 descrita en nuestros resultados, nos entrega nuevos

antecedentes para la investigaciéon en torno al desarrollo de tratamientos que



proponen a STAT3 como posible blanco farmacoldgico en el tratamiento de la

periodontitis.



2. INTRODUCCION

Las patologias que afectan a la cavidad oral son entidades que comparten
factores de riesgo con otras enfermedades no transmisibles (Petersen & Ogawa,
2012). Son altamente prevalentes y a lo largo del curso de la vida tienen grandes
efectos negativos en los individuos, las comunidades y la sociedad en general,
generando costos econOmicos y para la salud. Dentro de ellas, se destaca la

periodontitis (Peres et al., 2019).

La periodontitis es una condicion oral cronica que se manifiesta como
sangrado de las encias, disminucién de insercion clinica y reabsorcion del hueso
alveolar, como resultado de una inflamacién localizada en el periodonto. En sus
manifestaciones mas severas, puede llegar a causar movilidad y/o pérdida dental.
Tiene una etiologia multifactorial, y se asocia a un desbalance en el equilibrio de la
microbiota comensal, debido a cambios cuantitativos o cualitativos de su
composicién, cambios en su funcionamiento o actividades metabdlicas, o bien, a

cambios en su distribucion (Hajishengallis, 2015; Papapanou et al., 2018).

Durante mucho tiempo, el tratamiento convencional se ha centrado
principalmente en tratar de controlar la respuesta inflamatoria ejecutada por el
hospedero, mediante la modificacion de habitos, factores locales y sistémicos. Sin
embargo, este enfoque no resulta exitoso en todos los casos, pues en
aproximadamente un 20 a 25% de las personas con periodontitis en etapas
avanzadas, no se produce una respuesta favorable y la enfermedad continla

progresando después del tratamiento y la fase de mantencién (Kornman, 2018).

Generar mejor y mayor conocimiento sobre los mecanismos moleculares
involucrados en la patogénesis de la periodontitis resulta clave, para comprender y

perfeccionar el manejo clinico de la enfermedad y sus consecuencias.

Nuevos enfoques pretenden complementar el tratamiento convencional,
abordando las vias de sefalizacion moleculares del hospedero que dirigen la
respuesta inmunoinflamatoria de los tejidos (Hajishengallis, 2014), buscando

desarrollar nuevas alternativas terapéuticas para aquellos casos donde la
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progresion y severidad de la enfermedad no logra ser controlada por los
tratamientos tradicionales (Albandar, 2014; De Benedetti et al., 2006).



3. MARCO TEORICO

3.1 Importancia de la periodontitis

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria, crénica, multifactorial,
asociada a una disbiosis en la microbiota subgingival (Hajishengallis, 2015). Se
caracteriza por ser un proceso progresivo e irreversible de destruccion que afecta
a los tejidos de soporte de los dientes. Su manifestacion clinica es la pérdida de
insercion, sangrado gingival, la formacion del saco periodontal y disminucién del
hueso alveolar detectado a nivel radiografico (Armitage, 1995; Chapple et al.,
2018).

El afio 2010 se estimaba que la periodontitis afectaba al 10,8% de la
poblacién global lo que equivale a setecientos cuarenta y tres millones de
personas alrededor del mundo (Peres et al., 2019). En el mismo afio, la poblacién
adulta en Chile mostraba una alta prevalencia y extension de signos clinicos de
destruccion de los tejidos periodontales, cuando la pérdida de insercion clinica =5
mm alcanzaba una prevalencia de 58,3% en los sujetos de 35 - 44 afios y de

81,4% en los sujetos de 55 a 74 afios (Gamonal et al., 2010).

Segun el dltimo reporte de salud oral de la Organizacion Mundial de la
Salud (WHO, 2022), la periodontitis estd muy extendida, con una prevalencia
mundial de aproximadamente 19% en personas mayores de 15 afios, lo que
representa mas de mil millones de casos en todo el mundo, existiendo una mayor
carga de la enfermedad en poblaciones con nivel socioeconémico, ingresos o
educacién mas bajos, asi como entre aquellos que viven en zonas rurales.

Las consecuencias de la periodontitis pueden ser graves para quienes la
padecen, ya que estas personas presentan dificultades para comer o hablar
cuando los dientes estan moviles y/o se han perdido, ademas puede ocasionar
una disminucién de la interaccion social y pérdida de la autoestima, afectando el
bienestar en general y deteriorando la calidad de vida (Chapple, 2014; Papapanou
et al.,, 2018). Estas graves consecuencias y alta prevalencia, la vuelve un

importante problema de salud publica.
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Entre los factores de riesgo se encuentran la higiene oral deficiente, el
tabaquismo (Schwendicke et al., 2018) y el mal control de otras enfermedades
sistémicas. Diferentes estudios han demostrado una asociacion entre periodontitis
y otras patologias como enfermedades cardiovasculares, diabetes mellitus, artritis
reumatoide, infecciones pulmonares, efectos adversos en el embarazo,
enfermedad renal, obesidad, sindrome metabdlico, cancer y neurodegeneracion,
entre otros (Hu et al., 2021; Zhang et al., 2018). La periodontitis podria modificar el
inicio, el desarrollo y la severidad de estas enfermedades (Linden et al., 2013;
Sanz & Kornman, 2013; Tonetti et al., 2018). Aqui destaca la asociacién
bidireccional de la periodontitis con la diabetes mellitus tipo 2, donde el deterioro
de la salud periodontal también podria ser un indicador temprano de una diabetes
mal controlada (Sanz et al., 2018; Seitz et al., 2019).

Durante las ultimas décadas, se han desplegado una gran cantidad de
esfuerzos y recursos, para comprender los mecanismos moleculares involucrados
en la patogénesis de la periodontitis (Peres et al., 2019). Muchos de estos
esfuerzos se han realizado con el fin de desarrollar alternativas terapéuticas para
aquellos casos donde la progresion y severidad de la enfermedad no logra ser
controlada por los tratamientos tradicionales (Albandar, 2014; De Benedetti et al.,
2006).

3.2 Respuesta inmune y periodontitis

La destruccion de los tejidos periodontales que caracteriza a la periodontitis
estd mediada por el sistema inmune del hospedero (Kinane et al., 2017). Durante
la progresion de la periodontitis, la inmunidad innata interactia con la respuesta
inmune adquirida como una red extremadamente compleja y altamente regulada
por células y moléculas (citoquinas, factores de crecimiento, moléculas de
adhesion y sus ligandos), constituyéndose como una asociacién que va mucho
mas alla de ser un simple obstaculo para los microorganismos (Hajishengallis &
Korostoff, 2017).

En periodontitis, se ha establecido a nivel de la respuesta inmune celular
que los linfocitos T, principalmente los T CD4* o también conocidos como linfocitos

T helper (Th), tienen una funcién clave en la patogénesis de esta enfermedad
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(Gaffen & Hajishengallis, 2008). Dentro de los linfocitos Th, las células Th17 son
cruciales en la defensa del hospedero contra bacterias y hongos, pero también
han sido asociadas a trastornos inflamatorios y autoinmunes, jugando un rol clave
en el equilibrio salud-enfermedad (Gaffen, 2009). Las células Th17 estan definidas
por la produccion de interleuquina-17A (IL-17) (Harrington et al., 2005) y expresan
el factor de transcripcion denominado receptor nuclear huérfano relacionado con el
receptor de acido retinoico gamma (RORyt) (lvanov et al., 2006). IL-17 es el centro
de muchas enfermedades complejas que integran mecanismos de la inmunidad
innata y adaptativa (Yu & Gaffen, 2008). Y aunque IL-17 tiene un rol importante en
la defensa y mantencion e integridad de las barreras mucosas, el aumento de la
actividad de IL-17 tiene una funcidon destructiva en varias enfermedades
mucocutaneas inflamatorias como psoriasis, lupus eritematoso sistémico,
enfermedades inflamatorias intestinales colorrectal (principalmente enfermedad de
Crohn) y cancer (Lee et al., 2015; Malakouti et al., 2015; Pisarska et al., 2020).

Los estudios en tejidos gingivales humanos han demostrado que Thl7 es la
principal fuente de IL-17, tanto en salud como en periodontitis (Dutzan et al.,
2016). Asi mismo, estudios en modelos de animales, han demostrado que IL-17 y
las células Thl7 son esenciales en los procesos inmunodestructivos que

caracterizan a la periodontitis (Dutzan et al., 2018; Tsukasaki et al., 2018).

Dada la relevancia de las células Th17 en la patogénesis de la periodontitis,
el estudio de los factores que regulan su diferenciacion puede entregar nuevos
conocimientos que ayuden a entender mejor la enfermedad y llevar a posibles
nuevas alternativas de tratamiento. Por lo tanto, uno de los factores que regulan la
diferenciacion de los linfocitos Th17, es el transductor de sefial y activador de la

transcripcion 3, denominado STAT3.

3.3 STAT3
Las STAT (del inglés Signal transducer and activator of transcription) son
proteinas que tienen la habilidad de transducir sefiales desde la membrana celular

al nucleo para promover la transcripcion de genes presentes en el &acido
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desoxirribonucleico (ADN). Desempefian funciones criticas en la sefalizacion de

citoquinas y factores de crecimiento (Darnell, 2002).

La familia de factores de transcripciébn conocida como STATs (STAT1, STAT2,
STAT3, STAT4, STAT5A, STATSB, STAT6), comparte estructuralmente seis
dominios. Un dominio N-terminal (NTD), un dominio de bobina enrollada (CCD), un
dominio de union al ADN (DBD), un dominio enlazador (LD), un dominio Src-
homology-2 (Dominio SH2) y un dominio C-terminal (Dominio de transactivaciéon
(TAD))(Shao et al., 2004). Todos los STATs contienen un residuo de tirosina y uno
de serina en el dominio transactivador, exceptuando STAT2 y STAT6, que carecen
del residuo de serina (Lim & Cao, 2006).

En la via JAK/STAT clasica, las citoquinas se unen a receptores de
transmembrana que no poseen la capacidad de autofosforilar sus residuos de
tirosina. Por este motivo, la actividad tirosina quinasa es proporcionada por
proteinas citoplasmaticas asociadas a estos receptores conocidas como guinasas
de Jano (JAK). La familia de JAKs son cuatro (JAK1, JAK2, JAK3 y TYK2) y estan
asociadas a diferentes STATs (Aaronson & Horvath, 2002; Leonard, 2001). Las
JAKs al activarse se fosforilan y, a su vez, transfosforilan a las tirosinas de los
receptores. Estos residuos de tirosina fosforilados proveen sitios de anclaje para
los STATs que son reclutados, uniéndose al receptor a través de su dominio SH2
y fosforilando, a su vez, sus residuos de tirosina. Posteriormente, ocurre la homo o
heterodimerizacion, por unién reciproca de la tirosina fosforilada de un monémero
de STAT con el dominio SH2 de otro monomero de STAT. Estos STATs
dimerizados son liberados del receptor al citoplasma, desde donde translocan al
nacleo via importinas, uniéndose a elementos especificos del ADN, dirigiendo la
transcripcion a través de la regulacion de actividad genética (Darnell et al., 1994;
Ehret et al., 2001; Milner et al., 2015).

STATS3 esta codificado en humanos por el gen STAT3 (Akira et al., 1994),
su localizacion citogénetica en humanos es 17g21.2 (Choi et al., 1996). Se han
descrito dos isoformas, que han sido identificadas como STAT3a (770-
aminoacidos y 92 kDa) y STAT3B (722-aminoéacidos y 84 kDa) (Caldenhoven et
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al., 1996; Shao et al., 2001; Zhong et al., 1994). El dominio de transactivacion de
STAT3B al estar truncado, sugiere un rol regulador dominante negativo de
STAT3a (Caldenhoven et al., 1996), ademas, STAT3a desempeia un rol funcional
mas significativo (Ng et al., 2012). Por esta razén, centraremos nuestro estudio en
STAT3aq, al cual llamaremos STATS3.

STATS3 se activa con la fosforilacion del residuo de tirosina Tyr705, lo que
le permite dimerizarse. Junto con la fosforilacion de tirosina, STAT3 también se
puede activar por medio de la fosforilacion de serina (Ser727), comunmente
regulada por la familia de proteina quinasa C (PKC), proteinas quinasas activadas
por mitdgenos (MAPK) y la quinasa 5 dependiente de ciclina (CDK5) (Levy & Lee,
2002; Villarino et al.,, 2015). El efecto de la fosforilacion de Ser727 en la
transcripcion del gen STAT3 es variado y depende de la quinasa fosforilante, asi
como del tipo de célula, lo que probablemente determina la disponibilidad de otros
factores de transcripcion y proteinas que ayudan a STAT3 a unirse a la quinasa
(Avalle & Poli, 2018). En general, se sugiere que pSerSTAT3 trabaje con
pTyrSTAT3 para activar la transcripcion mediada por STAT3 (Wen et al., 1995;
Abe et al., 2001; Shen et al., 2004) probablemente mediante el reclutamiento de
proteinas coactivadoras (Lee et al.,, 2009; Lufei et al., 2007; Schuringa et al.,
2001). Sin embargo, hay casos en los que pSerSTAT3 parece contrarrestar la
funcién de pTyrSTAT3 (Mandal et al., 2014).

Ademas, de las fosforilaciones de tirosina (pTyrSTAT3) y serina
(pSerSTAT3), STATS3 tiene otras modificaciones postraduccionales que incluyen
acetilaciones, metilaciones y ubiquitinaciones (Bharadwaj et al., 2020). Se ha
sugerido que la acetilacién es fundamental para formar dimeros STAT3 estables
gue pueden unirse eficazmente al ADN (Yuan et al., 2005), también se ha
relacionado con el silenciamiento de genes (Lee et al., 2012). Asi mismo, la
metilacion postraduccional es un mecanismo por cuya actividad transcripcional
STATS3 esta regulada en algunas células cancerosas (Dasgupta et al., 2014; Yang
et al., 2010). Por otro lado, STAT3 ha demostrado sufrir degradacién mediante la

via ubiquitina-proteasoma (Aggarwal et al., 2009).
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3.4 Funciones de STAT3 en larespuesta inmune

Una de las funciones mas estudiadas de STAT3 es su rol regulador en la
respuesta inmune (Fu, 2006). STAT3 forma parte de la via de sefializacion de
citoquinas tales como IL-6, IL-10, IL-21 e IL-23 (Wo$ & Tabarkiewicz, 2021) y es
critico en la diferenciaciéon de los linfocitos Th17 (Durant et al., 2010). Estudios en
animales y en humanos han demostrado que la ausencia o pérdida de la funcion
de este factor de transcripcién produce deficiencias severas en la diferenciacién
de los linfocitos Th1l7, aumentando el riesgo de infecciones mucocutaneas
(Cypowyj et al., 2012; Li et al., 2018). Esto se debe a que STAT3 es un regulador
positivo clave de la expresion de RORyt (Korn et al., 2009). Una vez activado por
las citoquinas proinflamatorias, IL-6, IL-21 e IL-23, STAT3 regula positivamente la
expresion de RORvt, IL-21 y el receptor de IL-23 (Halwani et al., 2017). Todas
estas moléculas son cruciales en el desarrollo y estabilizacion de células Th17
(Laurence et al., 2007; Nishihara et al., 2007; Yang et al., 2007; Zhou et al., 2007).
Ademas, STAT3 participa activamente en el desarrollo de la inmunidad innata
(Welte et al., 2003). Aunque no es imprescindible para la granulopoyesis basal
(Lee et al., 2002), también se ha demostrado que regula etapas criticas de ésta
(Hillmer et al., 2016; Shah et al., 2018). La activacion de STAT3 media la
movilizacion de neutréfilos en la médula 6sea (Boettcher et al., 2014; Cheers et al.,
1988; Lieschke et al., 1994), la liberacion de neutrofilos en la circulacion (Nguyen-
Jackson et al., 2010; Panopoulos et al., 2006) y la quimiotaxis de neutréfilos
(Nguyen-Jackson et al., 2012) participando en las respuestas proinflamatorias
(Gao et al., 2018). Ademas, mantiene la integridad de las barreras epiteliales a

nivel intestinal, ovarico, timico, entre otras (Levy & Lee, 2002; Takeda et al., 1999).

En estudios donde se evalian a individuos con sindrome de hiper IgE
autosémico dominante (HIES), quienes poseen una deficiencia autosémica en el
gen que codifica para STAT3, se ha descrito también una muerte anticipada de
neutroéfilos (Farmand et al., 2018). Ademas, Taylor et al. (2016) demostraron que
IL-6 e IL-23 inducen la fosforilacion STAT3 en neutrofilos en un modelo in vitro
animal de queratitis fangica. También se ha descrito que la activacion de STAT3

participa especificamente en la diferenciacion de monocitos a macréfagos
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(Vasamsetti et al., 2015). Por lo tanto, STAT3 podria cumplir un rol en periodontitis
ya que participa en la diferenciacion y regulacion de células como Thl7 y

neutrofilos, implicadas en la destruccién de tejidos (Aujla et al., 2007).

3.5 STAT3 en periodontitis

Aunqgue la activacion de STAT3 no ha sido evaluada en humanos, estudios
in vitro han observado la activacion de STAT3 en células del ligamento periodontal
humano cuando se estimulan con IL-13 e IL-6 (Ambili & Janam, 2017). Por otro
lado, evaluaciones directas de STAT3 en tejidos gingivales en modelos de
periodontitis inducida por ligadura en ratas Wistar, han determinado una activacion
significativa de este factor de trascripcion con estados de inflamacién periodontal
(de Souza et al., 2011; Garcia de Aquino et al., 2009) indicando una asociacion
entre la inflamacién de los tejidos periodontales y la activacion de STAT3. A nivel
0seo, se ha vinculado la pérdida de hueso alveolar al modelo de la ligadura (Abe &
Hajishengallis, 2013; de Molon et al., 2018; Marchesan et al., 2018). Cabe agregar
gue estudios recientes han asociado la inhibicién de STAT3 como factor protector
en la pérdida de hueso alveolar en modelos experimentales de periodontitis
inducidos por ligadura en ratas (Zhang et al., 2020) y en modelos experimentales
de periodontitis inducida por Porphyromonas gingivalis en ratones (Zhang et al.,
2021).

Estudios indirectos de STAT3 en periodontitis, como los trabajos realizados
con P. gingivalis, importante patobionte asociado a periodontitis, han determinado
gue es capaz de disminuir la expresion del supresor de la expresiéon de citoquinas
3 (SOCS-3); proteina que inhibe la actividad de la via JAK/STAT, modulando asi
un aumento en la activaciéon de STAT3 (Li et al., 2020; Moffatt & Lamont, 2011). La
calprotectina, macromolécula expresada durante la enfermedad periodontal,
aumenta las expresiones de IL-6 y RANKL a través de las vias de sefializacion
MAPK y STAT3 en células similares a los osteocitos (Takagi et al., 2020). En
modelos de periodontitis apical, la activacion de JAK2-STAT3 aumenta con la
progresion de la inflamacion en los tejidos periodontales y en areas de infiltracion

de inflamacion, jugando un rol importante en el proceso de resorcion Osea
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periapical y osteoclastogénesis (Wang et al., 2019). Por otro lado, se ha
observado que la vitamina D (25-hidroxivitamina D3) disminuye la activacién de
TLR4 y JAK1/STAT3, atenuando asi la destruccion de tejidos en un modelo de
diabetes en ratones con periodontitis experimental inducida con P. gingivalis
(Wang et al., 2013).

De estos trabajos se podria inferir que la activacion de STAT3 podria estar
asociada con la destruccion de los tejidos durante la periodontitis y que, por otro
lado, la inhibicion de STAT3 disminuiria la sefalizacion de citoquinas inflamatorias,

retrasando la destruccion de los tejidos periodontales (Bae et al., 2015).

3.6 Modelo experimental de periodontitis

Los modelos animales experimentales son herramientas fundamentales
para investigar mecanismos de la patogénesis periodontal y probar nuevos
enfoques terapéuticos. Son Utiles para lograr una aproximacién a las relaciones de
causa y efecto que no es posible realizar en estudios clinicos en humanos y que
son dificiles de demostrar en estudios in vitro por su incapacidad de replicar la
complejidad de las interacciones cruzadas que se producen entre la respuesta

inmunitaria, el microbioma y el tejido del hospedero (Hajishengallis et al., 2015).

Existen distintos modelos animales de enfermedad periodontal y cada uno
tiene sus ventajas y desventajas. Los primates no humanos son los mas parecidos
a la condicion humana, sin embargo, su costo y problemas de cria impiden su uso
generalizado. Mientras los roedores son menos costosos y mas faciles de
manejar, aunque no reproducen todos los aspectos de la progresion de la
periodontitis, constituyen el modelo mas conveniente y versatil para la
investigacion de los mecanismos inmunopatolégicos de esta patologia (Oz &
Puleo, 2011).

Un método sencillo es el modelo de periodontitis inducida por ligadura en
ratén, presentado por Abe & Hajishengallis (2013), en el cual se identificé que el
segundo molar superior es el sitio mas apropiado para evaluar la pérdida ésea

inflamatoria de una manera valida y reproducible (Figura 1). Este modelo permite
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que la enfermedad pueda iniciarse en un momento conocido, con una secuencia
predecible de eventos que culminan en la pérdida de hueso alveolar en unos
pocos dias en ratones y ratas (Abe et al., 2012; Bezerra et al., 2000; Graves et al.,
2008; Li & Amar, 2007).

El modelo inducido por ligadura tiene un alto grado de semejanza con la
entidad clinica y puede ser un complemento muy completo para ayudar a dilucidar
la complejidad de la patologia (Bosshardt, 2018). Se cree que las ligaduras son un
factor promotor de la formacion de placa y con esto facilitan la acumulacién local
de bacterias, aumentando los niveles de citoquinas proinflamatorias e infiltracion
celular, dando como resultando inflamacion local, destruccion del tejido conectivo
periodontal y la pérdida de hueso alveolar mediado por bacterias (Breivik & Rook,
2000; Graves et al., 2008; Holzhausen et al., 2002).

T. Abe, G. Hajishengallis / Journal of Immunological Methods 394 (2013) 49-54

Figura 1. Modelo de periodontitis murina inducida por ligadura.

Extraido de J Immunol Methods. Author manuscript; available in PMC 2014 Aug 30. Published in final edited form as: J
Immunol Methods. 2013 Aug 30; 394(0): 49-54. Published online 2013 May 12. doi: 10.1016/j.jim.2013.05.002
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3.7 Planteamiento del problema

Estudios han demostrado que la via de sefalizacion STAT3 esta
involucrada en procesos mediados por el sistema inmune (Hillmer et al., 2016). Asi
también, STAT3 es un factor clave en la respuesta del hospedero durante el curso
de la inflamaciéon y de la destruccion de los tejidos de soporte de los dientes
(Cavalcante et al., 2012; de Souza et al., 2011; Garcia de Aquino et al., 2009). Sin
embargo, no se sabe si pSTAT3 podria estar expresada en estadios tempranos
y/o tardios de la inflamacion gingival en periodontitis. Hasta el momento de realizar
esta tesis, no existian estudios que investigaran pSTAT3 durante la progresion de
la enfermedad periodontal, solo investigaciones que han medido la expresion de
pSTAT3 fosforilada en tirosina en modelos animales en otros contextos
inflamatorios; como en lesiones de reperfusion en isquemia retiniana (RIRI) (Wang
et al., 2022), malaria (Shi et al., 2008) y colitis (Wick et al., 2014). Ademas, la
expresion de STATS3T junto a la activacion de pSTAT3 no ha sido muy estudiada,
mas que en el modelo de malaria (Shi et al., 2008), en el modelo de RIRI (Wang et
al., 2022) y en un modelo in vitro de células vasculares de musculatura lisa de
pacientes con hipertension (Sun et al., 2008). Es por esto, que la caracterizacién
de la activacién de STAT3 durante las distintas etapas de la inflamaciéon de los
tejidos periodontales nos podria proporcionar valiosa informacion sobre la cinética
de este factor de transcripcidén en la patogénesis de la periodontitis para la mejor
comprension de esta via de sefializacion molecular y para su posible eleccién

como blanco terapéutico.
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4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

4.1 HIPOTESIS

STAT3 se encuentra activado en etapas tempranas y en etapas tardias de

la inflamacién gingival durante periodontitis experimental.

4.2 OBJETIVO GENERAL.

Evaluar la activacion de STAT3, en etapas tempranas (2 horas a 3 dias) y

tardias (5 a 7 dias) de la inflamacion gingival durante periodontitis experimental.

4.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Detectar pSTAT3 mediante la fosforilacion en Tyr705 (pTyrSTAT3)
en tejidos gingivales durante etapas tempranas (2 horas a 3 dias) y

tardias (5 a 7 dias) de periodontitis experimental y en tejidos sanos.

2. Detectar pSTAT3 mediante la fosforilacion en Ser727 (pSerSTAT3)
en tejidos gingivales durante etapas tempranas (2 horas a 3 dias) y

tardias (5 a 7 dias) de periodontitis experimental y en tejidos sanos.

3. Determinar la pérdida 6sea alveolar en ratones durante periodontitis

experimental (en etapas tempranas y tardias) y salud periodontal.
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5. MATERIALES Y METODOS
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 la presente tesis se
obtuvieron de experimentos que se realizaron en animales Mus musculus,
C57BL/6. EI manejo de éstos y todas las intervenciones se realizaron con la
aprobacion del Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA),
Universidad de Chile (Protocolo FOUCH 181113, anexo 2). Se obtuvieron ratones
C57BL/6 libres de patogenos 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 & Hajishengallis (2013), en el cual se situé una ligadura
(seda 5-0) alrededor del segundo molar superior derecho, de esta manera la
ligadura promovio la acumulacién de placa con la subsecuente inflamacién
gingival. Los molares izquierdos se mantuvieron sin ligadura para el analisis de
control en mucosa gingival sana. Luego, los animales fueron sometidos a
eutanasia a las 2 horas, 1, 3, 5y 7 dias posteriores a la colocacion de la ligadura,
procediendo a recolectar la mucosa gingival y ambos maxilares para su analisis
(Figura 2).
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Figura 2. Obtencion de mucosa gingival y maxilares. Luego de colocar la ligadura en el segundo molar superior derecho,
los animales fueron sometidos a eutanasia en distintos tiempos (2 horas, dia 1, dia 3, dia 5 y dia 7), recolectando las
muestras post-ligadura (Mucosa gingival 2°molar superior derecho), muestras de control (mucosa gingival 2° molar
superior izquierdo sin ligar) y ambos maxilares.

El tejido gingival inflamado y no inflamado fue diseccionado de forma
estandarizada con un bisturi de hoja n°15, obteniendo el tejido que rodea los
molares y la ligadura (Dutzan et al., 2018). Una vez obtenidas las muestras, fueron

congeladas y mantenidas a -80°C hasta el momento de su andlisis.

5.3 Preparacion de las muestras de tejidos gingivales

5.3.1 Extraccién de proteinas

En primer lugar, las muestras fueron descongeladas rapidamente, pesadas
y sumergidas en buffer T-PER™ (Thermo Fisher Scientific, EE.UU.) en una
solucion de 1:20 (peso/volumen), al cual se le adicioné una mezcla de inhibidores
de proteasa cOmplete™ (Sigma-Aldrich, Alemania) y fosfatasa PhosSTOP™
(Sigma-Aldrich, Alemania) segun las indicaciones del fabricante y posteriormente
se aclararon por centrifugacion. A continuacién, los tejidos se disgregaron
utilizando primero un bisturi de hoja n°15 y luego un homogeneizador de mesa de
alta energia BeadBug™ (Benchmark Scientific, EEUU). Los sobrenadantes se
transfirieron a un nuevo tubo y se congelaron a -80°C para ser utilizados en

analisis posteriores.
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5.3.2 Cuantificacion de proteinas totales

La cuantificacion de las proteinas totales presentes en el sobrenadante se
realizd a través del método del &cido bicinconinico (BCA). Este método combina la
reduccion de Cu*? a Cu*! por proteinas (Reaccién de Biuret), con la alta
sensibilidad y selectividad de la deteccién colorimétrica del cation Cu*! usando un
reactivo Unico que contiene BCA. El color producido por esta reaccion es estable y
aumenta de forma proporcional a concentraciones crecientes de proteinas (Smith
et al., 1985). En un pocillo de una microplaca (rango de trabajo = 20-2000 pg/mL),
se depositaron 25 pL de cada muestra, a continuacion, se agregaron 200 pL de
preparacion del reactivo de trabajo BCA a cada pocillo, mezclando en un agitador
de placas durante 30 segundos. Luego, cada placa se cubrié con una lamina de
parafina y se incub6 a 37°C durante 30 minutos. Se dejaron enfriar a temperatura
ambiente para medir la absorbancia a 562 nm en espectrofotometro (Synergy). La
concentracion de proteinas se obtuvo utilizando una curva estandar realizada con
concentraciones conocidas de proteinas. Finalmente, las muestras fueron

resuspendidas en una concentracion de 1 mg/mL.

5.4 Evaluacion de pSTAT3 en tejidos gingivales

5.4.1 Separacion de proteinas mediante electroforesis:

La separacion de proteinas se realiz6 en condiciones denaturantes,
utilizando el método de Laemmli. Las proteinas fueron solubilizadas llevandolas a
una temperatura de 95°C, durante 5 minutos. Se agregaron 40 ug de proteina total
a un buffer de carga que contenia Tris-HCI, glicerol, dodecilsulfato de sodio (SDS)
y 2-Mercaptoetanol (2-ME). Posteriormente, todo el volumen de cada muestra se
cargo en los pocillos de los geles de poliacrilamida-SDS al 10%. Las proteinas
fueron separadas usando electroforesis en presencia de Buffer Tris-Glicina-SDS a
100 V (Voltaje cte.), durante 90 minutos.

5.4.2 Electro-Transferencia:
El gel de electroforesis se transfirio a membranas de nitrocelulosa de 0,45

MM utilizando corriente constante de 300 mA durante 60 min en buffer de Tris-
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Glicina. La revision de la transferencia se llevé a cabo mediante una incubacién

con rojo Ponceau 0,1% en un medio al 0,5% de acido aceético.

5.4.3 Bloqueo de la membrana:
La membrana se traspaso a un pocillo de bloqueo y se cubrié con solucion
de bloqueo que contenia 5% peso/volumen BSA, TBS y 0,1% Tween-20, dejando

en movimiento durante 1 hora a temperatura ambiente.

5.4.4 Inmunoblot:

La fosforilacion de STAT3 en los puntos de tiempo descritos se evalud
utilizando anticuerpos que reconocen STAT3 total y fosforilado en Tyr705 y
Ser727 (Cell Signaling Technology, EE. UU.). Las membranas fueron incubadas
durante toda la noche a 4°C en concentraciones de 1:1000 (STATS3 total), 1:2000
(Tyr705) y 1:1000 (Ser727) en una solucién que contenia 5% peso/volumen BSA,
TBS y 0,1% Tween-20. Como control de carga se utilizé un anticuerpo GAPDH a

una concentracion de 1:1000.

Una vez incubadas con el anticuerpo primario, las membranas fueron
incubadas con el anticuerpo secundario correspondiente asociado a la enzima
HRP (Horseradish peroxidase). Previo a la incubacion con el anticuerpo
secundario, las membranas fueron lavadas 3 veces por 5 minutos con una

solucién TBS-Tween 20.

5.4.5 Revelado de p-STAT3

Las bandas se detectaron por quimioluminiscencia utilizando el reactivo
Clarity Western ECL (BIO-RAD, EE. UU.) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. La sefial quimioluminiscente fue detectada utilizando el documentador
Omega Lum™ G imaging system. Las bandas obtenidas se cuantificaron por

densitometria utilizando el software ImageJ (NIH, Bethesda, EE. UU.).

5.5 Mediciones de la pérdida 6sea

Los maxilares superiores se limpiaron de todo el tejido blando para facilitar
las mediciones de pérdida Osea, luego se sumergieron en tinciones de eosina y

azul de metileno.
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Para determinar la pérdida 6sea alveolar murina durante la progresion de la
periodontitis experimental, nos basamos en Abe & Hajishengallis (2013). Se
analizé la pérdida Osea alveolar representada mediante la distancia medible en
milimetros, presente entre el limite amelo cementario (LAC) y la cresta Osea
alveolar (COA) que se obtuvo a partir de 6 puntos predeterminados. Ellos fueron
CP3M; cuspide palatina tercer molar, CPD2M; cuspide palatino distal segundo
molar, SP2M; surco palatino segundo molar, CPM2M; cuspide palatino mesial
segundo molar, CPD1M; cuspide palatina distal primer molar, SPD1M; surco
palatino distal primer molar (Figura 6A). Luego estas distancias LAC-COA fueron

promediadas en cada muestra de los tejidos ligados y en las muestras de control.

Las imagenes se obtuvieron bajo un microscopio estereoscopico (Stemi
508, Carl Zeiss, Alemania) y una camara (AxioCam 208, Carl Zeiss, Alemania) y

se analizaron mediante el software ImageJ (NIH, Behtesda, EE.UU.).

5.6 Andlisis y estadistica

Para detectar una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos
de animales experimentales (ligados y control) y lograr una potencia estadistica
del 80% y una seguridad del 95%, se utiliz6 un tamafio de muestra de al menos 5
animales por grupo. Para obtener ese numero, se considerd las medias y las
desviaciones estandar informadas para Thl7 en tejidos gingivales murinos
(Dutzan et al., 2017). También consideramos que los animales son singénicos y la
eficacia de la periodontitis inductora de ligaduras es cercana al 100%. El tamafio

de la muestra se calculé con el software en linea OpenEpi (www.openepi.com).

Los datos obtenidos de STAT3 fosforilada en tirosina, serina y sin fosforilar
fueron normalizados contra la sefial de GAPDH (proteina de expresion constitutiva
0 housekeeping (HK)). Con estos datos se tabuld la cuantificacion relativa de
pTyrSTAT3, pSerSTAT3 y STAT3T de las muestras de tejido gingival murino
obtenidas a las 2 horas, 1, 3, 5y 7 dias, posterior a la ligadura en el modelo de
periodontitis experimental, versus la cuantificacién relativa de pTyrSTAT3,
pSerSTAT3 y STAT3T de las muestras control. Ademas, se tabuldo la
cuantificacion relativa de pTyrSTAT3, pSerSTAT3 y STAT3T de las muestras de
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tejido gingival murino agrupadas en las etapas tempranas (2 horas a 3 dias) y en
las etapas tardias (5 a 7 dias) posterior a la ligadura en el modelo de periodontitis
experimental, versus la cuantificacion relativa pTyrSTAT3, pSerSTAT3 y STAT3T

de las muestras control.

Con los datos obtenidos de las muestras de pérdida 0sea, se tabularon los
promedios de la distancia en milimetros entre el LAC y el COA de las muestras de
tejido de los ligados a las 2 horas, 1, 3, 5y 7 dias posterior a la ligadura, versus la
distancia en milimetros entre el LAC y el COA de los tejidos de control. Ademas,
se tabularon los promedios de la distancia en milimetros entre el LAC y el COA, de
las muestras de tejido de los ligados, agrupadas en las etapas temprana (2 horas
a 3 dias) y tardias (5 a 7 dias), posterior a la ligadura, versus la distancia en

milimetros entre el LAC y el COA de las muestras control.

Estos resultados se graficaron y analizaron estadisticamente utilizando el
software Prism 9 (GraphPad Software, Inc.) y se inform6é como media + S.E.M.
donde correspondid. El analisis de la distribucion de datos se realiz6 mediante la
prueba de normalidad de Shapiro-Wilk. Ademas, las diferencias entre los grupos
experimentales se determinaron mediante la prueba Ordinary one way ANOVA
para comparaciones multiples de datos no apareados, donde *p < 0.05; **p < 0.01;
***p < 0.001; ***p < 0.0001. Las diferencias se consideraron estadisticamente

significativas si el valor de p < 0,05.
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6. RESULTADOS

6.1 Deteccion de STAT3 fosforilada en tirosina en tejidos gingivales de

ratones durante etapas tempranas y tardias de periodontitis experimental

Al revelar la membrana de nitrocelulosa obtenida del ensayo Western blot
para pTyrSTAT3, se obtuvieron dos bandas (acorde al peso molecular de STAT3),
éstas fueron: STAT3a (92 kDa) y STAT3B (84 kDa), y utilizando como control
GAPDH (37 kDa). Con esto se confirmo la presencia de la proteina pTyrSTAT3 en
sus dos isoformas y de la proteina GAPDH, en los tejidos gingivales ligados y en
los tejidos gingivales de control. Como se puede apreciar en la imagen (Figura
3A), la cantidad de GAPDH es constante en todas las muestras, y la cantidad de
pTyrSTAT3 es mayor en las muestras de los ligados que en las muestras de

control, particularmente a las 2 horas, 1y 7 dias

La cuantificacion relativa de pTyrSTAT3 de las muestras de tejido gingival
ligado para cada uno de los tiempos estudiados, comparada con la cuantificacion
relativa de pTyrSTAT3 en los tejidos gingivales de control (Figura 3B), indicd que
existe un aumento de pTyrSTAT3/GAPDH con diferencias significativas en cada
uno de los dias posteriores a la ligadura, con respecto a los controles. La mayor
diferencia ocurrié en los dos primeros dias y luego del dia 2, hubo una disminucién

que se mantuvo constante.

La cuantificacion relativa de pTyrSTAT3 de las muestras de tejido gingival
ligado, agrupadas en las etapas tempranas (2 horas a 3 dias) y etapas tardias (5 a
7 dias), versus la cuantificacion relativa pTyrSTAT3 de las muestras de control
(Figura 3C), indicé que en las etapas tempranas y en las etapas tardias, la
cantidad de pTyrSTAT3/GAPDH en los tejidos ligados, es significativamente
mayor que la cantidad de pTyrSTAT3/GAPDH en los tejidos de control. Ademas, la
cantidad de pTyrSTAT3/GAPDH de las etapas tempranas en los tejidos ligados, es
significativamente mayor que la cantidad de pTyrSTAT3/GAPDH de las etapas

tardias en los tejidos ligados.
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Figura 3. Activacion de STAT3 por fosforilacion de residuos de tirosina en un modelo de periodontitis inducida por
ligadura. (A) Se observa el inmunoblot de STAT3 fosforilada en su residuo de tirosina en las muestras de tejido gingival
murino obtenidas, a las 2 horas, 1, 3, 5y 7 dias posterior a la ligadura en un modelo de periodontitis experimental, versus el
control de tejido gingival murino no ligado. Para determinar la presencia de pTyrSTAT3, se utilizé6 un anticuerpo Anti-
pTyrSTAT3 y como control de carga se determiné GAPDH. (B) Se graficé el andlisis de la cuantificacion relativa de
pTyrSTAT3, de las muestras de tejido gingival murino obtenidas, a las 2 horas, 1, 3, 5y 7, posterior a la ligadura en un
modelo de periodontitis experimental, versus la cuantificacion relativa de pTyrSTAT3, de las muestras control de tejido
gingival murino no ligado. (C) Se grafic6 el analisis de la cuantificacion relativa de pTyrSTAT3, de las muestras de tejido
gingival murino obtenidas, en la etapa temprana (2 horas a 3 dias) y tardia (5 a 7 dias), posterior a la ligadura en un modelo
de periodontitis experimental, versus la cuantificacién relativa pTyrSTAT3, de las muestras control de tejido gingival murino
no ligado. Los datos fueron normalizados contra la sefial de GAPDH (proteina de expresién constitutiva o housekeeping
(HK)). Las barras representan la media + E.S, y *p<0.05; **p < 0.01; **p < 0.001; ****p < 0.0001 segln la prueba Ordinary
one way ANOVA. U.A = Unidades absolutas. Se utilizaron las muestras no ligadas de los dias 7 como controles no ligados.

28




6.2 Deteccion de STAT3 fosforilada en serina 727 en tejidos gingivales de

ratones durante las etapas tempranas vy tardias de periodontitis experimental

Al revelar la membrana de nitrocelulosa obtenida del ensayo Western blot
para pSerSTAT3, se obtuvo una banda de acorde al peso molecular de STAT3a
(92 kDa), ademés de la banda correspondiente a GAPDH (37 kDa). Con esto se
confirmd la presencia de la proteina pSerSTAT3 en su isoforma a y de la proteina
GAPDH, en los tejidos gingivales ligados y en los tejidos gingivales de control.
Como se puede apreciar en la imagen (Figura 4A), la cantidad de GAPDH es
constante en todas las muestras, y la cantidad de pSerSTAT3 es mayor en los

tejidos ligados que en los controles, particularmente los dias 1, 3y 5.

La cuantificacion relativa de pSerSTAT3 de las muestras de tejido gingival
ligado para cada uno de los tiempos estudiados, comparada con la cuantificacion
relativa de pSerSTAT3 en los tejidos gingivales de control (Figura 4B), indicd que
existe un aumento con diferencias significativas en los dias 1, 3 y 5y no
significativas a las 2 horas ni al dia 7, con respecto a los tejidos no ligados. En
donde la mayor diferencia ocurrié en el dia 1 y luego se mantuvo constante en los
dias 3y 5.

La cuantificacion relativa de pSerSTAT3 de las muestras de tejido gingival
ligado, agrupadas en las etapas tempranas (2 horas a 3 dias) y etapas tardias (5 a
7 dias), versus la cuantificacion relativa pSerSTAT3 de las muestras de control
(Figura 4C), indic6 que la cantidad de pSerSTAT3/GAPDH en las etapas
tempranas y tardias en los tejidos ligados, es significativamente mayor que la
cantidad de pSerSTAT3/GAPDH en los tejidos de control. Ademas, no hay
diferencias significativas de la cantidad de pSerSTAT3/GAPDH, entre las etapas

tempranas y las etapas tardias, en los tejidos ligados.
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Figura 4. Activacion de STAT3 por la fosforilacion de residuos de serina en un modelo de periodontitis inducida por
ligadura. (A) Se observa el inmunoblot de STAT3 fosforilada en su residuo de serina en las muestras de tejido gingival
murino obtenidas, a las 2 horas, 1, 3, 5y 7 dias posterior a la ligadura en un modelo de periodontitis experimental, versus el
control de tejido gingival murino no ligado. Para determinar la presencia de pSerSTAT3, se utilizé6 un anticuerpo Anti-
pSerSTAT3 y como control de carga se determin6 GAPDH. (B) Se graficé el andlisis de la cuantificacion relativa de
pSerSTAT3, de las muestras de tejido gingival murino obtenidas, a las 2 horas, 1, 3, 5y 7, posterior a la ligadura en un
modelo de periodontitis experimental, versus la cuantificacion relativa de pSerSTAT3, de las muestras control de tejido
gingival murino no ligado. (C) Se grafico el andlisis de la cuantificacion relativa de pSerSTAT3, de las muestras de tejido
gingival murino obtenidas, en la etapa temprana (2 horas a 3 dias) y tardia (5 a 7 dias), posterior a la ligadura en un modelo
de periodontitis experimental, versus la cuantificaciéon relativa de pSerSTAT3, de las muestras control de tejido gingival
murino no ligado. Los datos fueron normalizados contra la sefial de GAPDH (proteina de expresién constitutiva o
housekeeping (HK)). Las barras representan la media + E.S, y *p<0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ****p < 0.0001 segln la
prueba Ordinary one way ANOVA. U.A = Unidades absolutas. Se utilizaron las muestras no ligadas de los dias 7 como
controles no ligados.
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6.3 Deteccion de STAT3 total en tejidos gingivales murino durante las etapas

tempranas y tardias de periodontitis experimental

Al revelar la membrana de nitrocelulosa obtenida del ensayo Western blot
para STAT3T, se obtuvo una banda de acorde al peso molecular de STAT3a (92
kDa), ademas de la banda correspondiente a GAPDH (37 kDa). Con esto se
confirmd la presencia de la proteina STAT3T en sus dos isoformas y de la proteina
GAPDH, en los tejidos gingivales ligados y en los tejidos gingivales de control.
Como se puede apreciar en la imagen (Figura 5A), la cantidad de GAPDH es
constante en todas las muestras y la cantidad de STAT3T tiene un leve aumento

los dias 3y 5 en el grupo experimental respecto al grupo control.

La cuantificacion relativa de STAT3T de las muestras de tejido gingival
ligado para cada uno de los tiempos estudiados, comparada con la cuantificacion
relativa de STAT3T en los tejidos gingivales de control (Figura 5B), indicoé que, en
los tejidos ligados, no ocurrié una diferencia significativa de STAT3T/GAPDH, en
ninguno de los dias posteriores a la ligadura con respecto a STAT3T/GAPDH de

los controles.

La cuantificacion relativa de STAT3T de las muestras de tejido gingival
ligado, agrupadas en las etapas tempranas (2 horas a 3 dias) y etapas tardias (5 a
7 dias), versus la cuantificacién relativa STAT3T de las muestras de control
(Figura 5C), indicé que no hay diferencias significativas de STAT3T/GAPDH entre
los tejidos ligados y no ligados, en etapas tempranas ni tardias. Tampoco existen
diferencias significativas de STAT3T/GAPDH entre las etapas tempranas y tardias

de los tejidos ligados.
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Figura 5. STAT3 total en un modelo de periodontitis inducida por ligadura. (A) Se observa el inmunoblot de STAT3
total en las muestras de tejido gingival murino obtenidas, a las 2 horas, 1, 3, 5y 7 dias posterior a la ligadura en un modelo
de periodontitis experimental, versus el control de tejido gingival murino no ligado. Para determinar la presencia de STAT3T,
se utilizé un anticuerpo anti-STAT3 y como control de carga se determin6 GAPDH. (B) Se gréafico el andlisis de la
cuantificacion relativa de STATS3 total, de las muestras de tejido gingival murino obtenidas, a las 2 horas, 1, 3, 5y 7,
posterior a la ligadura en un modelo de periodontitis experimental, versus la cuantificacion relativa de STAT3 total, de las
muestras control de tejido gingival murino no ligado. (C) Se graficé el andlisis de la cuantificacién relativa de STAT3 total, de
las muestras de tejido gingival murino obtenidas, en la etapa temprana (2 horas a 3 dias) y tardia (5 a 7 dias), posterior a la
ligadura en un modelo de periodontitis experimental, versus la cuantificacion relativa de STAT3 total, de las muestras control
de tejido gingival murino no ligado. Los datos fueron normalizados contra la sefial de GAPDH (proteina de expresién
constitutiva o housekeeping (HK)). Las barras representan la media £ E.S, y *p<0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ****p <
0.0001 segun la prueba Ordinary one way ANOVA. U.A = Unidades absolutas. Se utilizaron las muestras no ligadas de los
dias 7 como controles no ligados.
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6.4 Determinacion de la pérdida 6sea alveolar murina durante periodontitis

experimental

La determinacion de la distancia LAC-COA de las muestras de tejido 6seo
de los ligados para cada uno de los tiempos estudiados, comparada con la
determinacion de la distancia LAC-COA de las muestras de tejido 6seo de los
controles (Figura 6B), indicd que no existe una diferencia significativa entre las 2
horas y los 3 dias posteriores a la ligadura, con respecto a los controles y a partir
del dia 5 aumenta la distancia de forma creciente y significativamente con
respecto a los controles. Ademas, la diferencia de la distancia LAC-COA entre el

dia 5y el dia 7, también es significativa (Figura 6B).

La determinacion de la distancia LAC-COA de las muestras de tejido 6seo
de los ligados, agrupados en etapas tempranas (2 horas a 3 dias) y etapas tardias
(5 a 7 dias), comparada con la determinacion de la distancia LAC-COA de las
muestras de tejido 6seo de los controles (Figura 6C), indicé que la distancia LAC-
COA de las muestras de las etapas tempranas de los ligados no aumento
significativamente con respecto a la distancia LAC-COA de los controles y la
distancia LAC-COA de las muestras de las etapas tardias de los ligados, aumento
significativamente con respecto a la distancia LAC-COA de los controles. Ademas,
la distancia LAC-COA de las muestras de las etapas tardias de los ligados, es
significativamente mayor a la distancia LAC-COA de las muestras de las etapas

tempranas de los ligados.
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Figura 6. Promedio de las distancias LAC-COA, en un modelo de periodontitis inducida por ligadura. (A) Se
observan las lineas de medicion de la distancia desde el limite amelo cementario (LAC) hasta la cresta 6sea alveolar (COA),
en molares del lado ligado. CP3M; cuspide palatina tercer molar, CPD2M; cUspide palatino distal segundo molar, SP2M;
surco palatino segundo molar, CPM2M; cuspide palatino mesial segundo molar, CPD1M; cuUspide palatina distal primer
molar, SPD1M; surco palatino distal primer molar. (B) Se grafico el analisis de los promedios de la distancia en milimetros
entre el LAC y el COA, a las 2 horas, 1, 3, 5y 7 dias posterior a la ligadura, de tejido 6seo alveolar murino durante la
progresion de un modelo de periodontitis experimental, versus la distancia en milimetros entre el LAC y el COA del tejido
Oseo alveolar murino no ligado. (C) Se grafico el analisis de los promedios de la distancia en milimetros entre el LAC y el
COA, en a las etapas tempranas (2 horas a 3 dias) y tardias (5 dias a 7 dias) posterior a la ligadura, de tejido 6seo alveolar
murino durante la progresién de un modelo de periodontitis experimental, versus la distancia en milimetros entre el LAC y el
COA del tejido 6seo alveolar murino no ligado. Las barras representan la media + E.S, y *p<0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001,

*¥*%p < 0.0001 segun la prueba Ordinary one way ANOVA. Se utilizaron las muestras no ligadas de los dias 7 como
controles no ligados.
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7. DISCUSION

Existe vasta evidencia que describe el rol de la proteina STAT3 como
mediadora en la regulacion de diferentes subtipos celulares de la respuesta
inmune innata como adaptativa (Bharadwaj et al., 2020). Se postula que STAT3
participa en procesos inflamatorios y de destruccion 0Osea involucrados en
periodontitis (Cavalcante et al., 2012; Souza et al.,, 2012). Sin embargo, los
antecedentes que hemos encontrado en la literatura hasta el momento no son
suficientes para hacer una descripcion cuantitativa de STAT3 total y de sus formas
fosforiladas durante la progresién de la periodontitis. Por lo anterior, este estudio
evalud la activacion de STATS3, en sus etapas tempranas (2 horas a 3 dias) y
tardias (5 a 7 dias) durante la inflamacion gingival en un modelo de periodontitis
experimental inducida por ligadura, logrando detectar una activacion de STAT3 en
Tyr705 y en Ser727 en los tejidos ligados durante etapas tempranas y tardias del
modelo de periodontitis experimental en comparacién con los tejidos sanos.
Ademas, se determiné que, durante la progresion de la periodontitis experimental,
existe una pérdida Osea alveolar significativa a partir de las etapas tardias (5 a 7

dias) en comparacion a los tejidos sanos.

7.1 Activacion de STAT3 en etapas iniciales de la inflamacién gingival

STAT3 desempefia un rol fundamental en muchos procesos bioldgicos
celulares involucrados en las respuestas proinflamatorias (Gao et al., 2018). La
activacion de STAT3 mediante su fosforilacién en tirosina es clave para que se

lleven a cabo estos procesos (Bharadwaj et al., 2020; Yuan et al., 2005).

En nuestro andlisis de la activacion de STAT3 por fosforilacién de tirosina
en los tejidos ligados en el modelo de periodontitis experimental, constatamos que,
a las 2 horas hay activacion de STAT3 con respecto a los no ligados. Es probable
gue esta activacion temprana, esté dada por el actuar del sistema inmune en las
barreras epiteliales, mediante el desencadenamiento de reacciones
proinflamatorias, en respuesta al estrés mecanico y a la acumulacién de placa que
genera la ligadura en los tejidos gingivales (Breivik & Rook, 2000; Graves et al.,

2008; Holzhausen et al., 2002). Al respecto, se debe considerar la participacion de
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STATS3 en la proteccién y defensa de las barreras mucosas frente a infecciones en
pacientes con AD-HIES (Bharadwaj et al., 2020). De igual modo, la evidencia
indica que pTyrSTAT3 y pSerSTAT3 participan en la cicatrizacion de heridas en la
fase inicial de las etapas inflamatorias que siguen a la lesion tisular (Dauer et al.,
2005). Asi también, se ha descrito que en procesos inflamatorios en donde las
barreras mucosas se ven afectadas -tales como en colitis ulcerosa y enfermedad
de Crohn's-, en las cuales existe un aumento de los niveles de la proteina STAT3.
Por ultimo, se debe tomar en cuenta la correlacion de mayores niveles de
pTyrSTAT3y el grado histolégico de inflamacion (Kasembeli et al., 2018; Mudter et
al., 2005; Musso et al., 2005).

Esta respuesta temprana, en una primera instancia podria ser inespecifica
y, por tanto, mediada por la inmunidad innata, lo que es respaldado por
investigaciones que sefialan que STAT3 se encuentra activado en células inmunes
del estroma y queratinocitos, principalmente en procesos de diferenciacion,
proliferacion e inhibicion de la apoptosis (Fasanaro et al., 2015; Luo et al., 2014;
Wu et al.,, 2003), también se ha asociado a vasodilatacion y aumento de la
permeabilidad de los capilares sanguineos y junto a esto, mediante procesos de
guimiotaxis, al aumento del reclutamiento de neutréfilos, monocitos, macrofagos,

linfocitos y plasmocitos, en el tejido conectivo (Kurgan & Kantarci, 2018).

Dentro del contexto de la respuesta inmune innata, un estudio de Wick et al.
(2014), en colitis por Bacteroides fragilis enterotoxigénico (ETBF), disefiado para
investigar el curso temporal y la distribucion celular de la activacion de STAT3 en
ratones colonizados con ETBF, describié que tanto la inflamacién intestinal como
la activacibn de pSTAT3 de las células epiteliales intestinales ocurrieron en
ausencia de células T y B. Con estos resultados, los autores sugirieron que las
células inmunitarias adaptativas no son necesarias para la induccion de la
inflamacion del colon por ETBF. Esto es coherente con la idea de que, en nuestro
modelo de periodontitis animal, la activacion de STAT3 en las etapas tempranas
podria prescindir de la inmunidad adaptativa y, por tanto, en los primeros instantes

donde se esta desarrollando la inmunidad adaptativa, la respuesta del hospedero

36



podria estar mediada principalmente por la respuesta inmune innata. Sin embargo,

estas conclusiones requieren mas estudios al respecto.

Por otra parte, al analizar la fosforilacion de STAT3 en serina 727, en
nuestros resultados, podemos constatar que en los tejidos ligados hay mayor
cantidad de pSerSTAT3 en las etapas tempranas y tardias en comparacion con
los no ligados, aunque esta activacion en serina no ocurre previo al dia 1y
decrece luego del dia 5, lo cual sugiere que la fosforilacion en serina podria jugar
un rol como coadyuvante y de estabilizacion de la fosforilacion en tirosina. Ello se
explicaria debido a que la serina se fosforila previo al mayor grado de expresion
de pTyrSTAT3 y se disipa luego del dia 5 cuando la fosforilacién en tirosina ha
alcanzado una fase estacionaria. Autores como Schuringa et al. (2001) y Lufei et
al. (2007), han postulado que la fosforilacion de STAT3 en serina, en algunos
casos trabajaria junto a la fosforilacion en tirosina de forma sinérgica para activar
la transcripcion mediada por STAT3, otorgandole mayor eficiencia a STAT3
probablemente mediante el reclutamiento de proteinas coactivadoras (Lufei et al.,
2007; Schuringa et al., 2001). Sin embargo, para aclarar esto, se requieren mas

antecedentes, lo cual puede ser un motivo de nuevas preguntas de estudio.

Estos resultados recopilados durante las etapas tempranas abren la
posibilidad a futuras investigaciones que deseen conocer cuales son las células en
donde STAT3 se fosforila prematuramente y si estas células son las mismas
encargadas de mantener la indemnidad de las barreras epiteliales y de la defensa

inmune innata e inespecifica durante los inicios de la inflamacién gingival.

7.2 Activacion de STAT3 en etapas tardias de la inflamacioén gingival

Al analizar la activacion de STAT3 por fosforilacibn en tirosina, en las
etapas tardias, constatamos una significativa activacion de STAT3 en tirosina
durante toda la progresion de la periodontitis experimental. Sin embargo, cabe
mencionar que a partir del tercer dia en las muestras de tejidos ligados ocurre una
disminucién de la cantidad de pTyrSTAT3. Disminucibn que se estabiliza y

mantiene relativamente constante durante las etapas tardias.
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Estos resultados son bastante esperables debido a que, como ha sido
descrito anteriormente, la fosforilacion de la via canonica de STAT3, es critica en
la diferenciacion de los linfocitos Th17, formando parte de la via de sefializacion
de citoquinas tales como IL-6, IL-10, IL-21 e IL-23 (Kane et al.,, 2014). Esta
diferenciacion de las células Thl7 seria necesaria en la progresion de los
procesos proinflamatorios y de destruccion de los tejidos de soporte dentales

durante la periodontitis (Huang et al., 2022).

Por otro lado, los resultados de la fosforilacion de STAT3 en serina, nos
indican que, en las muestras de los tejidos ligados, no hay diferencias
significativas de pSerSTAT3 en las etapas tardias respecto a las etapas

tempranas.

Estos datos nos indican que la activacion de STAT3 es significativa durante
toda la progresion de los procesos inflamatorios de la periodontitis experimental y
de destruccion de los tejidos de soporte dentarios. Mas pTyrSTAT3 no es
constante ni creciente a través del tiempo, sino que mas bien existiria una etapa
inicial de alta actividad y luego de estabilizacion de esta via a partir de las etapas

tardias.

Aungue hasta el momento no hay estudios que describan la activacién de
STAT3 en periodontitis a través del tiempo, Wang et al. (2022), mediante un
modelo animal de lesion por reperfusion por isquemia retiniana (RIRI) describieron
la activacibn de STAT3 en distintos tiempos; en donde la proteina activada
pSTAT3 aumentd desde el tiempo O horas, alcanzando una expresion maxima
entre las 6 y 72 horas, que luego disminuyé gradualmente. También Shi et al.
(2008), en un modelo de malaria en ratones infectados con bacterias, que buscaba
evaluar el balance dinamico entre pSTAT1 y pSTATS3; obtuvieron un aumento en
la expresion de pSTATS3, en los dias 1 y 3 y luego una disminucién al dia 7. Estos
resultados son muy similares a los obtenidos por nosotros en el modelo de
periodontitis animal a través del tiempo. Por su parte, en el trabajo citado
previamente de Wick et al. (2014), al avaluar la inflamacion de colon inducida por
ETBF, describieron un aumento significativo en las expresiones de pSTATS3
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mediante inmunohistoquimica con un comportamiento decreciente en las etapas

tardias, lo cual igualmente es concordante con nuestras observaciones.

7.3 STAT3T en las etapas tempranas y tardias de la inflamacién gingival

La cantidad relativa de STAT3 total se mantuvo constante sin diferencias
significativas al comparar tanto las etapas tempranas y tardias de los tejidos
ligados con no ligados, como al comparar las etapas tempranas y tardias de los

ligados entre si.

Estos resultados son consecuentes con lo descrito en la literatura con
respecto a que las fosforilaciones de STAT3 en sus residuos de tirosina y serina,
ya que dichas fosforilaciones son necesarias para ejercer sus funciones en la via
de sefializacion canonica de STAT3 (Levy & Lee, 2002), y por lo tanto, para su
participacion en la modulacion en parte de los procesos inflamatorios que se
desencadenan en la periodontitis (Hu et al., 2021). A partir de esta informacion
podemos suponer que para ejercer su funcion no se requiere una mayor sintesis
de STAT3T, ya que, la mayor actividad es dependiente de sus fosforilaciones y por
es0 en nuestros resultados no hay un aumento de STAT3T en el tiempo. Podemos
contrastar lo obtenido con un estudio de Shi et al. (2008), en donde no se
obtuvieron diferencias significativas en las cantidades de STAT3 entre los dias 1 al
28, asi mismo, Sun et al. (2008), utilizando un tiempo méas acotado, describieron
STAT3T entre 0 y 120 minutos, mediante Western blot, y al igual que nosotros, no
obtuvieron un aumento STAT3T a través del tiempo. Por otra parte, en el trabajo
de Wang et al. (2022), la intensidad de la expresion de proteinas STAT3 tuvo una
tendencia similar a pSTAT3, observandose un aumento inicial y luego una
disminucién. Ambos estudios que podrian ser comparables con nuestro modelo en
el tiempo son contradictorios, respecto al comportamiento de STAT3T en el
tiempo, por lo cual resulta dificil llegar a una conclusion definitiva y deja abierta la

pregunta a futuras investigaciones.
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7.4 Perdida 6sea alveolar durante las etapas tempranas y tardias de la

inflamacion gingival.

Diversos estudios han analizado STAT3 y la disminucion de la altura 6sea
en periodontitis experimental inducidas por ligadura, entre ellos, Abe vy
Hajishengallis (2013), quienes describieron una pérdida significativa desde el dia 3
por palatino y desde el dia 5 por vestibular, y que esta pérdida continuaba
progresivamente hasta el dia 8 (Abe & Hajishengallis, 2013). Lo mismo ha sido
descrito por Marchesan et al. (2018), quienes determinaron que desde el dia 6 se
constatdé una variacion significativa, y que ésta continu6é hasta los 12 dias post
induccion de la enfermedad. De Molon et al. (2018), observaron desde el dia 3,
una perdida significativa en la zona distal del segundo molar e interproximal con el

primer molar.

Al observar lo que ocurre a nivel 6seo, nuestros datos son concluyentes y
estan en la misma linea de los estudios que se han realizado hasta el momento
sobre la via STAT3 y la pérdida 6sea alveolar en el contexto de la periodontitis. En
nuestro andlisis, la pérdida 6sea mediante la medicion de la distancia entre el
limite amelo cementario (LAC) con la cresta 6sea alveolar (COA) aument6 con el
progreso de la enfermedad. A partir del dia 5 la distancia LAC-COA se volvié
significativamente mayor en las muestras de hueso alveolar del lado ligado versus
sus controles, evidenciando una marcada destruccion 0sea alveolar en las etapas

tardias de la periodontitis experimental inducida por ligadura.

7.5 Activacion de STAT3 vy su asociacién con la pérdida 6sea alveolar.

Se ha vinculado la disminuciéon de la altura ésea alveolar con el modelo
animal de periodontitis inducida por ligadura (Abe & Hajishengallis, 2013; de Molon
et al., 2018). También Zhang et al. (2020), mediante un modelo de periodontitis
animal inducida por ligadura, investigaron el tratamiento intermitente de la
hormona paratiroidea (1-34)(iPTH), inhibiendo a STAT3 y previniendo asi, la
pérdida de hueso alveolar al mejorar la osteogénesis y suprimir la resorcion 6sea
durante los movimientos ortodonticos en ratas con periodontitis. Zhang et al.

(2021), demostraron el efecto protector de la perdida 6sea, mediante C188-9,
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inhibidor de STAT3, en un modelo de periodontitis animal en ratones inducida por

P. gingivalis.

Estos antecedentes son concordantes con los resultados obtenidos por
nuestro estudio, durante las etapas tempranas y tardias de la progresion de la
periodontitis en el modelo de ligadura, donde encontramos que STAT3 se
encuentra activada por fosforilacion en tirosina y serina. Ademas, podemos
confirmar que el proceso de destruccion Osea se establece en las etapas tardias
del modelo de periodontitis y esta asociado a la activacion de la via STAT3 que
pudimos describir en los tejidos gingivales, en donde la activacion que se obtiene
en pTyrSTATS3 precede a la perdida 6sea, lo que se puede explicar debido a que
la fosforilacion de STAT3 esta asociada a la diferenciacion de los linfocitos Th17,
los cuales participan en los procesos de destruccion de los tejidos de soporte

durante la periodontitis (Huang et al., 2022).

Nuestros hallazgos sugieren que la activacion de STAT3 no esta asociada a
un momento especifico en la respuesta del hospedero frente a la periodontitis,
sino mas bien, participa transversalmente durante toda la respuesta inmune, con
distintos grados de expresion en el tiempo. Esta posible participacion transversal
tanto del sistema inmune innato como adaptativo, podria ser la razén por la que
hay altas cantidades de pTyrSTAT3 durante toda la progresiéon del modelo de

periodontitis animal con mayores niveles en los dias iniciales.

La cinética de pSTAT3 descrita en este trabajo, contribuye al conocimiento
gue se tienen actualmente en torno a la proteina STAT3 en la periodontitis y
puede ayudar a la elaboracién de futuras preguntas de investigacion que se
relacionen con esta via de sefalizacion. Ademas, aporta antecedentes a la actual
discusion, en la que algunos autores proponen a la via STAT3 como un posible
blanco farmacolégico para el manejo de la periodontitis, en aquellos casos donde
los tratamientos tradicionales pueden no ser suficientes. Sin embargo, se
requieren mas estudios para comprender a cabalidad los mecanismos moleculares
involucrados en la patogénesis de la enfermedad y asi avanzar en una posible
modulacion.
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Tomando en consideracion la evidencia presentada podemos sugerir que el
estudio y comprension de los procesos patolégicos de la periodontitis son claves
para generar conocimiento que ayude a mejorar significativamente el bienestar

individual y el de la poblacién.
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8. CONCLUSIONES

La fosforilacion de STAT3 en las etapas tempranas y tardias, nos indica
que esta proteina podria participar en los procesos inflamatorios y de destruccién
Osea alveolar durante la progresion de la periodontitis experimental. La cinética de
pSTATS3 descrita en nuestros resultados, nos entrega nuevos antecedentes para la
investigacion en torno al desarrollo de tratamientos que proponen a STAT3 como

posible blanco farmacoldgico en el tratamiento de la periodontitis.
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