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1. ABREVIACIONES

AGO: Argonautas (Complejo proteico necesario para la funcion RISC).
AP-1: Proteina activadora 1.

CD: Cluster of diferentiation.

DO: Densidad éptica.

ELISA: Ensayo por inmuno-absorcion ligado a enzimas.

FITC: Isotiocianato de Fluoresceina.

GM-CSF: Factor estimulantes de colonias de granulocitos y monocitos.
IFI: Proteina inductora de interferon.

IFN-y: Interferdn.

IFNR: Receptor del interferdn.

IL: Interleuquina.

KPC1: Complejo promotor de la ubiquitinizacion Kip1.

LPS: Lipopolisacarido.

MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad.

mMiRNA: microRNA.

MOI: Multiplicidad infectante incremental.

NF-kB: Factor nuclear kappa B.

PBMCs: Células periféricas mononucleares.

PBS: Tampodn de fosfato salino.

qPCR: Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real.
PE: Ficoeritrina.

RISC: Complejo ribonucleoprotéico de RNA inductor del silenciamiento.
RPMI: Roswell Park Memorial Institute medium.

STAT-1: Transductor de sefiales y activadores de transcripcion 1.
TLR: Receptor tipo Toll.

TNF-a: Factor de necrosis tumoral.

TNFR: Receptor del factor de necrosis tumoral.

UFC: Unidades formadoras de colonias.

VRC: Complejo ribonucleosido vanadil.
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3. RESUMEN

Las periodontitis son un conjunto de enfermedades de naturaleza inmuno-inflamatoria y
etiologia infecciosa cuya causa principal es la biopelicula subgingival. Esta biopelicula esta
conformada por una amplia variedad de bacterias Gram-negativas anaerobias, entre ellas,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans. En particular, A. actinomycetemcomitans despliega
su potencial patogénico mediante la expresion de diversos factores de virulencia, tal como el
lipopolisacarido (LPS). Sobre la base de las variaciones estructurales y composicion molecular
del O-polisacarido, inmundgeno principal del LPS, en A. actinomycetemcomitans se describen
6 serotipos bacterianos distintos; entre ellos, los serotipos a, b y ¢ son los de mayor

prevalencia en humanos.

Trabajos previos de nuestro grupo de investigacion han mostrado que los distintos
serotipos de A. actinomycetemcomitans poseen una inmunogenicidad distinta. En particular,
cuando las células dendriticas, iniciadores de la respuesta inmuno-inflamatoria desarrollada
por el hospedero, fueron estimuladas con el serotipo b de A. actinomycetemcomitans se
indujo mayor produccion de citoquinas pro-inflamatorias en comparacion a la estimulacion con
los otros serotipos bacterianos.

Recientemente, se ha propuesto que los microRNAs (miRNA) cumplen un rol importante en
la regulacion y definicion del tipo de respuesta inmune inducida ante los microorganismos. Asi,
podrian cumplir un rol en la variabilidad de la respuesta descrita en las células dendriticas ante

los distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans.

En este trabajo de investigacion, se cuantificaron los niveles de expresion de los
miRNA-146a, -146b y -155 en células dendriticas humanas estimuladas con los serotipos a, b o ¢
de A. actinomycetemcomitans y se asocié su expresion a la produccion de citoquinas pro-
inflamatorias. Las células dendriticas estimuladas con el serotipo b de A.
actinomycetemcomitans expresaron mayores niveles de miRNA-146a, -146b y -155 y este
incremento se asocié a una mayor produccion de citoquinas pro-inflamatorias; permitiéndonos
especular que existen vias alternas de regulacion a la sefializacion mediada por receptores de
reconocimiento de patrones microbianos, las que son capaces de determinar una respuesta

variable en las células dendriticas.



4. INTRODUCCION

4.1.Aggregatibacter actinomycetemcomitans

A. actinomycetemcomitans es un cocobacilo Gram-negativo, capnofilico, no mdvil,
perteneciente a la familia Pasteurellaceae (Suzuki et al., 2001). Clinicamente, se ha asociado
tanto a la etiologia de las periodontitis cronicas y agresivas (Zambon et al., 1983a, Schifferle
et al., 1989, Gmur et al., 1993, Armitage, 1999, Socransky et al., 2002, van Winkelhoff et al.,
2002, Gajardo et al., 2005, Socransky et al., 2005, Herrera et al., 2008), como al desarrollo
de trastornos cardiovasculares, ateroesclerosis, neumonias, parto prematuro y bajo peso del
neonato (Asikainen et al., 1991, Lopez et al.,, 2002, Lopez et al., 2005, Novak et al., 2008,
Zhang et al., 2010, Hyvarinen et al., 2012).

A. actinomycetemcomitans expresa diversos factores de virulencia, entre ellos, el
lipopolisacarido (LPS), determinante clave del tipo de inmunidad inducida en los tejidos
infectados del hospedero (Perry et al., 1996a, Perry et al.,, 1996b, Kaplan et al., 2001, Diaz-
Zuiiga et al.,, 2012). El LPS es una molécula presente en la membrana externa de bacterias
Gram-negativas, cubre cerca del 75% de su superficie y, en el caso de A.
actinomycetemcomitans, es esencial para la mantencion de la integridad bacteriana y el
anclaje a proteinas de adhesion que favorecen su invasividad (Perry et al., 1996a, Perry et al,,
1996b, Kaplan et al., 2001). Esta conformado por el lipido A, un esqueleto central de
oligosacaridos y un O-polisacarido, antigeno dominante que estimula la respuesta inmune en
humanos (Caroff et al., 2003). Sobre la base de la antigenicidad del O-polisacarido del LPS de
A. actinomycetemcomitans, se describen 6 serotipos bacterianos distintos, denominados: a, b,
¢, d, e y f. Se ha postulado que entre ellos existen diferencias de inmunogenicidad que
pueden reflejarse en una variable patogenicidad (King et al.,, 1962, Zambon et al., 19833,
Zambon et al., 1983b, Gmur et al., 1993, Kaplan et al., 2001).

Los serotipos de A. actinomycetemcomitans detectados mas frecuentemente en la
cavidad oral en humanos son los serotipos a, b y ¢, siendo el serotipo b el detectado con
mayor frecuencia en pacientes afectados de periodontitis agresiva (Asikainen et al., 1991,
Slots, 1999, Socransky et al., 2005, Schacher et al., 2006, Cortelli et al., 2012). Esta mayor
frecuencia de deteccion del serotipo b se asocia a una serie de respuestas celulares inducidas
por este serotipo y que participan en la patogenia de las periodontitis. En células epiteliales,
inhibe la proliferacion e incrementa la expresion de interleuquina (IL)-8 y la molécula de
adhesion intracelular (ICAM)-1 (Shimada et al., 2008, Diaz-Zufliga et al.,, 2014). En
macréfagos, induce mayores niveles de secrecion de IL-1B (Takahashi et al., 1991) y, en
neutrofilos, estimula una mayor resistencia a la fagocitosis (Yamaguchi et al., 1995). Estos

estudios demuestran una variable inmunogenicidad en distintas células del hospedero entre



los distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans y estas variaciones podrian determinar
diferencias en su rol etioldgico en las periodontitis; sin embargo, los mecanismos asociados a
esta potencial variable patogenicidad aun no se han descrito completamente (Zambon et al.,
1983b, Kaplan et al., 2001, Shimada et al., 2008, Henderson et al., 2010, Diaz-Zuniga et al.,
2013).

4.2.Células dendriticas

Las células dendriticas reconocen a las bacterias infectantes mediante los receptores
de reconocimiento de patrones tipo Toll (TLR), los que tienen la capacidad de identificar
estructuras bacterianas altamente conservadas, tal como el LPS (Perry et al., 1996a, Perry
et al., 1996b, Kaplan et al., 2001, Bhattacharyya et al., 2010, Kachlany, 2010). En particular,
el LPS de A. actinomycetemcomitans es reconocido mediante TLR2 y TLR4 (Kikkert et al.,
2007, Diaz-Zuniga et al., 2015b) y su via de senalizacion activa el factor de transcripcion
nuclear kappa B (NF-kB) y la proteina activadora (AP)-1, ambos factores de transcripcion
asociados a la produccién de citoquinas y quimioquinas (Banchereau et al., 2000, Wallet et
al., 2005, Kikkert et al., 2007, Zhu et al., 2008, Nussbaum et al., 2009, Bhattacharyya et al.,
2010). Al ser estimuladas con LPS, las células dendriticas incrementan la produccién de las
citoquinas IL-1B, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-23, factor de necrosis tumoral (TNF)-a e
interferén (IFN)-y y de las moléculas co-estimuladoras de la presentacién antigénica CD80 vy
CD86 (Karin et al., 1997, Jacobs-Helber et al., 1998, Brightbill et al., 1999, Banchereau et
al., 2000, Gasparini et al., 2009, Lawrence, 2009).

En células dendriticas estimuladas con los distintos serotipos capsulares de
Porphyromonas gingivalis se detectd un incremento en los niveles de expresion de CDS8O0,
CD83 y CD86 y un incremento en los niveles de secrecion de citoquinas pro-inflamatorias, con
patrones de produccién dependientes del serotipo bacteriano infectante (Vernal et al., 2009).
Ademas, la cepa P. gingivalis 381 con fimbria mostré un efecto inductor potente de secrecién
de IL-12 en células dendriticas (Cutler et al.,, 2004), mientras que ante la cepa P. gingivalis
055:B5,se detectaron niveles bajos de secrecion de IL-6, IL-8, IL-10 e IL-12 (Kanaya et al,,
2004). En efecto, la cepa P. gingivalis 381 con fimbria fue mas eficaz que la cepa mutante P.
gingivalis DPG3 carente de fimbria en invadir las células dendriticas, inducir la expresién de
CD80, CD83 y CD86 y la secrecion de IL-6, IL-10, IL-12 y TNF-a (Cutler et al., 2004). Las
células dendriticas maduras secretan IL-1B, IL-2, IL-6, IL-8 e IL-12 (Brightbill et al., 1999) y Ila
activacion y maduracion celular dependera del antigeno reconocido y de su inmunogenicidad.
En este sentido, una cepa mas virulenta, como la descrita para P. gingivalis y A.
actinomycetemcomitans, inducira una mayor respuesta en las células dendriticas y podra

estar relacionada con la activacion de distintas moléculas reguladoras de la expresion génica,
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por ejemplo los microRNAs (miRNAS).

4.3.microRNAs

Los microRNAs son moléculas pequefias de RNA enddgeno de cadena simple que no
codifican para proteina (Xie et al.,, 2011, Naqvi et al.,, 2013). Actian como moléculas
reguladoras de la expresidon génica, uniéndose por complementariedad a los mRNAs e
inhibiendo su traduccidon a proteina; asi, cumplen una funcion esencial en la activacion,
proliferacion, diferenciacion y homeostasis en las distintas células del hospedero (Wei et al.,
2010, Nakasa et al., 2011, Chen et al., 2013, Naqvi et al., 2013, Liu et al., 2015, Kong et al.,
2015). Los miRNAs fueron descritos por primera vez en Caenorhabditis elegans, detectandose
la presencia de un gen lin-4 que se expresa sin codificar a proteina, pero que induce cambios
en la expresion de otros genes (Lee et al., 1993, Lee et al., 2001). Actualmente, se han
identificando distintos miRNA en diferentes células del hospedero y se especula que todos los
genes codificantes de proteinas tienen miRNAs que regulan su expresion vy, asi, modifican su

funcion en las células humanas (Xie et al., 2011, Naqvi et al., 2013).

Los miRNAs se transcriben por la RNA polimerasa II que genera una molécula llamada
pri-miRNA o miRNA primario, que se caracteriza por ser un RNA de doble hebra con un /loop
estructural. En el ndcleo celular, el pri-miRNA es procesado por la enzima Drosha que corta
simétricamente ambas cadenas en sitios cercanos a la estructura primaria para transformarlo
en un pre-miRNA. Este, luego, es transportado al citosol por la exportina 5 (Yi et al., 2003,
Baltimore et al., 2008, Lakshmipathy et al., 2008, Lindsay, 2008, Liston et al., 2010, Turner et
al., 2011). En el citosol, el pre-miRNA es procesado por la endonucleasa RNasa III llamada
Dicer que genera una doble hebra de RNA de 20 a 25 nucleétidos de longitud con dos
nucledtidos colgantes por cada extremo (Baltimore et al., 2008, Lindsay, 2008).
Posteriormente, las dos cadenas son separadas y una de ellas, denominada miRNA maduro,
se incorpora al complejo ribonucleoprotéico de RNA inductor del silenciamiento (RISC), el cual
contiene de 1 a 4 proteinas llamadas argonautas (AGO) cuya funcidn es inhibir la transduccion
de los mRNAs, mientras que la otra cadena es degradada (Baltimore et al., 2008, Liston et al.,
2010, Turner et al., 2011, Rebane et al., 2013).

Los miRNAs maduros son fundamentales, entre otros, en la regulacion de la
embriogénesis, el desarrollo del cancer, la hematopoyesis y la respuesta inmuno-inflamatoria
del hospedero ante infecciones virales, bacterianas y fungicas (Pedersen et al., 2008, Naqvi et
al., 2013, Rebane et al., 2013, Staedel et al., 2013). En efecto, durante la embriogénesis, los
miRNA-10 y -196 regulan la formacién de las extremidades inferiores (Sonkoly et al., 2008,
Lund, 2010, Chen et al., 2011), el miRNA-124a induce la diferenciacion de la célula

progenitora neuronal a neuronas (Xu et al., 2008) y el miRNA-1 regula la diferenciacion de
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cardiomiocitos (Wystub et al., 2013). En lesiones neoplasicas, el miRNA-let-7a cumple un rol
fundamental en la patogénesis del cancer pulmonar (Hu et al., 2010, Naqvi et al., 2013) vy los
miRNA-372 y -373 inducen la oncogénesis en células germinales testiculares (Voorhoeve et
al.,, 2007). Ademas, elevados niveles del miRNA-21 en glioblastomas y adenocarcinomas de
mama y pancreas se asocian con una mayor progresion tumoral (Sheedy et al., 2010). En la
hematopoyesis, se ha descrito que la presencia de miRNA-223 regula la diferenciacion de
granulocitos (Fazi et al., 2007, Garzon et al., 2007) y la expresion de miRNA-19 y -21 regulan
los niveles de expresion de NF-kB (Taganov et al., 2006, Sheedy et al., 2010). Por lo tanto,
existen antecedentes que permiten proponer que los miRNAs son capaces de regular la
respuesta de distintas células del sistema inmune, tal como macrofagos, células dendriticas y
linfocitos T, y por lo tanto, pueden determinar el tipo de respuesta inmuno-inflamatoria
desplegado en el hospedero durante las infecciones (Malumbres et al., 2010, Turner et al.,
2011, Naqvi et al., 2013).

4.4.miRNAs en células del sistema inmune

Durante las infecciones, los macréfagos y las células dendriticas cumplen el rol de
fagocitar, procesar y presentar antigenos a los linfocitos TCD4* naive y de memoria (Abbas et
al., 1996, Banchereau et al., 2000). La fagocitosis es un proceso regulado por la actividad
tioreductasa lisosomal y por la activacion de la proteina inductora de interferon (IFI)
(Baltimore et al., 2008, Lindsay, 2008). La expresion de IFI30 es modulada por las citoquinas
producidas posterior a la activacion del TLR y se ha descrito que su expresidon se encuentra
altamente regulada por miRNA-29b (Naqvi et al., 2013). En efecto, una disminuciéon en los
niveles de miRNA-29b incrementa los niveles de IFI30 estimulando la fagocitosis y la posterior
presentacién antigénica (Naqvi et al., 2013).

En monocitos y células dendriticas inmaduras se detectd la expresion de los miRNA-21,
-25, -93, -106 y -342 que cumplen el rol de modular el desarrollo celular (Hashimi et al.,
2009, Lu et al., 2011, Turner et al., 2011). En las células dendriticas maduras se establecid
que los miRNA-146 y -155 son fundamentales en el proceso de diferenciaciéon, maduracion y
proliferacion celular (Turner et al., 2011, Busch et al., 2012). En particular, la expresion de
miRNA-146a y -146b es inducida posterior a la activacion de TLR2 y del receptor IL-1R
(Baltimore et al.,, 2008). Al activarse estos receptores, se fosforila y activa IRAK1, que
posteriormente induce la fosforilacion y activacion de TRAF6, que finalmente induce la
activacion de NF-kB (Kawai et al., 2007). En efecto, la expresion de los miRNA-146a y -146b
regula la activaciéon de NF-kB y esta activacion determina un incremento en la secrecion de
citoquinas pro-inflamatorias; asi, estos miRNAs inducen un incremento en la respuesta

inmuno-inflamatoria. Ademas, se ha detectado que la presencia de miRNA-146a y -146b se
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asocia con la etiopatogenia de las osteoartritis (Yamasaki et al., 2009), mediante la induccion
de mayores niveles de expresion y secrecion de IL-1B y TNF-a en fibroblastos (Sheedy et al.,
2008) y secrecion de IL-1B, IL-8 y RANTES en células epiteliales (Perry et al., 2008).

Las células dendriticas maduras expresan también miRNA-155 posterior a la activacion
de TLR2, TLR4, TNFR e IFNR (Rodriguez et al., 2007, Zhou et al., 2010, Dunand-Sauthier et
al.,, 2011, Lu et al., 2011), inhibiendo la transduccion del complejo promotor de Ia
ubiquitinizacion Kip1 (KPC1) y activando la transduccién de p27kipl (Lu et al., 2011, Turner et
al., 2011), que favorece a la produccion de citoquinas pro-inflamatorias (Dunand-Sauthier et
al.,, 2011). Sin embargo, la disminucion en los niveles de expresion del miRNA-155 induce
menores niveles de expresion de la molécula co-estimuladora CD86 y del complejo mayor de
histocompatibilidad II (MHC-II), ademas de la muerte celular por apoptosis (Turner et al.,
2011). Estos datos demuestran que un incremento en la expresion de miRNA-155 se asocia a
un aumento en la actividad de las células dendriticas y, por lo tanto, promueven su actividad

pro-inflamatoria.
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La variable inmunogenicidad de los distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans
determina una respuesta inmune distinta en las células dendriticas (Zambon et al., 19833,
Kaplan et al., 2001, Shimada et al., 2008, Diaz-Zufiga et al., 2012, Diaz-Zuiiiga et al., 2014).
Este periodonto-patdgeno es reconocido por TLR2 y TLR4, y mediante estas vias induce la
maduracion de las células dendriticas, la activacion de NF-kB, la expresiéon de CD80, CD83,
CD86 y MHC-II vy, finalmente, la produccidn de citoquinas pro-inflamatorias (Diaz-Zuniga et
al., 2013, Diaz-Zufiga et al., 2014). Por lo tanto, los distintos serotipos de A.
actinomycetemcomitans al tener una inmunogenicidad diferente podrian activar distintas

moléculas que regulan la expresion génica en las células dendriticas, tal como los microRNAs.

En particular, miR-146a, -146b y -155 son esenciales en la regulacién de las células
dendriticas. Tanto miR-146a como -146b tienen la capacidad de aumentar los niveles de NF-
kB y la produccidn de citoquinas pro-inflamatorias y miR-155 promueve el incremento de los
niveles del CD86 y MHC-II, la maduracién y la activacion de las células dendriticas (Turner et
al., 2011, Dunand-Sauthier et al., 2011). En este contexto, el serotipo b de A.
actinomycetemcomitans mediante una sefalizacién via TLR2 y/o TLR4 podria estimular la
sobre-expresion de miR-146a, -146b y -155 vy, por lo tanto, incrementaria la produccidén de
citoquinas pro-inflamatorias. De esta forma, el mecanismo intracelular de regulacion funcional
miRNA-dependiente podria determinar, al menos en parte, la respuesta inmune diferencial de

las células dendriticas ante los distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans.
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6. HIPOTESIS

En células dendriticas humanas, el serotipo b de A. actinomycetemcomitans induce
mayores niveles de expresion de miRNA-146a, miRNA-146b y miRNA-155 en comparacion a
los otros serotipos y este incremento se asocia a la sefializacidén via TLR2 y TLR4 y a la mayor

produccion de citoquinas pro-inflamatorias.

7. OBJETIVO GENERAL

Determinar los niveles de expresion de los miRNA-146a, miRNA-146b y miRNA-155 en
células dendriticas humanas estimuladas con los serotipos a, b o c de A.
actinomycetemcomitans y asociar esta expresiéon con los niveles de expresién de TLR2 y TLR4

y produccion de citoquinas pro-inflamatorias.

8. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Cuantificar los niveles de expresion de miRNA-146a, miRNA-146b y miRNA-155 en
células dendriticas humanas estimuladas con los serotipos a, b o c de A.

actinomycetemcomitans.

b. Cuantificar los niveles de secrecién de las citoquinas pro-inflamatorias IL-1B, IL-5, IL-6,
IL-10, IL-12, IL-23, IFN-y y TNF-a en células dendriticas humanas estimuladas con los

serotipos a, b o c de A. actinomycetemcomitans.

C. Asociar los niveles de expresion de miRNA-146a, miRNA-146b y miRNA-155 con los
niveles de secrecién de las citoquinas pro-inflamatorias IL-1B, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12,
IL-23, IFN-y y TNF-a en células dendriticas humanas estimuladas con los serotipos a, b

o c de A. actinomycetemcomitans.

d. Asociar la sefializacién via TLR2 y TLR4 con los niveles de expresion de miRNA-146a,
miRNA-146b y miRNA-155 y secrecién de citoquinas pro-inflamatorias en células
dendriticas humanas estimuladas con los serotipos a, b o ¢ de A.

actinomycetemcomitans.
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9. MATERIALES Y METODOS

9.1.Seleccion de los sujetos y obtencion de la muestra biologica

Se obtuvieron muestras de sangre periférica de sujetos voluntarios donantes sanos
seleccionados por el método no probabilistico de casos consecutivos del banco de sangre del
Hospital Del Salvador, perteneciente al Servicio de Salud Metropolitano Oriente. A partir de las
leuco-reducciones obtenidas durante el proceso de plaquetoféresis, se purificaron los monocitos
circulantes periféricos, tal como se describe en detalle mas adelante. El estudio fue formulado y
conducido de acuerdo a la Declaracion de Helsinki de 1975, revisada el 2000, y su protocolo fue
explicado a todos los voluntarios participantes, quienes firmaron un consentimiento informado
(Protocolo #2010/14) aprobado por la Comision Nacional de Investigacion Cientifica y
Tecnolégica (CONICYT) y el Comité Etico-Cientifico de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile.

9.2. Cultivo de Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Se utilizaron las cepas de A. actinomycetemcomitans ATCC® 43717™ (serotipo a),
ATCC® 43718™ (serotipo b) y ATCC® 43719™ (serotipo c). Estas se sembraron en medio de
cultivo agar infusidon cerebro-corazon (Oxoid Ltd, Hampshire, England) e incubaron a 37°C en
condiciones de capnofilia (02 al 8% y CO2 al 12%) usando generadores CampyGen™ (Oxoid
Ltd). Para obtener un numero similar de microorganismos de cada serotipo para la
estimulacién celular, se realizaron curvas de crecimiento bacteriano y se seleccionaron
bacterias vivas en fase de crecimiento exponencial de tal manera que mantengan todo su

potencial inmunogénico (Vernal et al., 2008).

9.3.Curvas de crecimiento bacteriano

Cada una de las cepas de A. actinomycetemcomitans se inoculé en medio cerebro-
corazon (BD, Le Pont de Claix, France) suplementado con 5 mg/L de hemina y 1mg/L de
menadiona. Las muestras bacterianas se suspendieron en 10 mL de medio hasta llegar a una
densidad optica de 0,05 medida mediante espectrofotometria a una longitud de onda de 550
nm (Spectronic 20; Bausch & Lomb, Rochester, NY, USA). Las lecturas de espectrofotometria
se tomaron en diferentes tiempos y el experimento se detuvo cuando las bacterias llegaron a
la fase de crecimiento estacionario. En cada mediciéon de densidad Optica, se obtuvo una
muestra la que fue diluida en serie logio con amortiguador de fosfato salino (PBS). Luego, se
sembraron 100 pL de cada dilucidn y se incubaron a 37°C en condiciones anaerdbicas.
Después de 3 a 7 dias, el nUmero de unidades formadoras de colonias bacterianas (UFC) se
contabilizé y se construyeron las curvas densidad optica versus tiempo y densidad Ooptica
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versus UFC/mL, para que asi en cada experimento se utilice un nimero conocido y similar de

UFC/mL durante la estimulacidn celular.

9.4.Purificacion de monocitos

A partir de la sangre periférica obtenida y utilizando una gradiente de concentracion
(Ficoll-Paque Plus, Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden), se aislaron células
periféricas mononucleares (PBMCs) usando protocolos estandar. Los monocitos se purificaron
desde una fraccién aislada de PBMCs mediante separaciéon inmuno-magnética (MACS; Miltenyi
Biotec, Bergich Gladbach, Germany). En detalle, las PBMCs se lavaron 2 veces en PBS y
posteriormente se incubaron con un anticuerpo monoclonal de ratén anti-CD14 humano
conjugado con particulas inmuno-magnéticas durante 15 min a 4°C. Luego de ser lavadas 2
veces en PBS, las células se hicieron pasar a través de un campo magnético en columnas de
purificacion MS y se purificaron las células CD14* correspondientes a los monocitos. Los
monocitos purificados se contabilizaron utilizando una camara de Neubauer® y su fenotipo se
confirmd usando anticuerpos especificos analizados mediante citometria de flujo (en detalle mas

adelante).

9.5.Diferenciacion y estimulacion de células dendriticas

Los monocitos purificados se sometieron inmediatamente a un protocolo estandarizado de
diferenciacion in vitro a células dendriticas (Vernal et al., 2008, Vernal et al., 2009, Diaz-Zufniga
et al., 2014). Los monocitos CD14™ se cultivaron durante 6 dias a una concentracion de 0,7x10°
células/mL en 3 mL medio de cultivo RPMI-1640, suplementado con 10% de suero bovino fetal
(Gibco Invitrogen Corp., Grand Island, NY, USA), 20 ng/mL de factor estimulante de colonias de
granulocitos-macroéfagos recombinante humano (rhGM-CFS) y 20 ng/mL de rhIL-4 (R&D,
Minneapolis, MN USA) a 37°C y 5% de CO.. Las células dendriticas diferenciadas se
estimularon con las distintas cepas de A. actinomycetemcomitans a una multiplicidad infectante
incremental (MOI) de 102 y 10! (razén bacterias/células dendriticas) durante 2 dias. El fenotipo
celular se confirmd usando anticuerpos especificos analizados mediante citometria de flujo (en

detalle mas adelante).

9.6.Analisis del fenotipo celular

La purificacion de los monocitos, su diferenciacion a células dendriticas y su posterior
activacion en presencia de los distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans se evalud
mediante citometria de flujo usando los siguientes anticuerpos monoclonales de ratén anti-

humano conjugados con fluorocromos PE, FITC o PE/Cy5: anti-CD14 (monocitos), anti-CDl1a
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(células dendriticas inmaduras), anti-CD83 (células dendriticas maduras), anti-CD80 y anti-
CD86 (moléculas co-estimuladoras necesarias para la presentacion antigénica a los linfocitos T)
(BD Biosciences Pharmigen, San José, CA, USA). El porcentaje de células positivas de cada
fenotipo fue cuantificado utilizando un equipo FACScan de citometria de flujo (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ, USA).

9.7.Purificacion del RNA mensajero citoplasmatico total

Luego de 5 dias de estimulacion celular, las células se lavaron dos veces en PBS y se
lisaron en 400 uL de amortiguador de lisis que contiene Igepal® CA-630 al 0,5% (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO, USA), 50 mM Tris-HCI| pH8, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl> y 10 mM del
vanadyl-ribonucleosidos (VRC) (Gibco Invitrogen, Carlsbad). La lisis celular completa se llevd
a cabo resuspendiendo vigorosamente las células 10 veces en el amortiguador de lisis. El
nucleo fue removido mediante centrifugacion por 10 seg a 14.000 xg y 400 pL del
sobrenadante fueron sometidos a digestién con 25 ug/mL de proteinasa K (Roche Ltd, Basel,
Switzerland) por 30 min a 37°C, en presencia de SDS al 1% y 15 mM EDTA (FLuka Sigma-
Aldrich). Posteriormente, el RNA citoplasmatico total fue extraido con 400 uL de
fenol:cloroformo:isoamylalcohol 25:24:1 (Fluka Sigma-Aldrich) centrifugando por 10 min a
14.000 xg a temperatura ambiente. El RNA presente en la solucién acuosa se precipitdé por 1
hora a -20°C con 0,3 M de acetato de sodio, 1 mL de etanol al 100% y 20 pg/uL de glicbgeno
(Roche Ltd), seguidamente se recuper6 por centrifugacion a 14.000 xg durante 30 min y se
resuspendid en 20 pL de agua milli-Q libre de RNAsas. El RNA citoplasmatico total fue
cuantificado usando un espectrofotdmetro a una longitud de onda de 260 nm (Synergy HT, Bio-

Tek Instrument Inc., Winooski, VT) y almacenado a -80°C a una concentracién de 1 pg/uL.

9.8.Sintesis de la primera cadena de cDNA

A partir de 2 pg de RNA total se procedid a la sintesis de las primeras cadenas de cDNA
mediante transcripcién reversa, utilizando el kit SuperScrip® III First-Strand Synthesis

SuperMix de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Invitrogen, Grand Island, NY, USA).

9.9.Expresion de miRNAs y TLRs mediante gPCR

Los niveles de expresion tanto de los miRNA-146a, -146b y -155 como de los receptores
TLR2, TLR3, TLR4, TLR5 y TLR7 se analizaron a partir de 50 ng de cDNA mediante reaccion en
cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (qPCR), utilizando partidores especificos
(Tabla 1) y un reactivo conjugado con SYBR Green® (Invitrogen, Grand Island, NY, USA).

Utilizando un termociclador en tiempo real StepOne Plus (Applied Biosystem, CA, USA), se

16



realizd la amplificacion siguiendo el siguiente protocolo: 95°C durante 3 min y 40 ciclos de
95°C durante 3 seg y 60°C durante 30 seg. Para cuantificar los niveles relativos de expresion

de los miRNAs y TLRs se usé como control enddgeno el RNA nuclear U6 y la subunidad de

rRNA 18S, respectivamente.

Tabla 1. Partidores utilizados para la amplificacion de miRNAs mediante qPCR (244¢),

miRNA/mRNA

Secuencia madura de

Primer Forward

Primer Reverse

miRNA
hsa-miR-146b-5p tgagaactgaattccataggct gggtgagaactgatttcca cagtgcgtgtcgtggagt
hsa-miR-146a tgagaactgaattccatgggtt gggtgagaactgaattcca cagtgcgtgtcgtggagt
hsa-miR-155 ttaatgctaatcgtgatagggagt gggttaatgctaatcgtgat cagtgcgtgtcgtggagt

RNA nuclear U6

gcttcggcagcacatatactaaaat

cgcttcacgaatttgcgtgtcat

TLR2 ctctcggtgtcggaatgtc aggatcagcaggaacagagc
TLR3 tcagcaacttcatggctaaca ccctttgggatgcetgtgt
TLR4 ccctecectgtacccttct tccctgcecttgaataccttc
TLR5 ggggatggtccttgaacac cggggcttctgttttatctg
TLR7 ggtgcccacactcaatctg ttaaccaattgcttccgtgtc
18S ctcaacacgggaaacctcac cgctccaccaactaagaacg

9.10.Secrecién de citoquinas pro-inflamatorias mediante ELISA

A partir de 100 o 200 L del sobrenadante de cultivos celulares, dependiendo de las
instrucciones de los fabricantes, se cuantificaron los niveles de secrecién de las citoquinas
IL-1B, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-23, IFN-y y TNF-a mediante ELISA siguiendo los protocolos
recomendados (R&D, Minneapolis, USA) y analizando la absorbancia a 460 nm y 560 nm

usando un lector automatizado de placas (Synergy HT).

9.11.Analisis de los datos

Los datos de citometria de flujo se representaron como histogramas usando el software
WinMDi 2.9 (The Scripps Research Inst., La Jolla, CA, USA) y se expresan como porcentaje
promedio *+ desviacidn estandar de células positivas sobre el total de células analizadas en
cada condicion experimental. La cuantificacién de los miRNAs y TLRs se muestra como niveles
de expresion relativos con respecto al no inducido y utilizando la formula 222t y |os niveles
de secrecién de las citoquinas como concentracién pg/mL. Los datos se analizaron
estadisticamente usando el software SPSS v.15.0 (Lead Technologies Inc., Charlotte, NC,

USA). La normalidad de la distribucion de los datos se determindé usando la prueba de
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Kolgomorov-Smirnov. Las diferencias en la expresion de los marcadores de superficie se
analizaron mediante la prueba x2. Las diferencias en los niveles de expresidn de los miRNAs y
TLRs y de secrecion de las citoquinas se analizaron utilizando la pruebas ANOVA y post-hoc de
Tukey (graficas de barra o puntos, mostrando promedio + desviacion estandar) o las pruebas
de Kruskal Wallis y post hoc de Dunn (graficas de cajas y clavijas, mostrando mediana,
recorrido intercuartilico Q1—Qs e interpercentilico P1o-Pso). La asociacion entre la secrecion de
las citoquinas y la expresion de los miRNAs y TLRs se analizé usando la prueba de correlacion
de Pearson o Spearman. Las diferencias se establecieron como estadisticamente significativas

considerando un p-value < 0,05.
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10. RESULTADOS

10.1.Purificacion de monocitos y diferenciacion a células dendriticas

La purificacion de monocitos y su diferenciacion a células dendriticas fue evaluada
mediante citometria de flujo (Figura 1). A partir de las PBMCs aisladas de sangre periférica se
obtuvo una poblacidén de monocitos de alta pureza, lo que se evidencia por los elevados
niveles de expresion del marcador especifico CD14 (>97%). Un alto porcentaje de ellos
(>98%) se diferencié a células dendriticas ante la estimulacion con rhGM-CSF e rhIlL-4, tal
como se demuestra por la perdida del marcador de monocitos CD14 y el incremento en los

niveles de expresion de CD1a.
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% +1,1 Figura 1. Purificacion de monocitos y
by diferenciacion a células dendriticas.
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= \ . . . s - sy -
Z 00 10 TP 1 T 10010 10 00 1De diferenciacion a células dendriticas (celulas
CD1a*) en presencia de GM-CSF e IL-4.
CD1a—™»

10.2.Activacion de células dendriticas

Los niveles de activacion de las células dendriticas se evalu6 analizando los niveles de
expresién de CD80, CD83 y CD86 mediante citometria de flujo (Figura 2). Un alto porcentaje
de células dendriticas activas se observd posterior a la estimulacion con los serotipos a, b o ¢
de A. actinomycetemcomitans, tal como se demuestra por el incremento de los marcadores
CD80 (>95%), CD83 (>95%) y CD86 (>94%). No se observaron diferencias en los niveles de
activaciéon de las células dendriticas ante la estimulacion con los distintos serotipos de A.
actinomycetemcomitans (CD83 p=0,532; CD83 p=0,938 y CD86 p=0,933).
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10.3.Niveles de secrecion de citoquinas en células dendriticas estimuladas

con los serotipos a, b o c de A. actinomycetemcomitans

En células dendriticas estimuladas con los serotipos a (ATCC® 43717™), b (ATCC®
43718™) o c (ATCC® 43719™) de A. actinomycetemcomitans se determinaron los niveles de
secrecion (pg/mL) de las citoquinas IL-1B, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-23, IFN-y y TNF-q,
mediante ELISA (Figura 3). La secrecion de citoquinas fue dependiente de la cantidad de
microorganismos infectantes en cada condicién experimental (MOIs=10% y 10!). Mayores
niveles de secrecion de IFN-y (MOI=10? p<0,001 y MOI=10! p<0,04), TNF-a (MOI=102
p<0,001 y MOI=10! p<0,002), IL-1B (MOI=10% p<0,05), IL-12 (MOI=10%? p<0,05), IL-23
(MOI=10?% p<0,05 y MOI=10' p<0,001) se detectaron en las células dendriticas estimuladas
con el serotipo b de A. actinomycetemcomitans. Para las citoquinas IL-5 e IL-10 no se
detectaron diferencias entre los distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans. Ademas, no
se detectaron diferencias de secreciéon para ninguna citoquina entre los serotipos a o c de A.

actinomycetemcomitans.
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Figura 3. Niveles de secrecion de citoquinas en células dendriticas estimuladas con los
serotipos a, b o c de A. actinomycetemcomitans.

La secrecion de las citoquinas IL-1B, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-23, IFN-y y TNF-a fue cuantificada
mediante ELISA en células dendriticas estimuladas durante 48 horas con los serotipos a (ATCC®
43717™), b (ATCC® 43718™) o ¢ (ATCC® 43719™) de A. actinomycetemcomitans (MOI=102).

10.4.Niveles de expresion de miRNAs en células dendriticas estimuladas

con los serotipos a, b o c de A. actinomycetemcomitans

En células dendriticas estimuladas con los serotipos a, b o c de A.
actinomycetemcomitans se cuantificaron los niveles de expresidon de los miRNAs-146a, -146b
y -155 mediante qPCR (Figura 4). En todas las condiciones experimentales se detect6 un
incremento en los niveles de los miRNAs analizados en comparacion a las células no inducidas
(n.i.). Las células dendriticas estimuladas con el serotipo b expresaron mayores niveles de los
miRNA-146a (p>0,05 y p=0,029), miRNA-146b (p>0,05 y p>0,05) y miRNA-155 (p=0,029 y
p=0,011) en comparaciéon a células dendriticas estimuladas con el serotipo a o c,

respectivamente. Ademas, no hubo diferencias en los niveles de expresion cuando las células
fueron estimuladas con los serotipos a o c.
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Figura 4. Niveles de expresion miRNAs en células dendriticas estimuladas con los
serotipos a, b o c de A. actinomycetemcomitans.

La expresion de los miRNAs-146a, -146b y -155 fue determinada mediante PCR cuantitativo (2
44Ct) en células dendriticas estimuladas durante 48 horas con los serotipos a (ATCC® 43717™), b
(ATCC® 43718™) o ¢ (ATCC® 43719™) de A. actinomycetemcomitans (MOI=103).

10.5.Correlacion entre los niveles de expresion de miRNAs y de secrecion

de citoquinas

En células dendriticas estimuladas con el serotipo a de A. actinomycetemcomitans se
detectd una correlacién positiva entre los niveles de expresion de los miRNAs-146a y -155 con
los niveles de secrecion de las citoquinas IL-12 e IFN-y, respectivamente (Figura 5a y 5c). De
manera similar, en las células dendriticas estimuladas con el serotipo b se detecté una
correlacion positiva entre los niveles de expresion de los miRNAs-146a, -146b y -155 con los
niveles de secreciéon de las citoquinas IL-12, IL-10 e IL-5 y las citoquinas IL-10 e IL-12,
respectivamente (Figura 5a, 5b y 5c). Finalmente, en las células dendriticas estimuladas con
el serotipo c se obtuvo una correlacién positiva entre los niveles de expresion de los
miRNAs-146a, -146b y -155 con los niveles de secrecién de las citoquinas IL-1B, IFN-y e
IL-1B, respectivamente (Figura 5a, 5b y 5c). Se detecté una correlacion negativa entre los

niveles de expresion del miRNA-146a con la secrecion de la citoquina IFN-y (Figura 5a).
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Figura 5a. Correlacion entre los niveles de expresion del miRNA-146a y de secrecion de
citoquinas en células dendriticas estimuladas con los serotipos a, b o ¢ de A.
actinomycetemcomitans.

La expresion entre los niveles expresados del mRNA del miRNA-146a y los niveles de secrecion de IFN-
v, IL-1B, IL-5, IL-10 e IL-12 producidos por células dendriticas estimuladas con los a (ATCC®
43717™), b (ATCC® 43718™) o c (ATCC® 43719™) de A. actinomycetemcomitans (MOI=10?). Los
coeficientes de correlacion de Pearson (r) fueron calculados a partir de 10 experimentos
independientes. *p<0,05
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Figura 5b. Correlacion entre los niveles de expresion del miRNA-146b y de secrecion de
citoquinas en células dendriticas estimuladas con los serotipos a, b o c de A.
actinomycetemcomitans.

La expresion entre los niveles expresados del mRNA del miRNA-146b y los niveles de secrecién de IFN-
vy, IL-1B, IL-5, IL-10 e IL-12 producidos por células dendriticas estimuladas con los a (ATCC®
43717™), b (ATCC® 43718™) o c (ATCC® 43719™) de A. actinomycetemcomitans (MOI=10?). Los
coeficientes de correlacion de Pearson (r) fueron calculados a partir de 10 experimentos
independientes. *p<0,05
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Figura 5c. Correlacion entre los niveles de expresion del miRNA-155 y de secrecion de
citoquinas en células dendriticas estimuladas con los serotipos a, b o c de A.
actinomycetemcomitans.

La expresion entre los niveles expresados del mRNA del miRNA-155 y los niveles de secrecion de IFN-
vy, IL-1B, IL-5, IL-10 e IL-12 producidos por células dendriticas estimuladas con los a (ATCC®
43717™), b (ATCC® 43718™) o ¢ (ATCC® 43719™) de A. actinomycetemcomitans (MOI=102). Los
coeficientes de correlacion de Pearson (r) fueron calculados a partir de 10 experimentos
independientes. *p<0.05

10.6. Bloqueo de TLR2 y TLR4 y expresion de miRNAs en células

dendriticas estimuladas con el serotipo b de A. actinomycetemcomitans

Cuando las células dendriticas estimuladas con el serotipo b de A.
actinomycetemcomitans fueron previamente expuestas a anticuerpos monoclonales anti-TLR2
o TLR4, con el objeto de bloquear la sefializacion especifica, se detecté un incremento en los
niveles de expresion de los miRNAs estudiados (Figura 6). En particular, al bloquear la
sefializacion TLR2-dependiente se observd un aumento significativo de miRNA-146a
(p>0,0001), mientras con el bloqueo de la sefializaciéon TLR4 se observd un incremento no

significativo en la expresion de miRNA-155 (p>0,05).
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Figura 6. Bloqueo de TLR2 y TLR4 asociado a la expresion de miRNAs en células dendriticas
estimuladas con el serotipo b de A. actinomycetemcomitans.

Andlisis mediante PCR cuantitativo (2-44¢t) de los niveles de expresion de los miRNAs-146a, -146b y
-155 que evidencian la presencia (+) o ausencia (-) de los anticuerpos monoclonales anti-TLR2 y anti-
TLR4 con el serotipo b (ATCC® 43718™) de A. actinomycetemcomitans (p=0,0).

10.7.Niveles de expresion de TLR3, TLR5 y TLR7 en células dendriticas

estimuladas con los serotipos a, b o c de A. actinomycetemcomitans

En células dendriticas estimuladas con los serotipos a, b o c de A.
actinomycetemcomitans se cuantificaron los niveles de expresion de TLR3, TLR5 y TLR7
mediante qPCR (Figura 7). Las células dendriticas estimuladas con el serotipo b expresaron
mayores niveles de TLR3 (p>0,05 y p=0,029) en comparacion a los serotipo a o ¢,
respectivamente. Para los TLR5 y TLR7 no se detectaron diferencias en los niveles de

expresion entre los distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans.
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Figura 7. Niveles de expresion de TLR3, TLR5 y TLR7 en células dendriticas estimuladas con
los serotipos a, b o c de A. actinomycetemcomitans.

La expresion de los mRNA de los TLR3, TLR5 y TLR7 fue determinada mediante PCR cuantitativo (2
44Ct) en células dendriticas estimuladas durante 48 horas con los serotipos a (ATCC® 43717™), b
(ATCC® 43718™) o ¢ (ATCC® 43719™) de A. actinomycetemcomitans (MOI=102).
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10.8.Correlacion entre los niveles de expresion de miRNAs y de TLR3 y

entre los niveles de expresion de TLR3 y la de secrecion de citoquinas

En células dendriticas estimuladas con el serotipo a de A. actinomycetemcomitans se
detectd una correlacion negativa entre los niveles de expresion del miRNA-146a con los de
TLR3 (Figura 8a). Por otro lado, en células dendriticas estimuladas con los serotipos a, b o c
de A. actinomycetemcomitans no se detectd correlacidn significativa entre los niveles de

expresion de TLR3 y la secrecion de citoquinas (Figura 8b).
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Figura 8a. Correlacion entre los niveles de expresion de los miRNAs y de expresion de TLR3
en células dendriticas estimuladas con los serotipos a, b o c de A. actinomycetemcomitans.
La expresion entre los niveles expresados del mRNA del miRNA-146a, 146b y 155 y los niveles de
expresion del TLR3 producidos por células dendriticas estimuladas con los a (ATCC® 43717™), b
(ATCC® 43718™) o c (ATCC® 43719™) de A. actinomycetemcomitans (MOI=10?). Los coeficientes de
correlacion de Pearson (r) fueron calculados a partir de 10 experimentos independientes. *p<0,05
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Figura 8b. Correlacion entre los niveles de expresion del TLR3 y de secrecion de citoquinas
en células dendriticas estimuladas con los serotipos a, b o c de A. actinomycetemcomitans.
La expresion entre los niveles expresados del TLR3 y los niveles de expresion de las citoquinas IFN-y,
IL-1B, IL-5, IL-10 e IL-12 producidos por células dendriticas estimuladas con los a (ATCC® 43717™), b
(ATCC® 43718™) o c (ATCC® 43719™) de A. actinomycetemcomitans (MOI=102). Los coeficientes de
correlacion de Pearson (r) fueron calculados a partir de 10 experimentos independientes. *p<0,05
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11.DISCUSION

En el presente estudio, células dendriticas humanas derivadas de monocitos de sangre
periférica fueron estimuladas in vitro con los serotipos a (ATCC® 43717™), b (ATCC® 43718™)
o c (ATCC® 43719™) de A. actinomycetemcomitans con el objeto de cuantificar los niveles de
expresion de los miRNA-146a, -146b y -155 y de secrecién de IL-1B, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12,
IL-23, IFN-y y TNF-a, detectandose un incremento cuando las células fueron estimuladas con
el serotipo b comparado con los otros. Sobre la base de los datos presentados, se puede
establecer que el serotipo b de A. actinomycetemcomitans es capaz de inducir la expresion
diferencial de miRNA-146a, -146b y -155 en células dendriticas, los que en conjunto estarian
involucrados en los mecanismos intracelulares que regulan la produccién de citoquinas pro-
inflamatorias y, de esta manera, determinan en parte la inflamacién de los tejidos

periodontales infectados.

Durante las periodontitis, existen cambios locales en los tejidos infectados que generan
variaciones en la composicion y cantidad de microorganismos que componen la biopelicula
subgingival (Socransky et al., 1998). La concentracion parcial de oxigeno disminuye a medida
que incrementa la profundidad del saco periodontal, permitiendo el crecimiento de bacterias
mas virulentas asociadas a la destruccion periodontal (Holt et al., 1980, Dzink et al., 1985,
Dzink et al., 1988, Haffajee et al., 1994, Socransky et al.,, 1998, Socransky et al., 2002,
Socransky et al., 2005). En efecto, A. actinomycetemcomitans es una bacteria que ha sido
ampliamente asociada a la etiologia de las periodontitis y es frecuentemente detectada en
lesiones periodontales profundas en pacientes afectados con periodontitis agresiva (Zambon
et al., 1983a, Zambon et al., 1983b). A. actinomycetemcomitans expresa diversos factores de
virulencia, entre ellos el LPS presente en la membrana externa, esencial para la mantencién
de la integridad bacteriana y el anclaje a proteinas de adhesion durante la invasion tisular
(Perry et al., 19964, Perry et al., 1996b, Kaplan et al., 2001, Diaz-Zufiga et al., 2012). En los
serotipos a y c, el O-polisacarido del LPS estd compuesto por disacaridos de talosa en
quilaridad; en cambio, el O-polisacarido del LPS del serotipo b es un complejo de trisacaridos,
conformado por un esqueleto central de fucosa y ramnosa y una cadena lateral de B-N-acetil-
galactosamina (Perry et al., 1996a, Perry et al., 1996b, Kaplan et al., 2001). Esta variable
estructural otorga al serotipo b una mayor virulencia e inmunogenicidad en diversas células
del hospedero (Li et al., 2006, Tang et al., 2010, Tang et al., 2012, Diaz-Zufiiga et al., 2014).

El O-polisacarido del LPS de A. actinomycetemcomitans es reconocido por los TLRs de
las células dendriticas, iniciando asi una cascada de sefalizacion pro-inflamatoria (Naqvi et
al., 2013). Recientemente, nuestro grupo de investigacion evaluo la activacion de los TLR2 y
TLR4 en células dendriticas estimuladas con los distintos serotipos de A.
actinomycetemcomitans, detectandose una sobre-expresion de TLR2 ante el serotipo b en
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comparaciéon a los otros y una disminucién en la produccién de citoquinas y quimioquinas
cuando la sefalizacién mediada por TLR2 fue inhibida (Diaz-Zuniga et al., 2015b). Estos
resultados sugieren que la variable inmunogenicidad de los distintos serotipos de A.
actinomycetemcomitans es dependiente del LPS y, considerando los datos presentados en
este estudio, se propone que la expresion de los miRNA-146a, -146b y -155 tendrian un rol
en la regulacién de la sefializacion intracelular dependiente de TLR2. En efecto, se ha descrito
que el incremento de los miRNA-146a, -146b y -155 en macrofagos activa a los segundos
mensajeros IRAK1 y TRAF6 de la via candnica del NF-kB (Baltimore et al., 2008, Naqvi et al.,
2013), determinando la activacion de una respuesta pro-inflamatoria y la disminucién en los

niveles de expresion y secrecion de citoquinas inmuno-moduladoras (Taganov et al., 2006).

TLR2 y TLR4 son determinantes clave en la activacién de la respuesta inmuno-
inflamatoria inducida en las células dendriticas cuando son expuestas a A.
actinomycetemcomitans o P. gingivalis (Diaz-Zuniga et al.,, 2015b). Sin embargo, existen
otros TLRs cuyo rol no ha sido analizado en la etiopatogenia de las periodontitis. Entre ellos,
TLR1 y TLR6 que dimerizan con TLR2, donde la uniéon TLR1/2 es capaz de activar la via
canonica de NF-kB e inducir una respuesta pro-inflamatoria, mientras que la uniéon TLR6/2 es
capaz de inducir la expresion de IL-10 que regula y modula la respuesta inmune (Ben-Ali et
al., 2011). Por otro lado, TLR3 es un receptor nuclear y endosémico capaz de ser activado en
presencia de LPS, mediando la via candnica y no candnica de activacion de NF-«kB
(Alexopoulou et al.,, 2001). Ademas TLR5 y TLR7 son receptores endosomales que ante
distintos estimulos inducen la activacion de NF-kB. En este contexto, TLR5 es activado por la
flagelina bacteriana y TLR7 por la capsula viral (Smith et al., 2003, Means et al., 2003, Hemmi
et al., 2002, Du et al., 2000). En efecto, de acuerdo a los datos presentados en este trabajo
de investigacion, al cuantificar los niveles de expresion de los receptores TLR3, TLR5 y TLR7
en células dendriticas, se detecté una respuesta diferencial de TLR3 ante el serotipo b de A.
actinomycetemcomitans, sin detectar diferencias entre los otros TLRs. Al establecer la
correlacion entre los niveles de expresion de TLR3 y de secrecidon de las citoquinas IL-1B, IL-5,
IL-10, IL-12, TNF-a e IFN-y, se detectaron asociaciones positivas sin significancia estadistica,
lo que nos permite especular que los niveles de secrecidn de las citoquinas podrian depender,

al menos en parte, de los niveles expresados de TLR3.

Mientras que los miRNA-146a, -146b y -155 son capaces de modular la sefalizacion
TLR2 y TLR4, activando la fagocitosis e incrementando los niveles de activacion de NF-kB, la
activacion de TLR3 es capaz de activar la via no candnica de NF-kB. Asi, la respuesta inmuno-
inflamatoria es consecuencia de un balance secuencial de distintas sefializaciones
intracelulares, donde la via candnica y no candnica activan diferencialmente la respuesta
inmuno-inflamatoria y/o inmuno-moduladora que, dependiendo de los TLRs activados,

induciran un incremento o disminucion de los distintos miRNAs que regularan la expresion de
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sus genes blanco. Por lo tanto, podriamos especular que los receptores TLR2 y TLR4
reconocen el LPS bacteriano y lo internalizan formando fagosomas y activando los primeros
mensajeros que activan la via NF-kB candnica y las vias IRF1, Akt y posiblemente AP-1
(Andreakos et al., 2004, An et al., 2002). Una vez formado el fagolisosoma y degradada la
bacteria, algunos de sus factores de virulencia pueden migrar al citosol y activar receptores
endosomales, tal como TLR3, y este receptor incrementaria la activacion de la via no candnica
de NF-kB y la via IRF3 (Alexopoulou et al., 2001, Jiang et al., 2004). No obstante, los TLRs
son determinantes de la modulacién de los macréfagos y neutrofilos, la presencia de otros
receptores pueden cumplir distintos roles, que en conjunto con los miRNA-146a, -146b y
-155, podrian participar en la activacion de TLR2, TLR3 y TLR4, dependiendo de: 1) la
inmunogenicidad de la bacteria infectante, 2) la capacidad de sus factores de virulencia para
migrar del fagolisosoma al citosol y activar receptores intracelulares, 3) del equilibrio
coordinado de los miRNAs que activan o bloquean la transcripcion de los genes, y 4) la
dinamica activacion de mensajeros intracelulares que son comunes para los distintos
receptores y que permiten activar la respuesta inmuno-inflamatoria. Asi, la respuesta
detectada en las células dendriticas ante los distintos serotipos bacterianos de A.
actinomycetemcomitans es consecuencia de un sistema intracelular pre-configurado que se
activa o inhibe ante una sefial inmunogénica, tal como la induce el LPS purificado de los
distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans (Diaz-Zuniga et al., 2013, Diaz-Zufiga et al.,
2014, Diaz-Zuniga et al., 2015a, Diaz-Zuniga et al., 2015b, Melgar-Rodriguez et al., 2015).

No obstante, nuestras especulaciones pueden ser categoricas, resulta necesario realizar
mas estudios con el objeto de determinar el efecto funcional de los miRNAs en la activacion o
inhibicién de la respuesta inmuno-inflamatoria. Asi, en células dendriticas estimuladas con los
serotipos a, b o c de A. actinomycetemcomitans seria interesante evaluar los niveles proteicos
de las moléculas asociadas a la via candnica y no candnica de NF-kB vy, este contexto, analizar
las vias de sefializacion dependientes de TLRs mediante bloqueo utilizando siRNAs. En
particular, al realizar ensayos funcionales podriamos tener la certeza que nuestras
especulaciones se encuentran bien fundadas. Dados nuestros resultados, se propone de
manera interesante la existencia de una respuesta inmuno-inflamatoria que no sélo depende
de la senalizacion via TLRs, sino que también de los miRNAs-146a, -146b y -155, al menos en

nuestro modelo de mono-infeccién periodontal in vitro.

Posterior a los resultados obtenidos en el presente estudio y de manera adicional a los
objetivos de este trabajo, evaluamos los niveles de expresion de los miRNAs-146a, -146b y
-155 en biopsias de lesiones periodontales o gingivales de pacientes con periodontitis o
gingivitis, respectivamente, y en biopsias gingivales de individuos sanos (Figura 9). Se
detectdé una disminucidon en los niveles de expresién de miRNA-146a en pacientes con

periodontitis (p=0,009) y gingivitis (p=0,006) en comparacion a individuos sanos y, ademas,
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se detecté un incremento en los niveles de expresion de miRNA-146a en pacientes con
periodontitis (p=0,001) en comparacién a pacientes con gingivitis. Ademas, se detectd un
incremento en los niveles de expresion de miRNA-146b en pacientes con periodontitis
(p=0,036) en comparacion a individuos sanos. No se detectaron diferencias en los niveles de
expresion de miRNA-155 entre los diferentes grupos. Estos datos sustentan en parte nuestra
hipétesis, donde el incremento en los niveles de secrecidn de las citoquinas pro-inflamatorias
podrian asociarse positivamente con los niveles detectados de miRNA-146b y miRNA-155 vy la
presencia de elevados niveles de miRNA-146a en individuos sanos se asociaria
controversialmente con bajos niveles de secrecion de citoquinas pro-inflamatorias y mayores
niveles de citoquinas inmuno-moduladoras. En efecto, la deteccién de los miRNA-146a y
miRNA-146b en plasma sanguineo es un determinante de sepsis bacteriana, lo que podria
indicar que aun en salud los niveles de miRNA-146a indican la presencia de bacteremia por
bacterias comensales y los niveles de miRNA-146b sugeririan la presencia de bacteremia por
patdogenos periodontales (Dumache et al.,, 2015). En nuestro estudio se detectaron
asociaciones positivas y negativas entre los miRNAs y las citoquinas estudiadas, esto sugiere
la participacion de otros receptores o miRNAs en la regulaciéon de la respuesta inmuno-
inflamatoria en las células dendriticas. Futuros estudios nos permitirian determinar nuevos
receptores o miRNAs asociados a la respuesta diferencial inducida por los distintos serotipos

de A. actinomycetemcomitans o de cualquier patdégeno periodontal.
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*
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Figura 9. Niveles de expresion de miRNAs en biopsias de tejidos periodontales.

La expresion de los miRNAs-146a, -146b y -155 fue determinada mediante PCR cuantitativo en
biopsias de lesiones periodontales o gingivales de pacientes con periodontitis y gingivitis. Como
control se utilizaron biopsias de tejidos gingivales de individuos sanos.

Finalmente, el presente estudio nos ha permitido identificar que los receptores TLR2 y
TLR4 no son los Unicos determinantes de la respuesta inmuno-inflamatoria inducida por A.
actinomycetemcomitans. La participacion de otros TLRs en la activacion de vias alternas que

inducen la respuesta inmuno-inflamatoria sugieren que las bacterias o sus factores de
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virulencia activan secuencialmente distintas sefiales que actlan de forma sinérgica con el
objetivo de establecer un patron de respuesta particular. Asi, la funcion celular en la induccion
de una respuesta inmuno-inflamatoria es la consecuencia de la activacion simultanea y
equilibrada de distintos receptores ubicados en lipid rafts de la membrana plasmatica que
desencadenan un final previamente anunciado.
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12.CONCLUSIONES

a.

El serotipo b de A. actinomycetemcomitans induce en las células dendriticas mayores
niveles de expresion de los miRNA-146a, miRNA-146b y miRNA-155 en comparacion

a los otros serotipos.

El serotipo b de A. actinomycetemcomitans induce en las células dendriticas mayores
niveles de secrecidon de las citoquinas pro-inflamatorias IL-1B, IL-12, IL-23, IFN-y y

TNF-a en comparacion a los otros serotipos.

El serotipo b de A. actinomycetemcomitans induce en las células dendriticas un
incremento en los niveles de expresion de los miRNA-146a, -146b y 155, asociandose

de manera positiva con los niveles de secrecion de IL-1B e IFN-y

El serotipo b de A. actinomycetemcomitans induce en las células dendriticas un
incremento en los niveles de expresion de TLR3. Ademas, los miRNA-146a, -146b y
155 vy los receptores TLR2, TLR3 y TLR4 participan en la activacion de la respuesta
inmuno-inflamatoria inducida en las células dendriticas posterior a la estimulacion con

distintos serotipos bacterianos de A. actinomycetemcomitans.
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14.ANEXOS

14.1. Consentimiento informado
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ENTIMIENTO
Titulo del provecto:

Impacto de ia variabilidad bacteriana patogena periodontal en la respuesta inmune en  humaenos,
Asociacion de serotipos bacterianos especificos con la salud o enfermedad periodontal.

Objetiv investigacidn;:

El propésito del presente estudio es entender la respuesta defensiva que se desamolla en las
personas durante la infeccidn de fa encia y los dientes {gingivitis y periodontitis). En particular,
analizar ciertas moléculas llamadas citoquinas que se producen en las células defensivas cuando
se estimulan con 2 hacterias que causan |n enfermedad: Aggregatibacter actinomyeetemcomitans

y Paphyromonas gingivalis.

Se seleccionardn 30 pacientes enfermos de periodontitis agresiva, 30 pacientes enfermos
de periodontitis crdnica y 30 personas con las encias sanas, Todss las personas serin mayores de
30 afios de edad y serén invitados & participar voluntariamente de! estudio.

La persona invitada a participar del estudio tiene el derecho de rechazar la incorporacion,
retirar sus datos o abandonar el eswidio en cualquier momento, sin que ello afecte, modifique o
implique suspensidn de su tratamiento dental,

Las personas que participen en el estudio NO recibirdn retribucidn econdmica o material,

A las personss que participen del estudio se les realizard un examen dental completo v, si
ingresan al estudio, se le tomard de una muestra de |0 mililitros de sangre venasa, gue se obtendgi
medignie puncion en una vena del antebrazo utilizando los procedimientos estindar (4G

jeringa).
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Las muestras de sangre se utilizardn para aislar células. las que en los experimentos se
estimularin con las bacterias en estudio para analizar las citoquinas que producen. Cualguier resto
sobrante de sangre sera destruido.

En las muestras de sangre NO se realizarin estudios genéticos,

El procedimiento de oma de muéstra de sangre es inocuo y estindar, Adn asi, en algunos

casos puede ocurrir una leve molestia durante fa puncidn con la aguis, desvanecimiento o ln
aparicion de un hematoma o moreton en la zona de puncidn pasado algunos minutos. Todas estas
complicaciones no implicarin riesgo. daflo ni detrimento alguno en la salud o en la integridad
fisica y/o siquica de las personas participantes,

Despugs de realizado el examen dental v tomada la muestra de sangre, si 23 necesario. al
paciente se le realizard ¢l wratamiento dental indicado en un plazo no superior a 2 semanas de
reelizado el diagndstico. Una vez tomsda ls muesirn de sangre. el paciente terminard su
participacion on ¢ estudio,

Beneficios por panticipar en el estudio:

L.os pacientes NO recibiran bencficios directos por participar en el estudio.

El estudio contribuird a ampliar el conocimiento sobre las defensas de las personas cuando
existen infecciones de las encias y los dientes (gingivitis y periodontitis), Esto implica beneticios
para ¢l investigador y eventualmente para In odontologia clinica,

Aunque los resultadoes del estudio no implicarin un cambio en el rammiento dental que
pacientes podrin recibir, los panticipantes pueden solicitar. si lo desean. informaci >
resultados del analisis individual v de todo el estudio,
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idencial

Tedos los dutos del paciente serdn reservados y sélo se rewistrarin el la ficha clinica del
paciente, manteniendo la confidencialidad tal como lo establece la normativa vigente.

Responsable del Provecto de Investigacion:

El responsable del Proyecto de Investigacion es el Profesor Dr. Rolando Vernal Astudillo,
quien trabaja en el Depanamento de Odontologin Conservadors. Facultad de Odentologia.
Universidad de Chile y que para tal efecto se domiciliz cn la calle Sergio Livingstone 943,
Independencia, Santiago.

Los pacientes pueden contactar al investigador cuando lo deseen para plantear cualquier
duda que deseen aclarar,

Institucidn patrocinante:

La institucion patrocinante del Responsable de! Proyecto de Investigacion es la Facultad de
Odontologia de ta Universidad de Chile.

: .}E—' ;. ,E :

Este proyecto ha sido aprobado por el Comité Etico Cientifico de Ia Facultad de Odontologia
de la Universidad de Chile. Este Comité es presidido por el Prof. Dr. Juan Cortés Arava. quien se
domicilia en la calle Sergio Livingstone 943, Independeéncia, Santiago.

Este Comité es independiente de los investigadores v no tiene conflictos de interés con la
industria farmacéutica. cosmética v/o alimentaria.

El paciente que acepie participar en el presente estudio puede solicitar una copia del
cenificado de aprobacidn del Proyecto emitido por ¢l Comité.
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FORMULARIO
CONSENTIMIENTO INFORMADO

Doclarackin del pacierse-
He comprendido las explicaciones que se me han dado, en un lenguaje claro y sencillo, y ¢l
investigador me ha permitido realizar todas las observaciones Y Preguntas necesarias.

resalviéndome todas las dudas que I¢ he planteado.

He comprendido que en cuslquier momento v sin necesidad de dar explicacion alguna
puedo revocar el consentimiento que presto ahora v abandonar la investigacion.

Acepto voluntariamente tomar parte en el estudio.

Identificacién def Paciente: Identificasion del Investigador Respansable:

Nombre: Nombre: Rolando Vernal Astudillo
Rut: Rut: 11.635.874-3
Fono; Fono: +36-3-9781815
Firma Firma
| pacien

l
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14.2. Ficha Clinica

FICHA CLINICA

FACULTAD DE ODONTOLOGIA
UNIVERSIDAD DE CHILE

Clinica dc Periodoncia
Aflo

MODULQ 1

Ficha N*°

Fotos o Diapos.
Si o Noo

200
£200

Ingreso: !
Egreso:

Notas Médicas Especiales

Nombre del Alumno:

Nombre del Docente:

codigo

PACIENTE:

SEXO: Masc. O Fem. O

Nombre(s}

Apcllido patemo

Apcllido materno

Dircccion
Fecha de Nacimiento:

9 cdad:

Fono:

Profesion u Ocupacion:

Motivo de consulta:

MODULO2

| Anamnesis GENERAL |

Ancxo: Si0 Noo

Antccedentes Médicos

Cardiovasculares
Diabetes
Gastrointestinales

Alergias
Embarazo

0
0
o
0
0

Discrasias sanguincas
Enf. Infecto-contagiosos
Enf. Neurologicas

oooco o

Tratamicnto que sigue actualmente

Descripeion de la enfermedad y Otros

Nombre y Teléforo de Médico
Tratante

Anamnesis ODONTOLOGICA

Su dltima visita al dentisza: (fecha y motiva)

Tratamicntos dentales gue ha recibido anteriormente

i Ha recibido antes ancstesia?

Mantencion Periodontal: Si 0 No 0

|[No 0Si 0

| ;Qué Tipo?

OTROS DATOS DE LA ANAMNESIS:
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HABITOS
Tipo de cepillo dental que usa actualmente: Téenica:
Usa OTROS clementos de Higicne: No 0O Si: 0 cudles?:
SI NO SI NO

Onicofagia 0 0 Respirador Bucal 0 0

Interposicion lingual 0 o Tabaquismo 0 0

Bruxismo 0 o Bebe 0 0

Succiona cltricos 0 0 Interposicion de Objetos 0 0

Otros Hébitos:

Antecedentes de Enfermedad Periodontal

| DOLOR | Dientes: No 0 Si 0 | Encias: No 0 Si 0 | Otros, Expligue:
| Sangramicnto | Espontineo 0 | Provocado 0 | Explique:
|MovilidadDenaria | Ne 0 [Si 0 | Se han superado 0 S ha clongado 0 |
| Halitosis | No o Isi o |

Antecedentes Familiares: Padre 0 Madre © Hermanos 0 Otros 0

Otros Antecedentes:

MODULO3 |

| Examen Extra - Oral ]

Facics: (describa)

Ganglios palpables:
No 0 St 0 (Ubicacion)

Masculos de Cabeza y Cucllo: Puntos y/o zonas Dolorosas

No 0 St 0 {ubicacion)

A.T.M. (articulacién témporo-mandibular):
Dolor: No 0 Si 0 cspontdnco 0 provocado O
Ubicacién de zonas de dolor:

Ruidos: No 0 S 0 Explique:

Otras obscrvaciones del Examen Extra - Bucal
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MODULO 4 |

Examen Intra - Bucal

TEJIDOS Tipo de Descripeidn
BANDOS Lesion {tamano, forma, color, ctc.)
Labios — Comisuras
Lengua
Vestibulos
Piso de la Boca
Paladar
Mucosa mejillas
Region Faringoamigdaliana
Otras

Uso de Protesis: No 0 Si 0 Tipo:
Ubicacion y condiciones:

Anomalias Dento-Maxilares: No O Si 0
Describa:

Examen de Oclusion [

Patologia Muscular:  Si 0 No 0O Patologia Armticular  Si 0 No 0

Contactos Prematuros en Céntricas: Si 0 No @ Dientes en contacto:
(Si no hay patologia articular ni muscular)

Dindmica Mandibular

APERTURA BUCAL: Aumentada 0 Normal (4,2-4.4 cm.) 0 Disminuida 0

Movto. PROTUSIVO: No O |Si 0 Guiaincisal: Si 0 Contactos Post Si 0

Movrto. De Lateralidad DERECHA: No 0 Si 0 aumentado O normal 0 disminuido 0

CGuia canina: 0
Funcién de Grupo 0  Piczas en funcion:

Contacto en Balance: No 0 Si 0 Piczas en contacto:
Otras Guia 0 Piczas involucradas

Movto. De Lateralidad IZQUIERDA: no Si0 aumentado O normal 0 disminuido O
0

Guia canina: 0
Funcién de Grupo 0  Piczas cn funcion:

Contacto en Balance: No 0 Si 0 Piezas cn contacto:
Otras Guia 0 Piczas involucradas

Otras Observaciones del Examen Intra - Bucal:
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MODULOS |

| Examen Periodontal |

Describa las caracteristicas de la encia en cuanto a

Color:
Forma:
Posicion:
Tamaio:
Consistencia y superficie:
indice gingival (G.1):
Loe & Silness 1963

18 17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27 28
VESTIBULAR
MESIAL
PALATINO
DISTAL

Indice Grupo I: | Indice Grupo 11: | Indice Grupo 111

Boca:

48 47 46 45 44 43 42 4] 31 32 33 M 35 36 3T 38
VESTIBULAR
MESIAL
LINGUAL
DISTAL

Indice Grupo IV: | Indice Grupo V: | Indice Grupo VI:

Anote en cada cara de cada diente en 12 hoca las gradaaciones O, 1, 2 ¥ 5 segin cocresponda. Ozencia normal, no inflemnacidn ni
cambio de ookr ma sangramicio, Tleve sllamacida ¥ alicracidn de b superfeie gingival, No hay ssngraroento. T inamacion
modemads, ertems ¥ edema. Sangrammicvio o socudape o bago < efevto de I peesidn, 30 inflamacidn severa, eritems de snpartancia ¥
adems Tenmdenca sl ssngramicnto espomtioen, Ulacracion,

18 17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27 28
VESTIBULAR
MESIAL
PALATINO
DISTAL
Indice Grupo I: | indice Grupo 11: | indice Grupo 11I:
Boca: % Boca: % Boca: % Boca: %%
Fecha: Fecha: Focha: Fecha:
48 47 46 45 44 43 42 4] 31 32 33 34 35 36 37 38
VESTIBULAR
MESIAL
LINGUAL
DISTAL

Indice Grupo IV: % | Indice Grupo V: % | Indice Grupo V1: %

Anote un =370 + si la carz obsenvadz presenta tocica del revelador en contacso con la encla marginal y un signo o caso de
zosenciz de coloracibn. Divida ¢f sZmero de soperficies sia place poc el nimero de superficies examinadas v obeendri el INDICE de
HIGIENE

NOTA:  Estos dices deben realizarios VARIAS veces duramce el tatamienso v en CADA ceatol por b que deberd wsar lipe
prafito. No olvde ooosignes los valoess encomtrados cada ver o0 b Hoga de Evolucibn
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C.P.L.T.N.=Indice de necesidades de tratamiento periodontal en comunidad

Caodigos 0 1 2 3

Observaciones SANO Hemorragia al = Sacos < 3mm. | Parte negrade  Parte negra
sondaje. Seve lasondascve  delasonda
No hay sacos ~ totalmente parcialmente.  desaparcce cn
ni caleulos. parte negra de | Saco 4-5 mm.  un saco
No hay la sonda. latrogenia ++ = inflamado.
hombros. latrogenia +-, Saco = 6mm.

v tartaro

Cologue en cada | Grupo [= ' Grupo II= | Grupe 111=

grupo ¢l valor mas 18 |17 16 (15 14 13 (12 |11 21 (23 |24 25 26 |27 (2R

alto encontrado

Ej. Picza B3 y

| Grupo V=

| Grupo V=

| Grupo VI=

Picza 15:2 valor

18 [17 116 |15 |14

13 [12 11 (21 [23

24 |25 |26 |27 |28

Grupo 1=3

FACTORES ETIOLOGICOS LOCALES
Carics. calculo, malposiciones, Odontologia Restauradora defectuosa, etc.:

Diente {s)

EFECTO PROVOCADO

Describa:

Alteraciones Muco-(ringivales

Si ¢

No

0

Disposicidn Psicolagica:

Otra Observacion

nervioso O

indiferente 0 cooperador 0

[ Examen Radioldgico

Examenes radiogrificos solicitados

Diagndstico Radiografico:

Observaciones Radioldgicas
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MODULO 6 I

Diagnéstico y Evaluacion

Elementos relevantes para ¢l diagnastico de los mddulos | y 2:

Elementos relevantes para ¢l diagnastico de los mddulos 3 y 4:

Elementos relevantes para ¢l diagnastico del médulo 5:

Trauma Oclusal I: St 0 No

Piczas Involucradas:

[ Diagnostico

Fundamentos del Diagndstico

[ PRONOSTICO

|

GENERAL:
PARTICULAR:

Fundamentos del Prondstico:
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MODULO 7 |

Plan de Tratamicento v Evolucidn

Exémencs complementarios solicitados

PLAN DE TRATAMIENTO l

1) 7}
2)
3) 8}
4)
5) 9%
6)

Programa de Control de Placa Bacteriana
Téenica de Higiene oral indicada:
Elementos de Higiene Oral Indicados cepillos(s)

Orros Elementos:

| EVOLUCION: Desarrollo del tratamiento v evolucién del paciente

Fecha Acciones clinicas realizadas, comentarios y observaciones

Firma del Docente

50



Fecha Acclones clinicas rcalizadas, comenrarios v observaciones

Firma del Docente

Primera Evaluacion Post-Terapia Periodontal

| FECHA: |
Grupol | Grupoll | Grupo Il | Grupo IV | Grupo V| Grupo VI
fndice Periodontales | G.L
H.I.
Caracteristicas de la Encia:
Orras Evaluaciones:
P e M i6n Periodontal
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PACIENTE:

EDAD

FECHA: /20

10

11712113

14

15

16

Supuracion

 Sangramicnto

Movilidad

Furca: V

Posic.. Encia

Prof. Surco

N. Insercion

32

Supuracion

 Sangramicnto

Movilidad

Furca: V

Posic.. Encia

Prof. Surco

N. Inscrcibn

(=]

10

11712113

14

15

16

Supuracion

| Sangramiento

Movilidad

Furca: V

Posic.. Encia

Prof. Surco

N. Inscreidn

31

32

Supuracion

 Sangramicnto

Movilidad

Furca: V

Posic.. Encia

Prof. Surco

N. Insercibn
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14.3. Metodologia de Biopsias para tejidos periodontales

1. Seleccion de sujetos y obtencion de biopsias gingivales

Mediante muestreo no probabilistico de casos consecutivos asistentes a la clinica de
Periodoncia de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile, se seleccionaron 20
pacientes con periodontitis cronica moderada o severa, 8 pacientes con gingivitis y 7 sujetos
sanos. A cada uno se le realizé un examen periodontal por un Unico operador y en la ficha
clinica (Anexo 1) se registré la profundidad al sondaje, el nivel de insercion clinico, el indice
de placa y el indice de sangrado en 6 sitios periodontales por diente, excluyendo los terceros
molares. El diagnostico de periodontitis crénica se estableci6 cuando se detectdé una
profundidad al sondaje =5 mm, pérdida del nivel de insercién >3 mm y evidencia radiografica
de pérdida o6sea. El diagndstico de gingivitis se establecid cuando se detecté una profundidad
al sondaje <4 mm, un indice gingival >0,5 y un indice de placa >30%. Ademas, los individuos
seleccionados eran mayores de 18 afos, con al menos 17 dientes, no estaban afectados de
una enfermedad distinta a la periodontitis o gingivitis, no recibieron tratamiento con
antibidticos o anti-inflamatorios en los Ultimos 6 meses y en caso de ser género femenino, no
se encontraban en periodo de gestacion o lactancia. En estos sujetos, de acuerdo a las
necesidades terapéuticas quirdrgicas periodontales o por indicacion de exodoncia por razones
protésicas, ortoddncicas o quirdrgicas y bajo anestesia local troncular, se obtuvo una biopsia
gingival de aproximadamente 1 mm de grosor, que comprometia epitelio y tejido conectivo
gingival, las que se sumergieron inmediatamente en 2 mL de RNA Safer (Omega Biotek Inc.,

GA, USA) y almacenaron a -80°C hasta la extraccién de RNA (en detalle mas adelante).

2. Purificacion del RNA mensajero citoplasmatico total de biopsias

Las biopsias de tejido gingival almacenadas en -80°C se descongelaron y centrifugaron
por 10 seg a 10.000 xg a temperatura ambiente. Inmediatamente después, se disgregaron en
un homogenizador manual con 1 mL de TRIzol® Reagent (Gibco Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) y se incubaron durante 5 min a temperatura ambiente, para luego incorporar 200 pL de
cloroformo (Fluka Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) y agitar durante 15 seg, incubar
durante 3 min a temperatura ambiente y centrifugar a 12.000 xg durante 15 min a 4°C. El
sobrenadante se traspaso6 a un nuevo tubo estéril y se adicioné 5 ug de glicégeno (20 pg/uL)
(Roche Ltd, Basel, Switzerland) y 100 pL de isopropanol (Fluka Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,

USA), se incubo durante 10 min a temperatura ambiente y centrifugé a 12.000 xg durante 10
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min a 4°C. Luego, se elimind el sobrenadante y el pellet se resuspendiéo en 1 mL de etanol al
75%, se agité durante 3 seg y centrifugé a 7.500 xg durante 5 min a 4°C. Finalmente, se
aspiré el etanol y se resuspendid el pellet en 30 uL de agua milliQ. EI RNA obtenido se
almacend a -80°C a una concentracién final de 1 ug/uL. Para su analisis y cuantificacion se

utilizaron los equipos anteriormente mencionados.

3. Sintesis de la primera cadena de cDNA

A partir de 2 pug de RNA se realiz6 la sintesis de la primera cadena de cDNA mediante
transcripcion reversa, utilizando el kit SuperScript® III First-Strand Synthesis SuperMix de
acuerdo a las instrucciones del fabricante (Invitrogen, Grand Island), almacenandolo a -80°C

a una concentracién de 50 ng/uL.

4. Expresion de miRNAs mediante RT-PCR en tiempo real

La expresion de los mRNAs de los miRNA-146a, -146b y -155 se cuantificd a partir de
50 ng de cDNA mediante gPCR en tiempo real, utilizando partidores especificos (Tabla 1) y un
reactivo SYBR Green® (Invitrogen, Grand Island). Utilizando un termociclador gPCR StepOne
Plus (Applied Biosystem, CA, USA) se realizo el siguiente protocolo de amplificacién: un ciclo
de 95°C durante 3 min y 40 ciclos de 95°C durante 3 seg y 60° durante 30 seg. Como control
de amplificacidon y para realizar la cuantificacion relativa se analizaron los niveles de expresion
de la subunidad rRNA 18S.
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14.4. Esquema de la respuesta inmune celular ante una bacteria

periodonto-patégena

El LPS bacteriano al unirse con el TLR2/6 inician una cascada de sefializacién que mediada por
los miRNAs, resulta en la formacion del fagolisosoma y al acoplarse con el endosoma que
incluye al TLR3 constituyen un endofagolisosoma que mediante mensajeros moleculares y la
regulacién de los miRNAs activan la via candnica y no candnica de NF-kB para la produccion
de moléculas pro-inflamatorias.
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