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1. RESUMEN

Introduccion: El érgano dental esta constituido por esmalte, dentina y pulpa, siendo el esmalte
el tejido més duro, a pesar de su dureza, puede ser destruido por la carie la cual es una
enfermedad multifactorial que puede Ilegar a destruir todos los tejidos duros del 6rgano dental
llegando hasta la pulpa provocando una inflamacion conocida como pulpitis, la cual puede ser
reversible o irreversible, causando la necrosis y pérdida de la vitalidad del diente. El proceso
inflamatorio de pulpitis esta mediado por diferentes citocinas proinflamatorias y en la actualidad
se estudian los RNA largos no codificantes (INcRNA) como HOTAIR vy su relacion con la
inflamacién. Objetivo: El propdsito de este estudio fue evaluar los perfiles de expresion de
HOTAIR, IL-6, IL-1B y TNF-a en pulpa sana y pulpitis irreversible. Materiales y métodos: Se
obtuvieron 10 muestras de tejido pulpar para el grupo control y 10 muestras de pulpitis para el
grupo experimental, se le realizé la extraccion de RNA y se midi6 la expresion de los genes IL-
6, IL-1B, TNF-ay HOTAIR por RT-gPCR. Resultados: Se observ6 una mayor expresion (p =
0.05) de los genes HOTAIR, IL-6, IL-1B y TNF-a en pulpitis irreversible en comparacion con
pulpa sana. Conclusiones: HOTAIR puede jugar un papel fundamental para la expresion de
citocinas inflamatorias en el tejido pulpar, sin embargo, se requieren mas muestras para

confirmar definitivamente estos resultados.

Palabras clave: Pulpitis, HOTAIR, citocinas, IncRNA, inflamacion.



2. ABSTRACT

Introduction: The dental organ is made up of enamel, dentin and pulp, with enamel being the
hardest tissue, despite its hardness, it can be destroyed by caries, which is a multifactorial disease
that can destroy all the hard tissues of the tooth. dental organ reaching the pulp causing an
inflammation known as pulpitis, which can be reversible or irreversible, causing necrosis and
loss of vitality of the tooth. The inflammatory process of pulpitis is mediated by different pro-
inflammatory cytokines and long non-coding RNAs (IncRNA) such as HOTAIR and their
relationship with inflammation are currently being studied. Objective: The purpose of this study
was to evaluate the expression profiles of HOTAIR, IL-6, IL-1f and TNF-a in healthy pulp and
irreversible pulpitis. Materials and methods: 10 pulp tissue samples were obtained for the
control group and 10 pulpitis samples for the experimental group, RNA extraction was
performed and the expression of the IL-6, IL-1B, TNF-a and HOTAIR genes was measured by
RT-gPCR. Results: A higher expression (p = 0.05) of HOTAIR, IL-6, IL-1p and TNF-a genes
was observed in irreversible pulpitis compared to healthy pulp. Conclusions: HOTAIR may play
a fundamental role for the expression of inflammatory cytokines in the pulp tissue, however,

more samples are required to definitively confirm these results.

Keywords: Pulpitis, HOTAIR, cytokines, IncRNA, inflammation.



3. INTRODUCCION

El 6rgano dental estd constituido por esmalte, dentina y pulpa, siendo el esmalte el tejido méas
duro del cuerpo humano. A pesar de su dureza, puede ser destruido por la caries dental, la cual
es una enfermedad multifactorial y progresiva que puede llegar a destruir todos los tejidos duros
del diente llegando hasta la pulpa, provocando una inflamacion conocida como pulpitis que
puede ser reversible o irreversible, llegando a causar necrosis o pérdida de la vitalidad del diente

y, posterior a ello, una lesidn periapical de tipo bacteriano.

Las consecuencias de la pérdida de vitalidad de un 6rgano dental son diversas, el érgano al no
obtener irrigacion y sensibilidad esta destinado a ser perdido en poco tiempo y esto compromete
severamente la homeostasis del sistema estomatognatico. Es por lo que el estudio de los
mecanismos moleculares que se desencadenan como respuesta a un estimulo nocivo son
primordiales para dilucidar como detener el avance del dafio y evitar que un proceso

inflamatorio inicial progrese a una pulpitis irreversible o a la muerte del tejido pulpar.

Por lo tanto, el objetivo del presente estudio tiene la finalidad de determinar los perfiles de
expresion de un eje de regulacion entre HOTAIR, un RNA largo no codificante, y la expresion

de citocinas proinflamatorias de pulpa sana y pulpitis reversible.



4. MARCO TEORICO

2.1 ORGANO DENTAL

La cavidad oral es en parte conformada por su parte externa por los labios y piel del labio, ya
por su parte interna se conforma por mucosas yugales, mucosas labiales paladar duro y blando,
piso de boca, lengua y los 6rganos dentales; las mucosas se clasifican como mucosa de
revestimiento las cuales son aquellas que no tienen gran cantidad de queratina y no tienen
relacién directa con los 6rganos dentales, mucosa masticatoria que corresponde al epitelio que
tiene queratina siendo la encia y paladar duro lo que forman parte de la misma, y ademas una
mucosa especializada que corresponde al dorso de la lengua, ya que es alli donde vamos a tener
los botones gustativos que dan la percepcion de los sabores acido, dulce, salado y amargo.
(Madani et al., 2014). Los 6rganos dentales que en el humano en la denticion adulta son 32 en
total (8 incisivos, 4 caninos, 8 premolares y 12 molares) los cuales tienen la misma estructura
en todos los mamiferos: esmalte, dentina, pulpa, cemento y ligamento periodontal (Figura 2)
(Lacruz et al., 2017). Existen diferentes nomenclaturas para identificar los érganos dentales de
manera individual mediante un sistema internacional en el cual se le asigna un nimero a cada
organo dental segun corresponda su cuadrante, al dividirse por cuadrantes se obtienen dos
superiores y dos inferiores respectivamente, una zona anterior y una zona posterior, la zona
anterior corresponde incisivos a caninos, la zona posterior de premolares a molares (Tabla 1 e

Figura 1) (Madani et al., 2014).



Tabla 1. Nomenclatura de los 6rganos dentales segln el nimero y cuadrante

Cuadrante anterior superior lado derecho Numero de

organo dental

Incisivo central 11
Incisivo lateral 12
Canino 13
Primer premolar 14
Segundo premolar 15
Primer molar 16
Segundo molar 17
Tercer molar 18

Cuadrante anterior superior lado izquierdo

Incisivo central 21
Incisivo lateral 22
Canino 23
Primer premolar 24
Segundo premolar 25
Primer molar 26
Segundo molar 27
Tercer molar 28

Cuadrante inferior izquierdo

Incisivo central 31




Incisivo lateral

32

Canino 33
Primer premolar 34
Segundo premolar 35
Primer molar 36
Segundo molar 37
Tercer molar 38
Cuadrante inferior derecho

Incisivo central 41
Incisivo lateral 42
Canino 43
Primer premolar 44
Segundo premolar 45
Primer molar 46
Segundo molar 47
Tercer molar 48




Molares

Superior

Inferior

Molares

42 41 31 32

Figura 1. Diagrama de la localizacién de los érganos dentales

2.1.1 ESMALTE

El esmalte dental es considerado el tejido méas duro de los humanos, al ser mineralizado y no
contar con fibras de colagena ni presencia de mas células o vascularizacion, una vez que se ha
terminado de formar no puede ser remodelado, conforma la corona del organo dental y
bioldégicamente no puede ser sustituido (Figura 2). Compuesto principalmente por matriz
inorganica de cristales de hidroxiapatita en un 96%, agua en un 3% y matriz organica en 1%. A
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pesar de su dureza puede ser destruido por los &cidos de las bacterias que se encuentran en

cavidad oral formando asi la caries dental. (Farooq & Bugshan, 2020; Seow, 2014).

2.1.2 DENTINA

La dentina estd compuesta por matriz inorganica que comprende el 70%, matriz organica 20%
y agua 10%. Es producida por los odontoblastos las cuales son células diferenciadas y
especializadas que contintan formando dentina a lo largo de la vida del diente (Nanci, 2008).
Juegan un papel importante ya que son los potenciales iniciadores de la respuesta inflamatoria

ante bacterias, ayudan a mantener la vitalidad y reparacion de la pulpa (Farges et al., 2009).

2.1.3. PULPA

La pulpa dental es el Gnico tejido blando del diente, esta conformado por un tejido conectivo
fibroso laxo con abundante matriz extracelular, vasos sanguineos gque le dan vascularidad, por
lo tanto, vitalidad y también presencia de fibras y células nerviosas que le dan sensibilidad

(Hargreaves & Lh, 2016).



— ESMALTE

CORONA -
— DENTINA

PULPA

CEMENTO
RAIZ —

LIGAMENTO
PERIODONTAL

INERVACION E
IRRIGACION

Figura 2. Estructuras del 6rgano dental

2.1.4. COMPLEJO DENTINO-PULPAR

La dentina junto con la pulpa va a formar el complejo dentino-pulpar (Figura 3). La capa de
células més externa consta de odontoblastos (Tabla 2) que son las células encargadas de
mineralizar la matriz de dentina unidos estrechamente a la predentina (Emilia & Neelakantan,

2015).

Tabla 2 Células del complejo dentino-pulpar

COMPLEJO DENTINO-PULPAR

CAPA Conformada principalmente por odontoblastos, adyacentes

ODONTOBLASTICA a la pre-dentina, puede también presentar otras células




como capilares, fibras nerviosas y células dendriticas

(Couve, 1986).

ZONA POBRE EN

CELULAS

Se encuentra subyacente a la capa odontobléstica donde en
aproximadamente en wuna anchura de 40 pm estd
relativamente libre de células. Puede presentar vasos
capilares y fibras nerviosas, asi como procesos

citoplasmaticos de fibroblastos (Couve, 1986)

ZONA RICA EN

CELULAS

Presenta una alta proporcién de fibroblastos comparado con
la zona central de la pulpa. Ademas de los fibroblastos, se
encuentran otras celulas como macrofagos, células
dendriticas y también células madre indiferenciadas

mesenqguimales (Gotjamanos, 1969).

ZONA CENTRAL DE

LA PULPA

Es la porcidn central propiamente dicha de la pulpa. La cual
va a ser compuesta por un tejido conectivo fibroso laxo con
vasos sanguineos de gran calibre, presencia de plexos

nerviosos, y el fibroblasto como la célula mas abundante de

la zona (Nanci, 2008).

10




Proceso odontoblastica

Pre-dentina Terminacion
nerviosa
Union Reticulo
; endoplasmico
....rugoso
Odontoblasto —  Aparato de Golgi
Nucleo
| Zona
odontogénica
Zona libre 8
Zonarica
de células
Zona
central

Figura 3. Diagrama de las zonas de la pulpa

2.1.5. CELULAS DE LA PULPA

2.1.5.1. ODONTOBLASTOS

Son los encargados de la dentinogénesis, es decir, de la mineralizacion de la dentina durante el
desarrollo de los érganos dentales y durante el tiempo de vida de los mismos, se localizan a la
periferia del tejido pulpar en contacto directo con el tejido que mineralizan, tienen la capacidad
de vivir por mucho tiempo siendo células estables y no sustituibles (Kawashima & Okiji, 2016).

Al formar la dentina, sus prolongaciones citoplasmaticas forman los tabulos dentinarios gracias

11



a sus procesos odontoblasticos, dando asi nutricion y sensibilidad a la dentina. Se caracterizan
por secretar colagena tipo 1 principalmente (Lee et al., 2011; Lesot et al., 1981).

2.1.5.2. FIBROBLASTOS DE LA PULPA

El fibroblasto es una de las células mas abundantes del tejido conectivo e importantes para este
tejido de sostén, nutricion, reparacion y cicatrizacion. Son las células mas abundantes de la
pulpa, se dice que tienen la capacidad de diferenciarse dependiendo la sefial que reciban.
Secretan principalmente colagena tipo 1y 3, ademas de proteoglicanos y glucosaminoglicanos.
Muchos de los fibroblastos se consideran inmaduros o indiferenciados y se les conoce como

células madre de la pulpa dental (Jeanneau et al., 2017).

2.1.5.3. MACROFAGOS

Los macréfagos en la pulpa juegan un papel fundamental en la respuesta del sistema inmune.
Son células que mientras se encuentran en torrente sanguineo se llaman monocitos y cambian
de nombre cuando atraviesan el endotelio hacia otros tejidos. Su principal funcién es fagocitar,
eliminan células muertas, cuerpos extrafios y eritrocitos extravasados(Hahn et al., 1989; Park et

al., 2017).

2.1.4.4. CELULAS DENDRITICAS

Son células presentadoras de antigeno que se caracterizan por sus prolongaciones
citoplasmaticas. En la pulpa normal estan localizadas cerca de la pre-dentina, pero migran a la
zona central después de un reto antigénico. Juegan un papel central en la induccion de células T

(Zhang et al., 2006).
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2.1.5 ANATOMIA DE LA RAIZ DEL ORGANO DENTAL

La morfologia de la raiz del érgano dental puede variar segin el 6rgano dental que necesite
tratamiento endoéntico o de la remocion de la pulpa, se toma desde la perspectiva de la cdmara
pulpar que es rodeada por la corona, hasta el &pice dental que es la parte final del 6rgano dental
en estrecho contacto con el ligamento periodontal y hueso alveolar. Entre los componentes que
tenemos en las raices existe el techo de la cAmara pulpar, cuerno pulpar, orificio del conducto
radicular, conducto de la furca, conducto lateral, foramen apical y conducto delta apical. Estas
estructuras suelen ser diferentes en cada 6rgano dental, los 6rganos dentales anteriores tienen
una cadmara pulpar amplia y un solo conducto, en algunas ocasiones podremos encontrar areas
dilaceradas (curvas) hacia apical. Los premolares tienen variaciones en los ductos en el tercio
medio y apical donde se anastomosan conductos o ductos accesorios, en el caso de los molares
también se presentan variaciones similares en los tercios cervicales y apicales, ademas de que
en un bajo porcentaje de estos Organos dentales posteriores podemos encontrar raices
supernumerarias y dilaceraciones a nivel apical (Figura 4) (Vertucci, 2005). De igual manera en
algunas zonas de la raiz dental, algunos conductos toman una conformacion en forma de “C”
cuya morfologia suele conecta o unir un conducto a otro, en un porcentaje de 37% en segundos
molares, y mayormente en poblacion china, la distincion de esta forma ayuda o dificulta la
obtencion del tejido pulpar, pero es necesaria su identificacion para el tratamiento de conductos

tenga éxito (Fan et al., 2004).
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Canal
pulpar
Cavidad
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Figura 4. Estructuras del conducto radicular.
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2.2. INFLAMACION

La inflamacion es una respuesta del sistema inmune, es desencadenada por estimulo o condicién
de dafio, como infeccion, dafio al tejido o exposicion a sustancias toxicas, este proceso
inflamatorio puede llevar a la curacién de las lesiones producidas, pero también, una
inflamacion no controlada puede llevar a otras enfermedades inflamatorias de diferente grado
de severidad. Clinicamente suele ser caracterizada por la presencia de rubor, calor, tumoracion
y pérdida de la funcién (Mitchell et al., 2017). Existen dos tipos de inflamacién: aguda y crénica
(Libby, 2007; Takeuchi & Akira, 2010).

2.2.1. INFLAMACION AGUDA

La inflamacion aguda es desencadenada por una infeccion o dafio al tejido del cual recluta
componentes leucocitarios como neutrofilos polimorfonucleares al sitio de infeccion (Figura 5).
Se caracteriza por desencadenarse tras la aparicion infecciones bacterianas las cuales activan al
sistema inmune innato mediante los receptores tipo Toll, mediado por células como mastocitos
y macrofagos, los cuales producen mediadores de la inflamacion como quimiocinas, citocinas,
vasoaminas, eicosanoides, y cascadas proteoliticas muchas de las cuales tienen funcién
vasocontrictora y vasodilatadora en un rango de tiempo corto (Barton, 2008; Germolec et al.,

2018).
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Figura 5. Células de la inflamacién aguda

2.2.2. INFLAMACION CRONICA

La inflamacion crénica comienza cuando después de la inflamacion aguda no hay reparacion
del dafio por lo que el proceso inflamatorio empieza un nuevo de reclutamiento de células como
linfocitos T y linfocitos B, mediante la formacion de granulomas cuando los macréfagos no
pueden destruir al patdgeno, los linfocitos B por su parte se van a convertir una vez que sea
necesario en células plasmaticas que se encargaran de la creacion de inmunoglobulinas
necesarias para la respuesta inmune y destruccion de patégenos (Figura 6). La respuesta cronica
puede ser inducida por enfermedades autoinmunes y cuerpos extrafios, con largo tiempo de

evolucion que va desde semanas hasta meses (Medzhitov, 2008; Mitchell et al., 2017).
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Figura 6.Células de la inflamacion crénica

2.2.4. CITOCINAS

Las citocinas estan involucradas en cada fase de la inmunidad y la inflamacidn, incluyendo la
inmunidad innata, presentacion de antigenos, diferenciacion de la médula dsea, activacion y
reclutamiento celular, y adhesién de moléculas de expresion. Son secretadas mayormente por

fagocitos mononucleares y otras células presentadoras de antigenos (Borish & Steinke, 2003).

2.2.5. FACTOR DE NECROSIS TUMORAL (TNF-a)
Es un mediador clave para la regulacion de la respuesta inmune en organismos sanos y
condiciones de enfermedad. Modula el desarrollo del sistema inmune, vias de sefializacion,

regula los procesos metabolicos y la proliferacion celular (Varfolomeev & Vucic, 2018). Puede

17



iniciar la cascada de la inflamacién y la induccion de produccion de citocinas, activacion y
expresion de moléculas de adhesion (Elsalhy et al., 2013). El factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a) es una citocina inflamatoria producida por macréfagos y monocitos durante la
inflamacidn aguda, y es responsable de los diversos tipos de sefializacidén dentro de las células,
llevandola a necrosis o apoptosis. Esta proteina también es importante en la resistencia de
infeccion y algunos cénceres (ldriss & Naismith, 2000). Se ha encontrado que ademaés es
secretado por los odontoblastos de la pulpa dental, y sus niveles de expresién aumentan cuando
el tejido pulpar este inflamado y estimula a las células dendriticas que también suelen
encontrarse en el tejido pulpar e incluso se ha podido demostrar que juegan un papel
fundamental en la dentinogénesis (creacion de nueva dentina a los estimulos inflamatorios)

(Farges et al., 2003; Lucchini et al., 2002; Piattelli et al., 2004).
2.2.6. INTERLEUCINA 1 (IL-1)

La interleucina 1 (IL-1) es reconocida como un componente clave en la respuesta celular
inmune. Regula la diferenciacion de los linfocitos B, estimula la produccion de anticuerpos,
genera células T citotoxicas y potencializa a los linfocitos (Dinarello, 1997). Ademas suele
actuar a nivel de las células endoteliales que se encuentren en el sitio de infeccion como una
molécula promotora de la expresion de adhesion que promueven la extravasacion de macrofagos
hacia afuera del torrente sanguineo (Hahn & Liewehr, 2007). Consta de diferentes proteinas
pro- y antinflamatorias, siendo IL-1p el miembro mas representativo (Yazdi & Ghoreschi,

2016).

2.2.7. INTERLEUCINA 6 (IL-6)
La interleucina 6 (IL-6) es producida en respuesta a las infecciones o dafio a los tejidos,

contribuye en la defensa del huesped y la estimulacion de las respuestas de la fase aguda,
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hematopoyesis, y reacciones inmunes. Aunque su expresion esta estrictamente controlada por
mecanismos transcripcionales y postranscripcionales, la desregularizacion continua de la
sintesis de IL-6 juega un efecto patolégico en la inflamacion cronica y autoinmunidad (Tanaka
etal., 2014). IL-6 también se ha encontrado en tejido pulpar, tanto pulpa dental sana como tejido

pulpar inflamado (Hahn et al., 2000).
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2.3. EPIDEMIOLOGIA DE LA PATOLOGIA PULPAR

Se report6 que cerca de 4 billones de personas en 2013 fueron afectadas por enfermedades
bucales, encontrando caries dental no tratada en un 35% de los casos, y en mas del 65% de los
individuos (Marcenes et al., 2013). La alta prevalencia de la caries dental, asi como la
enfermedad periodontal, resulta en un costo anual estimado de 30 billones de ddlares a nivel
mundial (Listl et al., 2015). Y sigue creciendo debido a la inequidad de la salud bucal entre y
dentro los paises (Fejerskov et al., 2013; Glick et al., 2012; Watt & Sheiham, 1999). La
enfermedad pulpar es frecuente, con una incidencia que va del 16.4% (Weiger et al., 1997) y
hasta mas del 30% (Scavo et al., 2011). Sin embargo, la pulpitis irreversible puede ser
asintomatica, y por lo tanto indetectable en el 40% de los casos (Michaelson & Holland, 2002).
Para la gente que constantemente tiene cuidados dentales, la emergencia de un tratamiento

endoddntico es relativamente baja, con una incidencia de 5-14% (Eriksen, 1991).

Por otro lado, se cree que en general la periodontitis periapical o lesion apical es a menudo
asintomatica y afecta al 40-50% de las personas, aumentando con la edad la cantidad de dientes
con tratamiento de conducto (Eriksen et al., 2002). Como la caries dental es muy frecuente en
paises en desarrollo con acceso a alimentos azucarados, se estima que el tratamiento para el
dolor pulpar es alto y con frecuencia termina en exodoncia de los drganos dentales. Actualmente
no se tienen cifras actuales de necesidad mundial del tratamiento endodéntico debido a trauma,

pero se estima que afecta hasta mil millones de personas (Petti et al., 2018) (Peters & Gk, 2019).
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2.4.  PULPITIS

Se define como pulpitis a la inflamacion de la pulpa dental, clinicamente descrita como aguda,
cronica o hiperplasica (American Association of, 2003). Puede ser causada por una infeccion
oportunista en el espacio pulpar por microorganismos comensales, asociado cominmente a
caries dental, la cual es una enfermedad multifactorial que dafa los tejidos dentales (Hahn et al.,
1991). En estadios iniciales de la caries, el tejido del esmalte se vuelve suave y no se puede
observar aun una lesion radiograficamente, en un estadio moderado, la caries comienza a invadir
dentina y empieza a formar una cavidad en el 6rgano dental, se considera avanzado cuando la
caries empieza a invadir tejido pulpar e inicia el proceso de pulpitis, tornando el area de la
cavidad en un color de marron a negro (Figura 7) (Zero et al., 2011). Sin embargo, otras vias de
infeccion microbiana de la pulpa incluyen trauma, fisuras de la dentina, exposicion de los
tibulos dentinarios o del foramen apical que pueden derivar en pulpitis reversible, irreversible

y necrosis pulpar. (Bergenholtz, 1981).

Inicial Avanzado

Figura 7. Caries dental y su progresion hacia la pulpa
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Dentro de la pulpa podemos localizar IL-1 en macrdéfagos y rodeando células endoteliales,
ausentes en terceros molares asintomaticos (D'Souza et al., 1989). Interleucina 6 (IL-6) facilita
la respuesta inmune del tejido dafiado. Ayuda a la maduracion de los linfocitos B hacia las
células plasmaéticas encargadas de producir inmunoglobulinas, activa linfocitos T y aumenta la
hematopoyesis dando lugar a una leucocitosis. La podemos encontrar en pulpa inflamada, asi
como en lesiones periapicales, e incluso podemos localizar en pulpa sana (Barkhordar et al.,
1999) .Podemos encontrar altas cantidades de TNF-a en pulpitis irreversible sintomatica, en
progresion, los niveles de TNF-a bajan, lo cual pudiera especularse como una antesala a la
necrosis tisular. En pulpas sanas se detectan bajos niveles de TNF-a (Bradley, 2008). Asi es
como en cualquier otro 6rgano del cuerpo humano, la pulpa dental presenta entonces las mismas
caracteristicas de un proceso inflamatorio ya que se observan mecanismos de vasodilatacién por
diferentes mediadores quimicos que liberan mediante sustancias efectoras a las células

inflamatorias hacia el intersticio alrededor del 6rgano dental (Figura 8) (Rechenberg et al.,

2016).
INFLAMACION
FACTORES EFECTORES
Histamina,
Vasos neuropéptidos
sanguineos prostaglandinas,
oxido nitrico
Citocinas,
E - leucotrienos,
) tspat<_:|§> ; proteasas,
inpersticia complemento
Neutrdéfilos,
Células del macrofagos,
sistema células
inmune dendriticas,
linfocitos.

Figura 8. Proceso de la inflamacion del 6rgano dental
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24.1. PULPITIS REVERSIBLE
Se considera pulpitis reversible cuando la pulpa puede volver a las condiciones normales una
vez que se remueve el estimulo irritante, por lo que se entiende que tiene un proceso inflamatorio
con diversos mecanismos de reparacion (Nakanishi et al., 2011).

Histolégicamente podemos encontrar en una pulpitis reversible la presencia de algunos
fibroblastos, pero abundantes fibras de coldgena. La capa odontoblastica puede estar reducida,
y podemos encontrar islas de calcificaciones en el tejido pulpar con capas gruesas de dentina
terciaria, la cual reduce el espacio pulpar (Figura 9). Puede haber presencia de linfocitos y

células plasmaticas en concentraciones moderadas (Anderson et al., 1981; Giuroiu et al., 2015).

Figura 9. Pulpitis reversible, corte histologico

2.4.2. PULPITIS IRREVERSIBLE
En los dientes con pulpitis irreversible, los dientes tienen pocas probabilidades de revertir su
situacion de un diente normal solo con la remocidn de los irritantes, la gran mayoria necesitan

retirar total o parcialmente parte del tejido pulpar afectado (Nakanishi et al., 2011).
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En pulpitis irreversible, hay presencia de necrosis total o parcial de la cAmara pulpar. Al menos
un area donde haya licuefaccion o coagulacion rodeado por neutréfilos polimorfonucleares
vivos y muertos. A la periferia, concentraciones de células inflamatorias de tipo cronico con un
halo alrededor de las mismas. Presencia de bacterias cercanas a la pared dentinaria (Figura 10).
Mientras que, en una pulpa normal no hay cambios en el complejo dentino-pulpar. No hay
reduccion entre la dentina y pre-dentina ademas de que no hay cambios en la capa odontoblastica
o0 en el tamafio de las mismas. Ausente se encuentra la dentina terciaria y otras calcificaciones,
asi como la presencia de bacteria o de infiltrado inflamatorio (Bruno et al., 2010; Ricucci et al.,

2014)

Figura 10. Pulpitis irreversible, corte histologico

Se consideran con mayor relevancia algunas citocinas expresadas en diversas células dentro de
la pulpa ya sea en condiciones de pulpitis reversible o irreversible como factor de crecimiento
transformante 1 (TGF-B1), factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), ligando CC de
quimiocina 2 (CCL2), defensinas beta-humano (hBDs), interleucina 8 (IL-8), quimiocina

ligando CXC 10 (CXCL10), interleucina 1 beta (IL-1pB), interleucina 2 (IL-2), interleucina 4
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(IL-4), interleucina 6 (IL-6), interleucina 10 (IL-10), interferon-y (IFN-y) y factor de necrosis
tumoral-a (TNF-a) (Carswell et al., 1975; Renard et al., 2016).

2.4.3. DIAGNOSTICO DE PULPITIS

El tejido pulpar sano cuando es expuesto a contacto frio va a emitir una respuesta tardia posterior
al haber colocado el material frio, en una pulpitis reversible suele ser una molestia casi inmediata
pero no es un dolor que moleste a la persona, asi que el paciente no tiene dolor espontaneo,
ademaés de que tampoco presentard molestia a la percusion y no habra cambios radiogréficos.
Dentro de los cambios radiogréaficos podemos encontrar un ensanchamiento del ligamento
periodontal y/o una lesion periapical causada por osteomielitis cuando exista ya una pulpitis
irreversible. En este caso de pulpitis irreversible puede ser caracterizada como sintomatica o
asintomatica, en pulpitis sintomatica el paciente puede referir dolor espontaneo y ligero,
potencializado por la exposicion al frio y radiograficamente se puede encontrar ensanchamiento
del ligamento periodontal. En el caso de una pulpa necrética puede no haber sintomatologia,
todo esto dependiendo de las caracteristicas clinicas de la inflamacion periapical, ya que por el
contrario en algunas ocasiones suele ser muy doloroso y asociado a exudado purulento y un
trayecto fistuloso (Anderson et al., 1981; Michaelson & Holland, 2002; Weiger et al., 1997,

Zeroetal., 2011).
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2.5.  RNA LARGOS NO CODIFICANTES (IncRNAS)

Las moléculas de RNA que no presentan un potencial de codificacién de proteinas se conocen
como RNAs no codificantes, sin embargo, son expresados constitutivamente y juegan un papel
muy importante en la biosintesis de proteinas. Los RNA no codificantes se subdividen en dos
grupos: pequefios RNAs no codificantes menores a 200 nucle6tidos y RNAs largos (Gutschner
& Diederichs, 2012). Se estima que hay de momento alrededor de 10,000 IncRNAs, los cuales
se pueden clasificar dependiendo su origen en: IncRNA intrénicos cuando provienen de las
regiones intrénicas de un gen, divergente cuando provienen de la direccion opuesta de un gen
que codifica para proteinas, intergénica cuando la secuencia pertenece a dos genes en una
distinta unidad, y sentido y antisentido cuando se encuentra localizado entre dos 0 mas exones
transcrito en el mismo sentido o en sentido opuesto. (Bermudez et al., 2019)

Los IncRNA son RNAs con una longitud mayor a 200 nucle6tidos, fueron considerados
inicialmente ruido transcripcional y sin funcion aparente (Shi et al., 2013). Se sabe que
participan en diferentes procesos, de desarrollo y patoldgicos como la apoptosis y diferenciacion
celular (Brosius, 2005; Li et al., 2016), tumorogénesis (Perry & Ulitsky, 2016), y la respuesta
inmune (Satpathy & Chang, 2015), que tienen un papel importante en diferentes enfermedades,
incluyendo cancer (Gupta et al., 2010).

Los IncRNA en las células eucariotas, son transcritos por la RNA polimerasa Il y la RNA
polimerasa Ill en diferentes locus del genoma. Muestran caracteristicas funcionales Unicas
participando en la modulacion de varios procesos celulares como la modificacion de histonas,
metilacién de ADN y transcripcion celular, puede alterar la estructura de la cromatina y el acceso

al ADN, por lo tanto, regulan patrones de expresion génica (Dahariya et al., 2019).
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Se dividen en tres amplias categorias, segin su rol: los IncRNAs no funcionales los cuales
resultan en ruido transcripcional y IncRNAs funcional que puede actuar en cis o trans (Quinn

& Chang, 2016).

Stimuli

MEG3
Gas5 INncRNA
IncRNA

HOTAIR
IncRNA

miRNAs/other
small RNAs

mRNAs

Andamio Senuelo Guia Seiial

Figura 11. Caracteristicas de los IncCRNA
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25.1. HOTAIR

El LncRNA HOX transcrip antisense intergenic RNA (HOTAIR) fue identificado por primera
vez por Rinn et al en el afio 2007 mediante un experimento de microarreglos en mosaico. Se
encuentra situado en el locus del cromosoma 12q13.13 entre el locus HOXC11 y HOXC12. Es

transcrito por la RNA polimerasa Il a partir de la hebra antisentido (Fu et al., 2020).

Se ha demostrado que HOTAIR juega un papel muy importante en la regulacion de la
programacion epigenética y promueve el crecimiento tumoral y metastasis, al igual que induce
la transicion epitelio-mesénquima (Padua Alves et al., 2013). Se ha encontrado que HOTAIR
puede regular genes a distancia y que también juega un papel importante en distintas formas de
malignidad, ya sea cancer de mama, pulmén, géastrico y otros sarcomas. Participa como
andamios para que algunas proteinas lleven a cabo algunas funciones, facilita la transcripcion
para algunos genes especificos y también es un potencializador del proceso inflamatorio (Yu &
Li, 2015). En el proceso inflamatorio se le ha asociado directamente como promotor de la
activacion del factor nuclear kappa B, asi como su asociacién con diferentes citocinas,
reprogramacion metabdlica y activacion de los macrdfagos, por lo que se cree que estd

estrechamente ligado al proceso inflamatorio (Price et al., 2021).
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3. ANTECEDENTES

Rechenberg et al realizaron una revision sistematica de algunos marcadores moleculares con
una cantidad de 89 marcadores entre los cuales destacan algunas proteinas pro y antinflamatorias
donde pudieron destacar principalmente IL-1 tanto a y p donde ambos regulan la respuesta
inflamatoria e inmune de la pulpa; en el caso de IL-6 se encontré como regulador de células T
y B; TNF-a retrasa la apoptosis de los neutrofilos (Rechenberg et al., 2016). Silva et al menciona
que IL-1B tuvo una mayor expresion en las células de la pulpa con inflamacion mediante una

prueba de ELISA pudo detectar niveles significativos de esta citocina (Silva et al., 2009)

Lu et al encontr6 que HOTAIR actia como promotor a la respuesta inflamatoria en
cardiomiocitos donde pudieron observar niveles de expresion elevados de TNF-a e IL-6 en
grupos experimentales de infarto agudo al miocardio, concluyendo que HOTAIR podria

promover la inflamacion de los cardiomiocitos (Lu et al., 2018).

Zhang J. et al estimularon células normales del higado y células con carcinoma hepatocelular
con lipopolisacéridos, teniendo como resultado un aumento en la expresion HOTAIR, ademés
se constat6 que la sobreexpresion de HOTAIR estimul6 la secrecion de citocinas entre las cuales

se destacan IL-1B, IL-6 y TNF-a (Zhang et al., 2020).

Zhang C et al demostraron que HOTAIR contribuye a que IL-1p induzca la sobreexpresion de
metaloproteinasas y apoptosis de los condrocitos condilares en la articulacion
temporomandibular en conejos, sugiriendo un rol importante de HOTAIR en el proceso

inflamatorio (Zhang et al., 2016).

Zhang H. et al en un estudio de artritis reumatoide que es una enfermedad inflamatoria de las

articulaciones, se demostré que la expresion de HOTAIR es subregulada en condrocitos
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inducidos por lipopolisacéridos y la sobre-expresion de HOTAIR juega un papel protector
elevando los niveles de proliferacion celular e inhibiendo la inflamacion tanto in vitro como in
vivo. Por lo que se sugiere que HOTAIR tiene potencial terapéutico para artritis reumatoide

(Zhang et al., 2017).

Wau et al estudidé en ratones con sepsis inducida por lipopolisacaridos, la sobre-regulacion de
HOTAIR en cardiomiocitos promueve la produccion de TNF-a en la circulacion mediante la
activacion de Nf-kp, involucrado en la fosforilacion de la subunidad p65. HOTAIR también

pudo preservar la funcién cardiaca durante la sepsis del raton (Wu et al., 2016).

Obaid et al mostraron que la expresién de HOTAIR es inducida en macrofagos en respuesta al
tratamiento con polisacaridos, incluyendo citocinas y genes inflamatorios como IL-6, iNOS,
TNF-0, MIP-1B, demostrando el rol fundamental de HOTAIR en la expresion de citocinas e

inflamacion (Obaid et al., 2018).

Tao et al estudiaron la relacion de HOTAIR con el carcinoma oral de células escamosas donde
inhibiendo la funcién de HOTAIR disminuye la migracién de células tumorales (Tao et al.,
2020), en este mismo sentido, Wang et al juega un papel importante en la autofagia y promueve

el éxito de farmacos para su uso en carcinoma oral de celulas escamosas (Wang et al., 2018).

Actualmente no hay antecedentes de estudios que hablen de HOTAIR y su relacién con el
proceso inflamatorio que tiene lugar en la pulpitis, por lo cual resulta importante evaluar dicho

InNcRNA en esta enfermedad.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las consecuencias de la pérdida de vitalidad de un 6rgano dental son maltiples, el 6rgano pierde
el soporte nutricional y sensitivo y debe ser tratado endodonticamente. Estos drganos tienen un
menor tiempo de presencia en la boca y su pérdida compromete severamente la homeostasis del
sistema estomatognético, afectando funciones como la masticacion, fonacion y formacion del

bolo alimenticio en el inicio de la digestion.

Se ha demostrado en estudios in vitro que la expresion de HOTAIR es inducida en macrofagos
en respuesta a estimulos nocivos, por lo que se sugiere que puede tener un papel fundamental
en la expresion de citocinas y en la inflamacién. Sin embargo, su papel regulatorio no ha sido

estudiado en tejido pulpar.

Es por esto que nos planteamos la siguiente pregunta de investigacion:

¢Existen diferencias entre los perfiles de expresion de HOTAIR y los mRNA IL-6, IL-1 y

TNF-a entre pulpa sana y pulpitis?

31



5. JUSTIFICACION

La pulpitis irreversible es consecuencia de la caries dental, que es una patologia dental la cual
afecta aproximadamente un 92.6% de la poblacion adulta en México, con un considerable 95%
en pacientes mayores de 40 afios (SIVEPAB 2018). También se estima que el gobierno
solamente cubre el 7% de los gastos dentales de los mexicanos, segun cifras de la OCDE,
mientras que segln datos de la Asociacion Dental Mexicana se gasta aproximadamente 85 mil
millones de pesos en patologia asociada a la caries dental. Es por esto que el estudio de los
mecanismos moleculares que se desencadenan como respuesta a un estimulo nocivo son
primordiales para dilucidar como detener el avance del dafio y evitar que un proceso

inflamatorio inicial progrese a una pulpitis irreversible o a la muerte del tejido pulpar.
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6. HIPOTESIS

Los perfiles de expresion de los genes HOTAIR, IL-6, IL-1p y TNF-a son diferentes entre pulpa

sanay pulpitis irreversible.
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7. OBJETIVOS

6.1. OBJETIVO GENERAL
Evaluar los perfiles de expresion del IncRNA HOTAIR y las citocinas IL-6, IL-1B y TNF-a en

pulpa sana y pulpitis irreversible.

6.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Analizar la expresion de HOTAIR, IL-6, IL-1B y TNF-a en pulpa sana.
2. Analizar la expresion de HOTAIR, IL-6, IL-1B y TNF-a en pulpitis irreversible.

3. Comparar los perfiles de expresion de los genes entre pulpa sana y pulpitis irreversible.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. DISENO EXPERIMENTAL
Se evaluaran los perfiles de expresion de RNA largo no codificante en pulpa sana y con pulpitis
irreversible. Se extraera tejido de la pulpa sana y con pulpitis irreversible y se realizara la

extraccion de RNA total.

7.2. TIPO DE ESTUDIO

Se realizard un estudio de tipo transversal y prospectivo.

7.3. MUESTRA

Se obtuvo tejido de pulpa dental de 20 drganos dentales obtenidos de diferentes individuos, de
manera aleatoria subdivido en 10 muestras de pulpa normal o sana, y 10 muestras de pulpitis
irreversible en 6rganos dentales para la conformacién de pools de 4 grupos, 2 grupos control

con 5 muestras cada uno, 2 grupos de pulpitis con 5 muestras cada uno.

7.3.1. TIPO DE MUESTRA
Tipo de muestra probabilistica.
7.3.2. OBTENCION DE LA MUESTRA

Se obtuvieron las muestras de pulpa dental sana en la clinica de la especialidad de Endodoncia
FO-UAS y en la clinica de ensefianza de la Facultad de Odontologia de la Universidad
Auténoma de Sinaloa en la materia de exodoncia de forma aleatoria, en la ciudad de Culiacan,
Sinaloa, México. El diagndstico de la condicion de la pulpa se realizé por el especialista en

endodoncia en el caso de pulpitis irreversible y en pulpa sana segun criterio de exodoncia por el
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especialista siendo indicados para extraccion ya sea por tratamiento de ortodoncia o

funcionalidad bucal.

7.3.3. CRITERIOS DE INCLUSION

7.3.4.

5.

Individuos que acuden a recibir atencién a la clinica odontolédgica, en Culiacan,
Sinaloa, México.

Que hayan aceptado formar parte del estudio y que firmen el consentimiento
informado (Anexo 1).

Diagnosticados los drganos dentales con pulpitis irreversible que sean tratados
endoddnticamente o por indicacion protésica con caracteristicas de vitalidad pulpar.
Con pulpa sana oOrganos dentales que requieran extracciones por indicacion
ortodontica.

Individuos aparentemente sanos que no consuman tratamiento farmacol6gico

CRITERIOS DE EXCLUSION

Individuos que hayan rechazado ser parte de la investigacion

Individuos que no hayan firmado el consentimiento informado

Individuos con érganos dentales que tengan necrosis

Individuos con antecedente de enfermedades neoplasicas o cardiopatias o
enfermedades cronico-degenerativas

Pacientes menores de edad

Organos dentales cariados

7.3.5. CRITERIOS DE ELIMINACION

1.

Individuos que hayan abandonado el tratamiento
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2. Muestras insuficientes

3. Muestras que hayan presentado un error en el procesamiento

7.4. TOMA, ALMACENAMIENTO, PROCESO Y ANALISIS DE LA MUESTRA

7.4.1. TOMA DE LA MUESTRA

Para los grupos control se obtuvo tejido pulpar de pulpa dental sana en dientes indicados para
extraccion, se realiz+o un corte transversal en la union amelo-cementaria o donde se une la
corona con la raiz dental con un disco de diamante con un micromotor a 25,000 rpm con
constante irrigacion con solucién salina estéril, una vez decapitada la corona del 6rgano dental

se obtuvo el tejido pulpar:

1. Obtencidn del tejido pulpar mediante instrumentacion mecanica con una lima
endoddntica tipo H (Hendstrom)

2. Una vez obtenido el tejido pulpar se elimina el exceso de sangre

3. Escolocado en un tubo Eppendorf de 1.5 ml con 100 pl de Trizol

4. Macerar con pistilo estéril hasta obtener una muestra homogénea con frio

5. Congelar a -20°C y almacenar hasta procesar

De los diagnosticados con pulpitis se obtuvo la muestra de tejido pulpar con ayuda del

especialista en endodoncia mediante instrumentacion endodéntica:

1. Anestesia al paciente mediante técnicas no invasivas a pulpa
2. Colocacion de dique de hule con grapa para aislamiento absoluto
3. Apertura de la cdmara pulpar con pieza de alta velocidad con irrigacion con

una fresa de carburo #8
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4. Obtenemos el tejido pulpar mediante instrumentacion mecénica con una lima
endodontica tipo H (Hendstrém)

5. Una vez obtenido el tejido pulpar se elimina el exceso de sangre

6. Escolocado en un tubo Eppendorf de 1.5 ml con 100 pl de Trizol

7. Macerar con un pistilo estéril hasta homogenizar en frio

8. Congelar a -20°C y almacenar hasta procesar

Se colectaron 10 muestras de pulpa dental sana para formar dos pools de 5 muestras cada uno,

y 10 muestras de pulpitis para formar otros dos pools de 5 muestras cada uno para la extraccién

del RNA.

7.4.2. EXTRACCION DE RNA

Para iniciar la evaluacion de la expresion a nivel transcripcional, se aislé el RNA total de los

tejidos, empleando la metodologia de TRIzol® Reagent (ambion®), siguiendo las

especificaciones del fabricante.

1.

2.

Descongelar las muestras en frio

Juntar las muestras para la formacion de pools de 5 muestras control y 5 muestras pulpitis
en 1 ul de Trizol

Centrifugar 5 minutos a 6,000 rpm

Eliminacion de remanente

Aplicacion de 5 pl de glicogeno

200 pl de cloroformo

Incubar 5 minutos en hielo

Centrifugar 14,000 rpm por 10 minutos

Recuperar sobrenadante
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Agregar 450 pl de isopropanol

Incubar en hielo

Centrifugar 15 minutos a 14,000 rpm

Agregar etanol a 80% 1 ml

Centrifugar 5 minutos por 6,000 rpm

Incubar durante 5 minutos

Agregar 22 ul agua inyectable

Incubar a 45 °C bafio maria 1 minuto hasta solubilizar la pastilla

Homogenizar

Posteriormente, se cuantifico la concentracion y la pureza a longitudes de onda de 260 y 280

nm en un Nanodrop one (Thermo Scientific) y se verificd su integridad 50 V durante 50 min en

geles de agarosa al 1.5 % tefiidos con Gel-Red, luego se observa el patron de bandeo mediante

un transiluminador de UV.

7.4.3. RT-gPCR

La transcripcién inversa para la sintesis del cDNA se realiz6 en el termociclador T100 BioRad

con un templado de 20 pL (2,000 ng/uL de RNA) usando el kit High-Capacity RNA-to-cDNA™

(Thermo Fisher Scientific) siguiendo las especificaciones del fabricante:

1.

2.

3.

4.

Incubar a 25°C por 10 min;
Incubar a 37°C por 2:00 h
Seguido de un paso de 85°C por 5 min

Por ultimo, un paso final a 4°C.
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Una vez obtenido el cDNA, se realiz6 la qPCR para lo cual se emplearon sondas TagMan
especificas para la deteccidn de la expresion de HOTAIR, IL-1B, IL-6 TNF-a y utilizaron ACTB

como gen constitutivo. El nivel de expresion relativa se calculé con el método del 2-44<,

7.5.  ANALISIS ESTADISTICO

Los experimentos se realizaron por triplicado y los resultados se representaron como promedios
+ SD. Se utilizo el anélisis de ANOVA de una via para comparar las diferencias entre los grupos.
Un valor de p < 0.05 fue considerado como estadisticamente significativo. Se utiliz6 el programa

Graphpad prism v.8.

7.6. LUGAR DE REALIZACION

El proyecto se realizo en las instalaciones del laboratorio de Inmunologia y Microbiologia
Molecular en la Facultad de Ciencias Quimico-Bioldgicas de la Universidad Auténoma de

Sinaloa, ubicada en Ciudad Universitaria Av. Universitarios s/n en Culiacan, Sinaloa.
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8. RESULTADOS

8.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE LA MUESTRA

Se obtuvieron 20 muestras de individuos que cumplian con los criterios de inclusién los cuales
fueron incluidos en un tubo Eppendorf con 100 pl de Trizol para la conformacion de dos grupos
control y dos grupos de pulpitis irreversible, un total de 10 muestras fueron usadas para la
formacion de dos pools de 5 muestras respectivamente recolectadas en la clinica de Endodoncia

de la facultad de odontologia de la Universidad Autdnoma de Sinaloa (Figura 12 y Tabla 3).

Tabla 3. Muestras obtenidas segun el género

Género Control Pulpitis

N % N %
Masculino 5 50% 6 60%
Femenino 5 50% 4 40%

De manera general se obtuvieron un total de 20 participantes 55% (n=11) para el género

masculino y 45% (n=9) para el género femenino (Figura 12).

En el caso del grupo de pulpitis irreversible se obtuvo un 60% (n=6) para el género masculino
y 40% (n=4) (Figura 13). Para el grupo control se obtuvo una distribucién del género masculino

en un 50% (n=5) y 50% (n=5) género femenino.
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B MASCULINO mFEMENINO

Figura 12. Relacion de pacientes por género en general

B MASCULINO mFEMENINO

Figura 13. Relacion de pacientes por género en el grupo de pulpitis irreversible
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B MASCULINO mFEMENINO

Figura 14. Relacion de pacientes por género en el grupo control

Respecto a la edad el rango es de 18 a 51 afios de edad. Para el grupo de pulpitis irreversible el
rango de edad es de 19 a 51 afios de edad con un promedio de 33.9 (Figura 15), para el grupo

control el rango de edad fue de 18 a 24 afios de edad con un promedio de 21.6 (Figura 16).
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Figura 15. Edades del grupo pulpitis irreversible
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Figura 16. Edad grupo control
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8.2 RESULTADOS DE LOS ORGANOS DENTALES OBTENIDOS PARA MUESTRA
Se obtuvieron 10 pulpas de diferentes érganos dentales para el grupo pulpitis de érganos
dentales posteriores (Figura 17) y para el grupo control diferentes 6rganos dentales también de

la zona posterior (Figura 18) con 10 pulpas sanas.

Figura 17. Organos dentales para grupo pulpitis
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14 18 28 34

Figura 18. Organos dentales para grupo control
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8.3 RESULTADOS OBTENIDOS PARA CAUSAS DE PULPITIS
Los 10 individuos que tuvieron diagndéstico de pulpitis era por diferentes causas, la primera en

numero fue la caries dental con un 60% (n=6), restauracion defectuosa 30% (n=3) y por ultimo

indicacion protésica (Figura 19).

M Caries M Restauracion M Indicacion prétesica

Figura 19. Causas de pulpitis irreversible en los pacientes
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8.4 RESULTADOS SEGUN EL DIAGNOSTICO DE LA MUESTRA

Para la conformacién de los pools los pacientes fueron diagnosticados por el especialista en
endodoncia, tanto el pool 1 (n=5), como el pool 2 (n=5) de pacientes con pulpitis irreversible,
tuvieron un diagnostico de pulpitis irreversible sintoméatica (Tabla 4). Las muestras se

obtuvieron en la clinica del posgrado de endodoncia de la Facultad de Odontologia de la

Universidad Auténoma de Sinaloa.

Tabla 4. Diagnostico de grupo pulpitis irreversible

Pooll | Edad Sexo Organo dental Diagnostico pulpitis

1 39 Femenino 15 Irreversible sintomética
2 24 Femenino 24 Irreversible sintomética
3 34 Masculino 37 Irreversible sintomética
4 19 Masculino 46 Irreversible sintomética
5 22 Masculino 46 Irreversible sintomatica
Pool 2

1 38 Femenino 47 Irreversible sintomética
2 22 Femenino 14 Irreversible sintomética
3 51 Masculino 37 Irreversible sintomética
4 45 Masculino 36 Irreversible sintomética
5 45 Masculino 38 Irreversible sintomatica

Asi mismo en la conformacion de los pools para el grupo control de los pools los pacientes

fueron diagnosticados por el adscrito a la clinica de exodoncia, en el pool 1 del grupo control se
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obtuvo un 100% (n=5) de diagndstico de pulpa sana, de igual manera en el pool 2 del grupo
control un 100% (n=5) (Tabla 5). Las muestras se obtuvieron en la clinica de ensefianza de la

Facultad de Oontologia de la Universidad Autonoma de Sinaloa.

Tabla 5. Pacientes del grupo control

Pooll | Edad Sexo Organo dental Diagnostico
1 19 Masculino 18 Pulpa sana
2 19 Masculino 28 Pulpa sana
3 21 Femenino 28 Pulpa sana
4 18 Femenino 14 Pulpa sana
5 22 Femenino 28 Pulpa sana
Pool 2

1 18 Masculino 34 Pulpa sana
2 23 Masculino 14 Pulpa sana
3 31 Femenino 28 Pulpa sana
4 21 Femenino 28 Pulpa sana
5 24 Masculino 18 Pulpa sana
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8.5 RESULTADOS DE LA EVALUACION DE LA EXPRESION DE HOTAIR, IL-1B,

IL-6 Y TNF-a

Para la evaluacion de la expresion de HOTAIR, IL1-B, IL-6, TNF-a en las muestras control y
pacientes con pulpitis irreversible, se procedié en primer lugar a la extraccion de RNA, a

continuacion, se puede apreciar la integridad de los RNAs obtenidos de ambos pools de

controles y pacientes con pulpitis irreversible (Figura 20).

Figura 20. Electroforesis en gel de agarosa

M: marcador, C1: control 1, C2: control 2, P1: pulpitis 1, P2: pulpitis 2.
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Una vez comprobada la integridad del RNA se llevé a cabo la sintesis de cDNA, seguido del
andlisis de expresion génica de TNF-a, IL-6, IL-1p y HOTAIR, utilizando ACTB como gen

constitutivo y analizados los datos correspondientes en Graphpad Prism 8.
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8.5.1 EXPRESION DE TNF-a EN LOS PACIENTES CON PULPITIS IRREVERSIBLE
Para el anélisis de la expresion para TNF-a, se encontré una tendencia marcada a una mayor
expresion de este gen tanto en el pool 1 (FC = 11.90, p = 0.246) como en el pool 2 (FC = 50.99,
p = 0.0053) en los pacientes con pulpitis irreversible en comparacion a los pools de los grupos
control, sin embargo, solamente siendo esta sobreexpresion significativa en el pool 2 de pulpitis

irreversible (Figura 21).
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Figura 21. Expresion de TNF-a
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8.5.2 EXPRESION DE IL-6 EN PACIENTES CON PULPITIS IRREVERSIBLE

Resultados similares a TNF-a, fueron obtenido para la expresion génica de 1L-6, donde hubo
una mayor expresion de este gen en ambos pools de los pacientes con pulpitis en comparacion
a los controles, sin embargo, no se encontré significancia estadistica para el pool 1 de pulpitis
irreversible (FC = 10.26, p = 0.3249), solamente la sobreexpresion de IL-6 encontrada en el
pool 2 de pacientes con pulpitis irreversible fue estadisticamente significativa (FC = 51.36, p =

0.0051) (Figura 22).
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Expresion relativa a ACTB

IL6

80-
60- l
40-
20-
0- |
&‘o\\o"‘o ‘VQ&;&W

© P QO Q\\

Figura 22. Expresion de IL-6

54



8.5.3 EXPRESION DE IL-1p EN LOS PACIENTES CON PULPITIS IRREVERSIBLE
De igual manera, IL-1 se encontrd sobreexpresado de manera significativa tanto para el pool 1
(FC=12.12, p = 0.0084) como para el pool 2 (FC = 40.86, p = 0.0002) de pacientes con pulpitis

irreversible (Figura 23).
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Figura 23. Expresion IL-15
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8.5.4 EXPRESION DE HOTAIR EN PACIENTES CON PULPITIS IRREVERSIBLE
Los resultados obtenidos para HOTAIR muestran sobreexpresion de dicho IncRNA en ambos
grupos de pulpitis, siendo estadisticamente significativo tanto para el pool 1 (FC = 4.85, p =

0.0028) como para el pool 2 (FC = 3.06, p = 0.0164) de pacientes con pulpitis (Figura 24).

HOTAIR
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Figura 24. Expresion HOTAIR

56



9. DISCUSION

Las citocinas inflamatorias en la pulpa han sido ampliamente estudiadas, algunos estudios
previos muestran que juegan un papel fundamental en el proceso de pulpitis (Rechenberg et al.,
2016) . IL-1B, IL-6, TNF-ay HOTAIR pueden coincidir juntos en algunos estudios en diferentes
partes del cuerpo y diferentes células de los érganos (da Silva et al., 2020; Price et al., 2021).
Resultados similares a los obtenidos en el presente estudio fueron encontrados por Piattelli et
al, respecto a la sobreexpresién de TNF-a en el tejido pulpar en las capas odontoblésticas y
subodontobléasticas en pacientes con pulpitis irreversible(n=20) en comparacion con el grupo
control de 6rganos dentales sanos (n=23) (Piattelli et al., 2004), de igual manera Kokkas et al,
realizaron la identificacion de TNF-a empleando PCR y describieron que hay una marcada
diferencia entre el grupo control de dientes sanos (n=6) con el de pulpitis irreversible (n=6)
siendo el grupo de pulpitis irreversible el cual tuvo una sobreexpresion significativa de dicho
factor (Kokkas et al., 2007). Ademas, Pezelj et al realizo identificacion de TNF-a mediante el
método de ELISA haciendo comparaciones de pulpas normales (n=20) con pulpitis irreversible
sintomatica (n=20), y otro grupo mas con pulpitis irreversible asintomatica (n=20) obteniendo
mayores cantidades de este factor en los pacientes con pulpitis irreversible sintomatica, en este
caso, no hubo comparacion entre los tipos clinica de pulpitis pero coindice que se expresan en
ambos procesos inflamatorios por lo que en el caso de la pulpitis irreversible sintomaética si
obtuvieron resultados similares con el de nuestro estudio (Pezelj-Ribaric et al., 2002). IL-6 e IL-
1B fueron estudiados por Zehnder et al por RT-gPCR en los tejidos pulpares de pacientes sanos
y organos dentales libres de pulpitis (n=10) y con pulpitis irreversible sintomatica (n=10)
obteniendo resultados significativos de los niveles de expresion tanto de IL-6 e IL-1B en

comparacion con los grupos controles, los cuales son resultados similares a nuestro estudio
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(Zehnder et al., 2003). Elsalhy et al encontr6 mediante ELISA que hay una mayor cantidad de
IL-6 en el grupo de pulpitis irreversible (n=46) frente a la pulpa normal (n=20), coincidiendo
con nuestro trabajo (Elsalhy et al., 2013). Ademas, Barkhordar et al, encontrdé que IL-6 fue
mayormente encontrada en o6rganos dentales diagnosticados con caries y pulpitis en
comparacion a 6rganos dentales sanos, esto mediante la técnica de ELISA, coincidiendo con
nuestros hallazgos (Barkhordar et al., 1999). Silva et al realizaron un estudio comparativo en
pulpas sanas (n=10) y pulpitis irreversible (n=10) en un estudio de inmunohistoquimica, no
encontrando expresion de IL-1f, pero con el método de ELISA pudieron encontrar que IL-13
mayormente presente en comparacién con el grupo control (Silva et al., 2009). Abd-Elmeguid
et al encontré en células de la pulpa inflamadas de pulpitis irreversible (n=12), una mayor
expresion de IL-1B coincidiendo con nuestros resultados. Para el gen HOTAIR no hay al
momento de la realizacion de este estudio articulos publicados de su expresion en tejido pulpar,
sin embargo, HOTAIR ha sido publicado en procesos inflamatorios no neoplésicos (Abd-
Elmeguid et al., 2013), Zhan et al en un primer estudio encontraron la relacion de HOTAIR con
TNF-a e IL-6 en un grupo experimental de miocitos cardiacos lo cual coincide con nuestro
estudio ya que en el proceso inflamatorio de pulpitis irreversible también hubo una
sobreexpresion de HOTAIR en comparacion a los grupos control, coincidiendo con IL-1p en
ambos grupos de pulpitis y TNF-a en pulpitis 2 asi como IL-6 en pulpitis 2 de igual manera.
Para Zhang et al HOTAIR estimula la secrecion de citocinas IL-6, IL-1B y TNF-a, este resultado
también se ve reflejado en nuestro estudio, sin embargo, no podemos afirmar si es mediante las
mismas vias la promocién de estas vias en el tejido pulpar, para lo cual mas experimentos

necesitan ser realizados para confirmar estas aseveraciones.
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10. CONCLUSION

Este es el primer estudio donde se analiza la expresion de HOTAIR en el tejido pulpar sano y
enfermo, encontrado una mayor expresion de este INCRNA en el tejido pulpar inflamado
(pulpitis irreversible), por lo cual, este resultado junto, con la sobreexpresion encontrada de las
citocinas analizadas IL-6, IL-1p and TNF-a, podria establecerse que si podria haber una relacion
entre estos factores con HOTAIR, sin embargo, méas estudios necesitan ser realizados para
conocer a profundidad los mecanismos por los cuales HOTAIR esta participando en el proceso

de inflamacion.
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11. PERSPECTIVAS

Son necesarios més estudios respecto al HOTAIR y citocinas proinflamatorias de la pulpa dental
0 en el proceso inflamatorio de cavidad oral, asi como estudios de mayor rango de individuos,
perfeccionar el manejo del tejido pulpar y su obtencion de la muestra, para obtener resultados

que a futuro puedan tener una perspectiva clinica.
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13. ANEXOS

12.1 ANEXO 1 CONSENTIMIENTO INFORMADO
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Yo he sido

informado de las caracteristicas que consiste la investigacion que lleva por titulo
“EVALUACION DE LA EXPRESION DE HOTAIR Y CITOCINAS
PROINFLAMATORIAS EN PULPA DENTAL SANA Y CON PULPITIS
IRREVERSIBLE” cuyo proyecto se llevara a cabo en las instalaciones de

Microbiologia Molecular e Inmunologia de la facultad de bioquimica en el programa

de Maestria en ciencias bioldgicas de la Universidad Autbnoma de Sinaloa. Mi
participacion es voluntaria y entiendo que la pieza donada ayudara a desarrollar un
trabajo de investigacion cientifica que puede contribuir a la ciencia de la odontologia

en un futuro. Entiendo por lo tanto que mis datos personales y clinicos seran
completamente confidenciales y que solo el personal de la investigacion tendra

acceso a la informacion.

Por lo tanto, al entender la informacion proporcionada, en plena consciencia ACEPTO.
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