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RESUMEN

Introduccion: Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) es considerado patobionte
“clave” en el inicio y progresién de enfermedades periodontales, uno de sus factores
de virulencia e inmundégeno es el lipopolisacérido (LPS); mientras que en nuestros
aislados clinicos de pacientes con periodontitis se observa que el LPS presenta su
estructura completa, en aislados clinicos de pacientes sanos no presenta Antigeno
O (AgO).

Objetivo: Caracterizar el perfil de polarizacion de macréfagos THP-1, y determinar
niveles de citoquinas pro y antiinflamatorias inducidas por el LPS de las cepas de
P. gingivalis silvestre (W50) y un mutante carente de AgO (APG1051).

Métodos: Las células THP-1 fueron diferenciadas a macréfagos con PMA y
estimuladas por 24 horas con LPS de las cepas W50 (ATCC 53978), APG1051
mutante nulo para gen de la ligasa del AgO (Waal) y CAPG1051 cepa
complementada para Waal. Se utilizaron como controles positivos LPS comercial
de Escherichia coliy de P. gingivalis 33277, y como control negativo, medio de
cultivo. El perfil de polarizacion se evalué mediante citometria de flujo con
marcadores M1 (CD64 y CD80) y M2 (CD163 y CD206). El nivel de citoquinas
secretadas (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-10 e IL-12) se determindé mediante Multiplex en
plataforma Luminex. El analisis estadistico se realiz6 con STATA 12®.

Resultados: Se identific6 una tendencia hacia una mayor polarizacion M1 al
estimular con P. gingivalis en comparacion con el control sin estimulo,
particularmente para porcentaje de macréfagos CD64+, que fue mayor en las cepas
W50 y APG1051 versus E. coli, mientras que el porcentaje CD80+ y CD206+ fue
significativamente mayor en E. coli, respecto cepas W50, APG1051 y controles
(p<0,05). En los niveles de citoquinas, se encontraron aumentos de TNFa, IL-1, IL-
6, IL-12 e IL-10 al estimular con P. gingivalis versus el control sin estimulo. No se

observaron diferencias significativas respecto de la presencia o ausencia del OAg.

Conclusiones: P. gingivalis presenta un potencial inmunogénico bajo, comparado
con E. coli. La diferenciacion M1, sobre la base de marcadores de superficie y
secrecion de citoquinas dependeria de otros factores de virulencia de P. gingivalis,
diferentes del AgO.



1. INTRODUCCION

1.1 Patologias infecciosas de la cavidad oral.

La cavidad oral es una de las zonas anatémicas de nuestro organismo con mayor
namero y variedad de bacterias aerobias y anaerobias. Estos microorganismos
interactian tanto entre si como con el medio oral, estableciendo un complejo
ecosistema dinamico siendo compatibles con la salud del hospedero (Valle et al.,
1995). En determinadas circunstancias, bacterias de la microbiota normal oral
pueden comportarse de manera oportunista, dando lugar a infecciones enddégenas
caracterizadas por ser polimicrobianas y mixtas (microbiota aerobia y anaerobia)
(Rodriguez et al., 2009) .

Las infecciones mixtas de la cavidad oral, segun la zona anatomica en la que se

desarrollen, se pueden clasificar en:

* Odontogénicas: Son las mas frecuentes, y afectan tanto al diente como al

periodonto; dentro de esta clasificacibn se incluye la caries dental y las
enfermedades periodontales.

* No odontogénicas: Afectan a mucosas y/o estructuras extra dentales (glandulas

salivares, lengua, etc) (Matesanz et al., 2005).

Las enfermedades periodontales son condiciones inflamatorias cronicas asociadas
a la formacion y persistencia de una biopelicula bacteriana subgingival altamente
patdgena que desencadena la respuesta inmune/inflamatoria del hospedero,
llevando a la destruccion de los tejidos periodontales de soporte y la eventual
pérdida dentaria (Eke et al., 2012; Meyle & Chapple, 2015).

Entre las enfermedades periodontales, se encuentran la periodontitis marginal (PM)
gue se define como la presencia de inflamacién gingival en los sitios en los que se
ha producido migracion de la insercion epitelial a las superficies radiculares,
acompafada de una pérdida de tejido conectivo y hueso alveolar (Armitage, 1995).
Actualmente y segun la nueva clasificacion de las enfermedades periodontales del
afio 2018 la antigua PM se denomina “periodontitis” y se define como una
enfermedad inflamatoria crénica multifactorial asociada a biopeliculas disbiéticas, y

gue se caracteriza por la destruccién progresiva de los tejidos de soporte dentario
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(Papapanou et al., 2018). La periodontitis constituye un importante problema de
salud publica debido a su alta prevalencia, asi como también porque provoca
pérdida dentaria y discapacidad, afecta negativamente la funcion masticatoria y
estética, constituye un factor de desigualdad social y perjudica la calidad de vida de
los individuos que la padecen (Papapanou et al., 2018). Ademas, dentro del grupo
de las enfermedades periodontales, se encuentra la periodontitis apical (PA)
definida como una enfermedad infecciosa causada por bacterias que colonizan el
sistema de canales radiculares, que dada la incapacidad de eliminar las bacterias,
el hospedero intenta localizar la infeccidn, y asi evitar la diseminacién a expensas
de la degradacién del tejido periodontal apical, con la formacion de una lesién
osteolitica en la region apical, un signo distintivo de las formas crénicas de la
enfermedad, la PA representa una de las causas principales de pérdida dentaria en
adultos (Hargreaves et al., 2012; Martinho et al., 2016)

La periodontitis (anteriormente denominada PM) fue la sexta condicibn mas
prevalente en el afio 2010, afectando al 10,8% o 743 millones de personas en el
mundo. La prevalencia varia segun el pais, siendo desde un 3,6% en Fijia un 18,7%
en Chile. Algunos paises como Chile, Brasil, Kenia, Indonesia, Australia y Grecia
fueron aquellos donde la prevalencia de periodontitis fue significativamente mas alta
que la media global (Kassebaum et al., 2014). La prevalencia de PA varia desde un
34% en Espafia -estimada mediante uso de radiografia panoramica- (Lopez-L6pez
et al., 2012), hasta un 51,4% en Brasil mediante “cone beam?”, el cual presenta una

mayor sensibilidad (Paes da Silva et al., 2013).

Entre los patobiontes orales causantes de la periodontitis y PA encontramos
especies pertenecientes al denominado “complejo rojo” como Treponema denticola,
Tannerella forsythia y P. gingivalis (Buonavoglia et al., 2013; Socransky & Haffajee,
2005). Estas especies han sido asociadas principalmente a periodontitis severa,
periimplantitis e infeccion del canal radicular, ademas de asociarse a formas agudas

y sintomaticas de PA ( Wang et al., 2010).

La creciente evidencia epidemiolégica ha asociado las enfermedades periodontales
con varias condiciones y enfermedades sistémicas, tales como diabetes,

ateroesclerosis, enfermedad cardiovascular, artritis reumatoide, efectos adversos
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en el embarazo, obesidad y sindrome metabdlico (Chapple, 2014). Se ha
demostrado que existe un aumento significativo en la proteina C reactiva en
pacientes con periodontitis (anteriormente denominada PM) y presencia de P.
gingivalis en comparacion con pacientes con periodontitis y en ausencia de la
bacteria (Winning et al., 2015). También se sostiene la existencia de una relacién
entre la presencia de PA y un mayor riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares (ECV), especialmente aterogénesis en adultos jovenes; sin
embargo, aunque la evidencia epidemiolégica sustenta esta asociacion, se
requieren estudios mecanisticos que sostengan su plausibilidad bioldgica (Costa et
al., 2014, Cotti et al., 2011, Cotti & Mercuro, 2015).

1.2 Factores de virulencia de Porphyromonas gingivalis y su implicancia en
las periodontitis.

P. gingivalis corresponde a un cocobacilo Gram negativo, no movil, que tiene un
requerimiento de crecimiento absoluto por el grupo hemo o el producto de oxidacion
de Fe?* (hemina), cuyo metabolismo genera que su colonia se pigmente de negro
en agar sangre suplementado con hemina y menadiona (Pathirana et al., 2010). Se
ha reconocido como un patobionte “clave” en el inicio y progresion de la periodontitis
(anteriormente denominada PM), debido a su capacidad de inducir disbiosis entre
el hospedero y la biopelicula microbiana subgingival, y corresponde a la especie
bacteriana mas frecuentemente aislada en pacientes con periodontitis (Lam et al.,
2014).

La deteccion de P. gingivalis en la biopelicula subgingival de pacientes con
periodontitis (anteriormente denominada PM) es significativamente mayor (80%) en
comparacion con individuos sanos (15%) (Oliveira et al., 2016), en cuanto a la
poblacién chilena la frecuencia de deteccion de P. gingivalis corresponde a un
83,3% en pacientes con periodontitis (anteriormente denominada PM) (Herrera et
al., 2008). Por otro lado, la prevalencia de P. gingivalis en canales radiculares con
PA aguda corresponde a un 17,8%, mientras que en la forma crénica la prevalencia
de P. gingivalis es un 11,7% (Wang et al., 2010). En otro estudio desarrollado en
Corea mediante deteccion por PCR, la prevalencia de P. gingivalis en canales

radiculares con patologia periapical fue de 22,5% (Seol, Cho, Chung, & Bae, 2006).
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La patogenicidad de P. gingivalis depende de sus antigenos de superficie y la
subsiguiente respuesta inmune producida contra ellos (Diaz et al., 2015). P.
gingivalis posee un numero de factores de virulencia que son esenciales para
obtener los nutrientes necesarios del hospedero, evadir al sistema inmune, y en
ocasiones facilitar la colonizacién de la bacteria en la cavidad oral (Pathirana et al.,
2010). Los factores de virulencia de P. gingivalis incluyen al lipopolisacarido (LPS),
capsula de polisacéaridos, fimbrias, hemoaglutininas y enzimas proteoliticas
extracelulares asociadas a adhesinas (Pathirana et al., 2010). Entre los
componentes de la superficie de la envoltura bacteriana, los polisacaridos como el
antigeno K (c4psula) y el LPS son esenciales para la virulencia de P. gingivalis (Jain
& Darveau, 2010; Laine & Winkelhoff, 1998).

1.3 Estructura del lipopolisacarido de Porphyromonas gingivalis y la
importancia del antigeno O.

El LPS es el principal constituyente de la membrana externa de bacterias Gram
negativo, y contiene la endotoxina (lipido A) responsable de las manifestaciones
téxicas e induccion de potentes efectos patologicos de la infeccidn por P. gingivalis.
Este glucolipido complejo esta compuesto por tres dominios covalentemente
vinculados: el lipido A que esta inserto en la membrana externa, el oligosacarido
central (core) y el antigeno O (AgO) que es el segmento mas externo y variable del
LPS (Raetz & Whitfield, 2002). En el proceso de biosintesis del LPS, la enzima AgO
ligasa (Waal) codificada por el gen PG1051 tiene un rol fundamental, dado que
tiene como funcion catalizar la etapa final en el ensamblaje del LPS, ligando la
molécula de AgO preformado al core-lipido A en la cara periplasmica de la

membrana citoplasmica de P. gingivalis (Rangarajan et al., 2008).

El LPS de P. gingivalis es un potente agente estimulador de citoquinas
proinflamatorias, y se ha reportado que induce la reabsorcion 6sea tanto en modelo
experimental de ratas como en lineas celulares in vitro (Jotwani & Cutler, 2004;
Nishida et al., 2001). También se ha demostrado que el LPS de P. gingivalis puede

inducir una respuesta inflamatoria en varios tipos celulares, tales como macréfagos,



5

fibroblastos, células endoteliales y células epiteliales, a través de la activacion de
los receptores tipo Toll (TLR)-2 y TLR-4 (Soto et al., 2015).

Existen modificaciones inusuales en el LPS de P. gingivalis en comparacion con el
LPS de otras bacterias Gram negativo, que afectan su actividad endotéxica, lo que
tiene implicancias en las propiedades inmunogénicas de P. gingivalis y en la
patogénesis de esta. Por ejemplo, el lipido A de P. gingivalis presenta patrones de
fosforilacion y acilacion diferente en comparacién con el lipido A de enterobacterias
(Pathirana et al., 2010). Otra caracteristica particular del LPS de P. gingivalis es que
estd compuesto por dos macromoléculas de LPS distintas sintetizados dentro de la
misma bacteria, lo cual fue inicialmente descubierto en la cepa P. gingivalis W50
(ATCC 53978) (Rangarajan et al., 2008). Una de esas macromoléculas de LPS se
conoce como O-LPS, y se constituye de una unidad repetitiva de AgO compuesto
por un esqueleto de [Glc-Rha-GalNAc-Gal] modificado por fosfoetanolamina y unido
al lipido A. La otra molécula de LPS de P. gingivalis W50 se denomina A-LPS y esta
formada por unidades repetitivas de un polisacarido anidnico que contiene mananos
fosforilados (APS) y que también se unen al lipido A (Diaz et al., 2015; Rangarajan
et al., 2008).

La inactivaciéon de Waal tiene como consecuencia la supresion de la sintesis de
ambos LPS en P. gingivalis W50, tanto O-LPS como A-LPS. Por lo tanto, la ligasa
Waal parece tener doble especificidad, y es capaz de ligar las moléculas de O-LPS
y de A-LPS a la region core-lipido A (Paramonov et al.,, 2009). Esta doble
especificidad de WaalL en la etapa final de la sintesis del LPS, también ha sido
demostrada en la sintesis de O-LPS y M-LPS en Escherichia coli (Meredith et al.,
2007).

En P. gingivalis aisladas a partir de sujetos que sufren de periodontitis
(anteriormente denominada PM), se ha demostrado que su LPS tiene su estructura
completa con moléculas de AgO de alta masa molecular (fenotipo liso), y no asi en
aislados obtenidos de sujetos sanos que poseen un LPS trunco carente de AgO de
alta masa molecular (fenotipo rugoso) (Diaz et al., 2015). Este hallazgo indicaria

que el AgO contribuiria significativamente a la virulencia de P. gingivalis. En relacion
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a esto, se ha demostrado que la presencia de la molécula de AgO completa se
asocia con una mayor resistencia a polimixina B (Diaz et al., 2015).

Adicionalmente, un estudio realizado en células epiteliales gingivales (CEG)
demostré que la presencia de la region de AgO en el LPS de P. gingivalis es esencial
para aumentar la viabilidad y proliferacion celular, asi como para inhibir la apoptosis
en CEGs infectadas (Soto et al., 2016).

Actualmente, no existe evidencia sobre la relevancia de la region AgO del LPS de
P. gingivalis en la respuesta inflamatoria mediada por macréfagos, que es central
para induccién de la respuesta del hospedero en enfermedades periodontales.

1.4 Perfiles de diferenciacion de macréfagos y su asociacion con
periodontitis.

Los macréfagos corresponden a una subpoblacion celular muy importante en la
respuesta inmune innata. Estos se encuentran entre los primeros tipos celulares
gue reconocen compuestos derivados de microorganismos invasores. Por otra
parte, también son esenciales para iniciar y sostener la respuesta inmune adaptativa
(Holden et al., 2014). Por lo anterior, son células centrales en la patofisiologia de
diferentes condiciones clinicas, incluyendo aquellas de naturaleza microbiana e
inflamatoria, tales como las enfermedades periodontales (Derlindati et al., 2015). La
activacion de los macrofagos se lleva a cabo mediante la unién de los receptores
TLR, presentes en la superficie celular de los macréfagos, a los patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMPS), tales como el LPS, desencadenando
de este modo los procesos de fagocitosis, activacion de respuestas humorales y
celulares, y la produccién de mediadores inflamatorios (citoquinas, especies

reactivas de oxigeno -ROS-, y metaloproteinasas de matriz -MMPs-).

Los macrofagos son células esenciales en la regulacion de la inflamacién, la
respuesta inmune, la homeostasis 0sea y la remodelacion tisular (Dezerega et al.,
2012; Holden et al., 2014; Sima & Glogauer, 2013). Estos pueden diferenciarse en
respuesta a las citoquinas liberadas por los linfocitos activados o los tejidos dafiados
en macrofagos M1 (activacion clasica) o M2 (activacion alternativa) (Derlindati et al.,
2015). La diferenciacion de M1 ocurre en presencia de Interferon gamma (IFN-y),
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LPS o Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), los cuales estan relacionados con la
inflamacion y defensa del hospedero (Lam et al., 2014). M1 aumenta la expresion
de CD86 y la disminucion en la expresion de CD206 en la superficie, asi como
aumenta la produccion de IL-1, IL-12, IL-23, TNF-a, especies reactivas de oxigeno
y oxido nitrico (NO). La diferenciacién de macréfagos a M2 ocurre en presencia de
IL-4, IL-10 o IL-13. Estos tienen un rol inmunorregulador y reparador de tejidos
secretando las citoquinas antiinflamatorias IL-10, IL-1RA y factor de crecimiento
transformante (TGF) -B; pero no son eficientes en la presentaciéon del antigeno y la
destruccion microbiana (Stout et al., 2005). El fenotipo M2 se caracteriza por una
baja produccion de NO, un aumento de CD206 y una disminucién de CD86 en la
expresion de superficie, y un incremento en la secrecién de urea y L-ornitina

(precursor en la sintesis de colageno) (Lam et al., 2014) (Figura 1).

Estudios recientes validaron los marcadores de superficie CD80 y CD64 para M1,
asi como CD163 (inducido por IL-10), y CD206 (inducido por IL-4) para perfiles M2,
en tejidos humanos, sugiriendo su uso combinado con un marcador de macréfagos
(Ambarus et al., 2012; Barros, Hauck, Dreyer, Kempkes, & Niedobitek, 2013; Ortiz
et al., 2015).

En relacion con las enfermedades periodontales, los macrofagos se encuentran
entre las poblaciones de células inflamatorias predominantes en las lesiones
(Cavalla et al., 2013; Holden et al., 2014). Los macrofagos M1 promueven
respuestas de linfocitos T helper (Th)1 y (Th)17, las cuales estan estrechamente
asociadas con la destruccion del tejido periodontal y apical, a través de la secrecion
de IL-12 e IL-17, respectivamente. Los macrofagos M2, por otro lado, interactian
con las células Th2 y células T reguladoras (Treg), que se consideran protectoras
periodontales a traves de la secrecion de IL-4 e IL-10, respectivamente (Hernandez
et al., 2011) (Figura 1).

La infiltracion de macréfagos M1 inducido por LPS de P. gingivalis ha demostrado
causar la destruccion del tejido periodontal en un modelo murino de periodontitis
(Lam et al., 2014). IL-1pB, citoquina estrechamente asociada al fenotipo M1, tendria
un importante rol en la expresion de TNF-a, que a su vez modula la produccion de

RANK-L, llevando a la reabsorcion 6sea (Gazivoda et al., 2009; Ogawa & Uchida,
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1996). Por otro lado, la importancia de IL-10, citoquina relacionada al fenotipo M2,
como factor supresor de la respuesta inmune en lesiones periapicales fue descrita

en ratas en un modelo nulo para IL-10 (Gazivoda et al., 2009).
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Figura 1: Perfiles de diferenciacion de macréfagos.
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En la actualidad se desconoce el papel especifico de cada uno de los constituyentes
estructurales del LPS (lipido A, core y AgO) en la respuesta inflamatoria inducida
por P. gingivalis en periodontitis (anteriormente denominada PM) y PA.
Particularmente, el AgO resulta de especial interés debido a que es el segmento
mas externo y variable del LPS, y por lo tanto esta en la primera linea de contacto
de la bacteria con componentes del sistema inmune del hospedero.
Interesantemente, actualmente no existen estudios que evalien su efecto en la
respuesta inflamatoria, especificamente en los perfiles de diferenciacion de

macrofagos.
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2. HIPOTESIS.

La presencia del antigeno O en la estructura del lipopolisacarido de Porphyromonas
gingivalis estimula un perfil predominantemente M1 en macréfagos THP-1.

3. OBJETIVO GENERAL.

Caracterizar el perfil de polarizacion de macrofagos THP-1, y determinar los niveles
de citoquinas pro y antiinflamatorias inducidas por la estimulacion con
lipopolisacérido obtenido desde Porphyromonas gingivalis W50 y la mutante nula

para el gen de la ligasa del antigeno O Porphyromonas gingivalis APG1051.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Determinar el perfil de polarizacién de macrofagos THP-1 estimulados con
lipopolisacéarido de Porphyromonas gingivalis cepas W50 y APg1051 mutante
para el gen de la ligasa del antigeno O mediante los marcadores de superficie

especificos para M1y M2.

2. Determinar los niveles de las citoquinas TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-10 e IL-12
secretados por macréfagos THP-1 estimulados con lipopolisacarido de cepas
de Porphyromonas gingivalis W50 y la mutante para el gen de la ligasa del
antigeno O APG1051.
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5. METODOLOGIA.

Tipo de estudio experimental in vitro, aprobado por el comité de ética cientifico de
la Facultad de Odontologia, Universidad de Chile (#2016/08) (Anexo 1).

5.1 Cultivo para extracciéon y purificacion de lipopolisacarido de cepas de
Porphyromonas gingivalis W50, APG1051 y CAPG1051.

P. gingivalis fue crecida rutinariamente en el laboratorio en medio cerebro-corazén
(BHI) suplementado con hemina y menadiona (5% sangre desfibrinada de caballo,
0,5mg/l de hemina, y 0,5 mg/l de menadiona). Ya sea en medio liquido o sélido
(suplementado con 5% sangre de caballo desfibrinada y 1,5% agar agar). En todos
los casos, los cultivos fueron incubadas en camara de anaerobiosis (5% CO2,
5%H2, 90% N2) (BACTRONEZ Anaerobic Workstation) a 37°C.

Para obtener los cultivos para la extraccién de LPS, se generd un preinéculo de 10
ml a partir de un cultivo sélido de la cepa de referencia de P. gingivalis W50 (ATCC
53978), la cepa APG1051 que corresponde a un mutante de P. gingivalis cepa W50
en el gen PG1051 que codifica para la enzima AgO ligasa (WaalL), y CAPG1051
gue corresponde a una cepa de P. gingivalis W50 mutante en WaalL complementada
para el gen PG1051, dicho gen es reincorporado en cis para permitir que P.
gingivalis produzca una molécula de LPS completa (Rangarajan et al., 2008).

Se monitore6 el crecimiento bacteriano hasta alcanzar una turbidez cercana a
Densidad Optica (DO)soo = 0,6-1,0, posteriormente se inocularon para iniciar los
cultivos en 50 ml de BHI como se indicd), ajustado a una DOsoo inicial de 0,2 y se
monitored su crecimiento hasta alcanzar una (DO)soo = 0,6-1,3 correspondiente a la
fase exponencial tardia del crecimiento bacteriano. Posteriormente, se centrifugo a
3900 x g por 20 min, se descart6 el sobrenadante y se obtuvo el pellet bacteriano
gue fue conservado a -80°C.

Cada cultivo de la cepa de P. gingivalis W50, APG1051 y CAPG1051 de los cuales

se extrajo y purificé el LPS, fueron realizados en tres cultivos independientes para



12

cada una de las cepas, es decir, se obtuvieron tres pellets bacterianos para cada

cepa.

5.2 Extraccion y purificaciobn de LPS de las cepas de Porphyromonas
gingivalis W50, APG1051 y CAPG1051.

El LPS fue purificado en base a una modificacion del protocolo de extraccion con
TRIzol (Eugene & Hackett, 2000). Brevemente, el pellet obtenido desde 50 ml de
cultivo bacteriano se resuspendio en 1 ml de H20 Mili-Q libre de pirégeno, el pellet
fue sonicado (QSonica, Arquimed) durante 12 ciclos de 30 segundos en hielo con
30 segundos de descanso entre ciclos, posteriormente se centrifugd a 10.900 x g
por 15 min. Se conservo el sobrenadante y se incub6 con DNAsa 200 pg/ml
(Ambion, Thermofisher) y RNAsa 100 ug/ml (Merck Millipore) durante toda la noche,
posteriormente se incubo6 con 500 pl de proteinasa K (Invitrogen, Thermofisher) a 1
mg/ml a 60°C por 1,5 horas. Se homogeneizé en 1,5 ml de TRIzol y 400 ul de
cloroformo y se incubd a temperatura ambiente por 15 minutos. A continuacion, se
centrifugd a 3.900 x g por 10 min. Se recuperoé la fase superior acuosa, y la fase
inferior organica se lavo con 1 ml de H20 Mili-Q libre de pirdgeno para recuperar un
mayor volumen de la fase acuosa. Las fases acuosas se liofilizaron durante toda la
noche (Labconco, Merck). El liofilizado se disolvio en 0,375 M de cloruro de
magnesio en etanol 95% frio, se centrifugd a 4.700 x g por 5 min a 4°C y se recuperé

el precipitado.

5.3 Electroforesis de LPS de las cepas de Porphyromonas gingivalis W50,
APG1051 y CAPG1051 y tincidon con plata.

Una vez obtenido el LPS, se visualiz6 en geles de poliacrilamida tefiidos con plata
(Marolda, Lahiry, Vinés, Saldias, & Valvano, 2006). Para corroborar si los perfiles
electroforeticos del LPS purificado son los esperados (Diaz et al., 2015; Paramonov
et al., 2009; Rangarajan et al., 2008), las muestras de LPS se separaron en geles
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de poliacrilamida al 14% usando un sistema de tampon Tricina SDS. En cada bolsillo
se cargaron 270 ug de LPS resuspendido en buffer de carga 2X, y se corrié a 50V
por 50 min y a 150V por 90 min.

Los geles se tifieron de plata como describe Tsai (Tsai, 1982); brevemente, el gel
se sumergio el gel en solucion fijadora (H20, EtOH y HAc) toda la noche en agitacion
constante, a continuacion, se incubaron 10 min en solucion de metaperyodato de
sodio, se lavo 3 veces por 10 min con 200 ml de agua destilada, posteriormente se
incubd 15 min en una solucién de nitrato de plata, se lavo 3 veces por 10 min con
200 ml de agua destilada, finalmente se agreg6 solucion de revelado y se detuvo la
reaccion lavando con agua. Los geles fueron fotografiados con Foto documentador
(Bruker).

5.4 Identificacién de contaminantes en el LPS purificado de las cepas de
Porphyromonas gingivalis W50, APG1051 y CAPG1051.

Para descartar contaminacion con proteinas, se cuantificaron las proteinas
mediante el método de Bradford. Se mezclaron 10 ul de la muestra de interés con
300 pl de reactivo de Bradford, se mezclé suavemente con vortex e incubd a
temperatura ambiente por 30 min, y se midi6 la absorbancia a 595 nm (Synergy HT,
Biotek).

También se realizé una electroforesis de acidos nucleicos en gel de agarosa al 2%
para descartar contaminacion con ADN y/o ARN en el LPS purificado. El gel al 2%
p/v en buffer TAE 1X y 3 pl de Gel Red, se cargaron la misma cantidad de cada

muestra y se uso un estandar de peso molecular de 100 pb (Bioline).
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5.5 Diferenciacién de macrofagos a partir de células monociticas humanas
THP-1.

Las células monociticas humanas THP-1 (ATCC TIB-202) se cultivaron a una
densidad de 1 x 10° de células por pocillo en placa de 6 pocillos (Falcon) en 2 ml de
medio RPMI 1640 (Corning, New York, NY, USA) suplementado con penicilina 100
U/ml, estreptomicina 100 ug/ml, piruvato de sodio 1 mM, 2- mercaptoetanol 0,05
mM, glucosa 4500 mg/l y suero fetal bovino al 10%. Las células THP-1 se
diferenciaron a macréfagos mediante estimulacion con forbol 12-miristato 13-
acetato (PMA) 100 nM por 24 horas a 37°C en una atmésfera humedecida de CO:
5%. Posteriormente, las células no adheridas fueron removidas, y las adheridas se
lavaron con medio RPMI y se incubaron por 24 horas (Lund et al., 2016; Takashiba
et al., 1999).

5.6 Estimulacion de macréfagos con LPS de las cepas de Porphyromonas
gingivalis W50, APG1051 y CAPG1051.

Las células monociticas humanas THP-1 ya diferenciadas a macrofagos, se
estimularon por 24 horas con los LPS de las cepas de P. gingivalis W50, APG1051
y CAPG1051 en concentracion de 10 pug/ml resuspendidos en H20 Mili-Q libre de
pirébgenos (Lund et al., 2016; Takashiba et al., 1999), extraidos y purificados segun
se describio en el punto anterior. Como controles positivos, se utilizaron LPS
comerciales de E. coli (Sigma) 100 ng/ml y LPS de P. gingivalis 33277 (Invivogen)

10 pg/ml, y como control negativo medio sin LPS.

La estimulacion de macréfagos fue realizada en tres ocasiones por triplicado con
LPS de cepas de P. gingivalis W50, APG1051 y CAPG1051, ademas de los LPS

comerciales E. coli y P. gingivalis 33277.
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5.7 Perfil de polarizacién de macrdéfagos y niveles de citoquinas asociadas.

Se caracteriz6 la diferenciacion M1/M2 mediante citometria de flujo. Para obtener
las células adheridas a la placa se removieron utilizando un “scraper”, se
concentraron en 200 pl de PBS 1X estéril, se llevaron a una placa de 96 pocillos
fondo en “V” y se lavaron 2 veces con 100 pl de PBS 1X. Se marcoé la superficie
celular con sonda de viabilidad celular FVD (1:1000) en PBS 1X (eBioscience)
durante 30 minutos en oscuridad y temperatura ambiente, posteriormente se
lavaron las células con 100 pl de PBS/SFB 2%. Se marco la superficie celular con
diluciones apropiadas de anticuerpos monoclonales anti CD64 Brilliant Violet 510 y
CD80 FITC para M1, y CD163 PE/Cy7 y CD206 Brilliant Violet 421 para M2
(Biolegend, San Diego, CA, USA) en 100 ul de PBS/SFB 2% por 30 min a4°Cy en
oscuridad. Se lavé 2 veces con 100 ul de PBS/SFB 2%. Las células fueron fijadas
con 100 pl parafolmaldehido 2% (Invitrogen) durante 15 minutos a temperatura
ambiente y en oscuridad. El andlisis por citometria de flujo se realizé en un equipo
LSR Fortessa X-20®; Becton Dickinson Immunocytometry Systems, Franklin Lakes,
NJ, USA y con el software Flow Jo V10 (TreeStar, Ashland, OR, USA).

Los niveles de citoquinas secretadas de TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-12 (M1) e IL-10 (M2)
se determinaron mediante ensayo ELISA/Multiplex comercial (Human Magnetic
Luminex assay, R&D Systems), a partir del sobrenadante de los macréfagos
estimulados con LPS purificados. Se agregaron los sobrenadantes a la placa de 96
pocillos ademas del cocktail de microparticulas magnéticas conjugadas a
anticuerpo, se incubaron por 2 horas a temperatura ambiente protegidas de la luz y
con agitacién constante. Se lavaron y se agregaron el cocktail de anticuerpo de
deteccién conjugado a biotina a cada pocillo, y se incubaron bajo las mismas
condiciones por 1 hora. Se lavaron y agregaron estreptavidina conjugada a
fluoréforo y se incubaron bajo las mismas condiciones por 30 minutos. Se analizaron
en un lector de microplacas y se expresaron como concentraciéon por pl de

sobrenadante.
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5.8 Andlisis estadistico.

Los resultados obtenidos se analizaron bajo la prueba de Shapiro-Wilk para
determinar la distribucion de los datos. Los analisis inferenciales se realizaron con
la prueba de chi cuadrado y Kruskal-Wallis. El andlisis estadistico se realiz6 con
STATA 12® (StataCorpLP, Texas, EE. UU). Los gréaficos se realizaron con
GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, San Diego, EE.UU).



17

6. RESULTADOS

6.1 Extraccion y purificacion de LPS de las cepas de Porphyromonas
gingivalis W50, APG1051 y CAPG1051.

El protocolo de extraccion y purificacion de LPS de las cepas de P. gingivalis W50,
APG1051 y CAPG1051 fue realizado segun la metodologia mencionada
anteriormente. En la Tabla 1 se muestran las masas de LPS obtenidas a partir de
cada uno de los tres cultivos independientes de las cepas de P. gingivalis
(numerados del 1 al 3), los cuales fueron solubilizados en H20 Mili-Q libre de
pirégeno, para luego ser utilizados para estimular macréfagos. Todas las muestras
de LPS resultaron ser puras sin contaminacion con proteinas (Tabla 1) ni &cidos

nucleicos (Tabla 1, Figura 2).

Tabla 1: Informacion de los LPS purificados de las cepas de Porphyromonas
gingivalis (W50, APG1051 y CAPG1051).

Cepa Densidad Masade LPS  Concentracion = Concentracion = Presencia de
Optica del purificado final de LPS de proteinas acidos
cultivo (mg) purificado (mg/ml) nucleicos
inicial (DO) (mg/ml)
W50 (1)* 1,195 2,15 20 0 NO
APG1051 (1)* 1,046 1,75 20 0 NO
CAPG1051 (1)* 1,180 33 20 0 NO
W50 (2)* 1,290 1,1 30 0 NO
APG1051 (2)* 1,315 4,34 30 0 NO
CAPG1051 (2)* 1,360 1,17 30 0 NO
W50 (3)* 0,622 1,5 23 0 NO
APG1051 (3)* 0,700 1,83 30 0 NO
CAPG1051 (3)* 0,625 1,83 30 0 NO

*Los numeros (1, 2 y 3) indica el cultivo de cada una de las cepas de P. gingivalis a partir de los cuales fue

extraido y purificado el LPS. Cada muestra de LPS obtenido proviene de cultivos independientes.
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En la Figura 1, se observa una electroforesis de acidos nucleicos en gel de agarosa
tefiido con Gel red. En todos los LPS purificados se descarté la presencia de acidos

nucleidos, tanto ADN como ARN.
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Figura 2: Deteccién de acidos nucleicos mediante electroforesis en gel de agarosa
para muestras de LPS purificado de cepas de P. gingivalis. Carril 1: estandar de
DNA de peso molecular 100pb, carril 2: LPS de cepa de P. gingivalis W50, carril 3:
LPS de cepa APG1051 y carril 4: LPS de cepa CAPG1051. Se observa que los LPS
de las cepas de P. gingivalis W50, APG1051 y CAPG1051 no presentaron bandas

correspondientes a acidos nucleicos.

Se confirmaron los perfiles electroforéticos de los LPS de las cepas de P. gingivalis
purificados. Se observé que todos los LPS obtenidos tanto de las cepas silvestres
P. gingivalis 33277 y W50, asi como la cepa mutante complementada CAPG1051
presentaron un LPS completo constituido por lipido A, core y moléculas de AgO de
alto y bajo peso molecular. En contraste, la cepa APG1051 mutante en el gen de la

ligasa del AgO, present6 un LPS constituido solo por lipido A-core (Figura 3).
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Figura 3: Perfiles de LPS de cepas de P. gingivalis analizados por electroforesis
en gel de poliacrilamida tefiido con plata. Se muestra en los carriles 1: LPS de cepa
P. gingivalis 33277, carril 2: LPS de cepa de P. gingivalis W50, carril 3: LPS de cepa
APG1051 y carril 4: LPS de cepa CAPG1051

6.2 Perfil de polarizacion de macrofagos estimulado con LPS de cepas de
Porphyromonas gingivalis con y sin antigeno O, evaluado mediante

marcadores de superficie especificos M1 M2

En la Figura 4, se muestran los perfiles de polarizacion de los macr6fagos THP-1
estimulados con LPS de las cepas de P. gingivalis W50, APG1051 y CAPG1051
sobre la base de sus marcadores de superficie. Se observa las caracteristicas de la
poblacion celular en base a los parametros de dispersion de luz, dispersion frontal
(FSC) versus la dispersion lateral (SSC), de este modo se descartan células
muertas y fragmentos celulares por sus caracteristicas de tamafio y complejidad
(Figura 4A). Posteriormente, sobre las células seleccionadas desde R1, se
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seleccionaron las células individuales (Figura 4B), luego se seleccionaron las
células vivas (células negativas para el marcaje con sonda de viabilidad celular
FDV) (Figura 4C). Finalmente, las células seleccionadas fueron analizadas segun
la expresion de los marcadores de superficie para perfil de diferenciacion M1
(CD64+CD80+) y M2 (CD163+CD206+) (Figuras 4D y 4E).
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Figura 4: Perfiles de polarizacién segun marcadores de superficie de células THP-
1 estimuladas con LPS de cepa de P. gingivalis W50 durante 24 horas. Se muestran
los dot plot e histogramas representativos. A: Dispersion frontal (FSC) vs dispersion
lateral (SSC). B: Células unitarias. C: Selecciéon de células vivas mediante marcaje
con sonda de viabilidad celular FDV. D: Doble marcaje CD64+CD80+ para M1. E:
Doble marcaje CD163*CD206* para M2.
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6.2.1 Porcentaje de macrofagos M1 y M2 estimulados con LPS de cepas de
Porphyromonas gingivalis W50, APG1051 y CAPG1051.

El porcentaje de macrofagos doble positivos CD64+CD80+ (M1) fue de un 7,5%
sobre el total de células estimuladas con LPS de cepa de P. gingivalis W50, mientras
que al estimular con LPS de la cepa mutante APG1051 se observo un 6,9%. Se
observa que todos los LPS de P. gingivalis inducen un perfil de diferenciacion M1

similar e independiente de la presencia de AgO (p>0,05). (Figura 5).
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Figura 5: Porcentaje de células doble positivas CD64+CD80+ (perfil M1) del total
de células estimuladas con distintos LPS de cepas de P. gingivalis, LPS de E. coliy
control sin estimulo. Las cajas y bigotes representan el porcentaje de células que

expresan CD64+CD80+. No se observan diferencias significativas (p>0,05). n=9.

Todos los LPS purificados a partir de las cepas de P. gingivalis indujeron perfiles de
diferenciacion M2 similares, independiente de la presencia de AgO. Asi, el
porcentaje de macrofagos doble positivos CD163+CD206+ (M2) del total de células

estimuladas fue 0,36% para la estimulacién con LPS de cepa de P. gingivalis W50,
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0,34% para la estimulacion LPS de la cepa APG1051 carente de AgO (p>0,05)
(Figura 6).

0.8
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Figura 6: Porcentaje de células doble positivas CD163+CD206+ (perfil M2) del total
de células estimuladas con distintos LPS de cepas de P. gingivalis, LPS de E. coliy
control sin estimulo. Las cajas y bigotes representan el porcentaje de células que
expresan CD163+CD206+. No se observan diferencias significativas (p>0,05). n=9.

Tampoco se observan diferencias significativas en relacion a la razén del porcentaje
M1/M2, para la estimulacion con LPS de la cepa de P. gingivalis W50 (LPS
completo) que fue de un 23, mientras que para la estimulaciéon con LPS de la cepa
APG1051 mutante en el gen PG1051 fue de 25 (p>0,05) (Figura 7).
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Figura 7: Razon de porcentaje M1/M2 en células estimuladas con distintos LPS de
cepas de P. gingivalis, LPS de E. coli y control sin estimulo. Las cajas y bigotes
representan la razon de porcentaje M1/M2 de células. No se observan diferencias
significativas (p>0,05). n=9.

6.2.2 Porcentaje de macréfagos positivos para marcadores simples M1y M2
estimulados con LPS de cepas de Porphyromonas gingivalis W50, APG1051 y
CAPG1051.

El porcentaje de macrofagos CD64+ (M1) del total de células estimuladas con LPS
de cepa de P. gingivalis W50 fue 14,9%, y fue de 13,6% cuando se estimul6 con
LPS de cepa mutante para el gen PG1051 carente de AgO, ambos fueron
significativamente mayores en comparacion con el 2,6% de células CD64+
observadas luego de la estimulacion con LPS de E. coli (p<0,01 y p<0,001,

respectivamente) (Figura 8).
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Figura 8: Porcentaje de expresion del marcador de superficie CD64+ especifico
para M1 en el total de células estimuladas con distintos LPS de cepas de P.
gingivalis, LPS de E. coli y sin estimulo. Las cajas y bigotes representan el
porcentaje de células que expresan CD64+. Se observan diferencias significativas
(**p<0,01 y ***p<0,001). n=9.

El porcentaje de macrofagos CD80+ (M1) del total de células estimuladas con LPS
de cepa de P. gingivalis W50 (LPS completo) fue de 11,5%, mientras que en
aguellas estimuladas con LPS de la cepa APG1051 (carente de AgO) fue de 12,6%;
siendo significativamente menor en comparacion con el 38,1% de células CD80+
obtenidas luego de la estimulacion con LPS de E. coli (p<0,001). Por lo tanto, se
observaron niveles similares de expresiéon del marcador CD80+ (M1) en células
estimuladas con los LPS de cepas de P. gingivalis e independiente de la presencia
del AgO (Figura 9).
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Figura 9: Porcentaje de expresion del marcador de superficie CD80+ especifico
para M1 en el total de células estimuladas con distintos LPS de cepas de P.
gingivalis, LPS de E. coli y en el control sin estimulo (***p<0,001). Las cajas y
bigotes representan el porcentaje de células que expresan CD80+. Se observan

diferencias significativas (***p<0,001). n=9.

El porcentaje de macrofagos CD163+ (M2) del total de células estimuladas no
mostré diferencias significativas al comparar ninguno de los grupos estimulados con
los distintos LPS. Solamente, se observo una tendencia hacia la disminucién de
células CD163+ al estimular con LPS de las cepas W50, APG1051 y CAPG1051 en

comparacion con el control no estimulado (p>0,05) (Figura 10).
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Figura 10: Porcentaje de expresion del marcador de superficie CD163+ especifico
para M2 en el total de células estimuladas con distintos LPS de cepas de P.
gingivalis, LPS de E. coli y sin estimulo. Las cajas y bigotes representan el
porcentaje de células que expresan CD163+. No se observan diferencias

significativas (p>0,05). n=9.

El porcentaje de macréfagos CD206+ (M2) del total de células estimuladas con LPS
de cepa de P. gingivalis W50 (LPS completo) fue de 1,8%, este valor fue
significativamente menor comparado con el 5,2% de células CD206+ observadas
luego de estimular con LPS de E. coli. Finalmente, se observaron niveles similares
de expresion de CD206+ (M2) en células estimuladas con LPS de las distintas cepas
de P. gingivalis e independiente de la presencia de AgO (p<0,01 y p<0,001) (Figura
11).
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Figura 11: Porcentaje de expresion del marcador de superficie CD206+ especifico
para M2 en el total de células estimuladas con distintos LPS de cepas de P.
gingivalis, LPS de E. coli y sin estimulo. Las cajas y bigotes representan el
porcentaje de células que expresan CD206+. Se observan diferencias significativas
(**p<0,01 y ***p<0,001). n=9.

En conjunto, los resultados del analisis individual de la expresion de cada marcador
de superficie especificos ya sea para M1 (CD64 y CD80), como para M2 (CD163 y
CD206) demuestran que el AgO del LPS de P. gingivalis no es relevante en los

perfiles de diferenciacion de macrofagos THP-1.
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6.2.3 Determinacion de la expresibn de marcadores M1 M2 mediante
intensidad media de fluorescencia (IFM) en células estimuladas con LPS de

cepas de P. gingivalis y LPS de E. coli.

En cuanto a la IMF de los marcadores de superficie M1 (CD64 y CD80) y M2 (CD163
y CD206), no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre

ninguna de las condiciones experimentales (Figura 12).
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Figura 12: Expresiéon mediante IFM de marcadores unitarios especificos M1y M2.
A: CD64, B: CD80, C: CD163 y D: CD206. Las cajas y bigotes representan los

niveles expresados de IFM. No se observan diferencias significativas (p>0,05). n=9.
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6.3 Niveles de citoquinas asociadas a perfiles de diferenciacion M1 M2
secretadas por macréfagos estimulados con LPS de cepas de Porphyromonas
gingivalis W50, APG1051 y CAPG1051.

En relacion a los niveles de TNF-q, IL- 1B, IL-6 e IL-12, citoquinas asociada al perfil
M1, no existen diferencias entre los grupos estimulados con las cepas de P.
gingivalis ya sea en presencia (W50 y CAPG1051) o ausencia de AgO (APG1051),
los valores obtenidos en las células estimuladas con LPS de cepa de P. gingivalis
W50 fueron 99,9, 1.156, 6,1y 79,5 pg/ml, con LPS de la cepa mutante APG1051
fueron 98,9, 1.236, 6,4 y 66,3 pg/ml, y con LPS de la cepa mutante complementada
CAPG1051 fueron 202,6, 2.136, 6,8 y 86,2 pg/ml respectivamente. Los cuatro
grupos mencionados anteriormente presentaron niveles significativamente menores
para TNF-a, IL-18, IL-6 e IL-12 comparado con el grupo de células estimuladas con
LPS de E. coli (4234, 7.335, 51,7 y 286,2 pg/ml), respectivamente (p<0,01 y
p<0,001) (Figura 13).
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Figura 13: Niveles de expresion de TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-12 (pg/ml) en células
estimuladas con LPS de cepas de P. gingivalis, LPS de E. coli y sin estimulo. Las
cajas y bigotes representan los niveles de expresion de citoquinas proinflamatorias.
A: TNF-a, B: IL-1B, C: IL-6 y D: IL-12. Se observan diferencias significativas

(*p<0,01 y **p<0,001). n=9.
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En conjunto, los resultados presentados en las Figura 13, demuestran que existe
una tendencia hacia el aumento en los niveles de las citoquinas asociadas a un
perfil de diferenciacion de macrofagos M1 (TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-12), en
macrofagos estimulados con LPS de las cepas de P. gingivalis, tanto de la cepa
W50 (LPS completo), como de la cepa APG1051 mutante carente de AgO,
comparado con el control sin estimulo (p>0,05).

En consecuencia, al no existir diferencias en el perfil de diferenciacion de
macréfagos THP-1 en la estimulacion con LPS de las cepas de P. gingivalis W50
que presenta LPS con AgO, y con la cepa APG1051 mutante carente de AgO, el
AgO no seria un determinante en el perfil de diferenciacion de macrofagos en

nuestro modelo de estudio.

A continuacion, analizamos los niveles de IL-10, citoquina asociada al perfil M2. En
la Figura 14 se observa que los niveles de IL-10 en la estimulacion con LPS de la
cepa de P. gingivalis W50 fue 16,3 pg/ml, en la estimulacion con la cepa carente de
AgO APG1051 fue 16,3 pg/ml, y en la estimulacion con la cepa CAPG1051 mutante
complementada para el gen PG1051 fue 16,3 pg/ml, indujeron niveles
significativamente menores que la estimulacion con LPS de E. coli (24,1 pg/ml).
Cabe destacar que no se observaron diferencias en los patrones de expresion de

citoquina dependientes de AgO (p<0,001).



32

30
& ok %k * %k %k %k ok %k
| | ! 1
——
25-
-
£
> L
S
1
- = é +
= 15 =
10 ] 1 1 1 I 1
A \J N N A N
@\\ \‘\b \g: \g) '5";9 .o°
& QO Q(a £'%
00 > ov

Figura 14: Niveles de expresion de IL-10 (pg/ml) en células estimuladas con LPS
de cepas de P. gingivalis, LPS de E. coli y sin estimulo. Las cajas y bigotes
representan los niveles de expresion de IL-10. Se observan diferencias significativas
(***p<0,001). n=9.

La razon IL-12/IL-10, para analizar el perfil proinflamatorio/antiinflamatorio de los
macrofagos, en base a los niveles de secrecion de citoquinas pro (IL-12) vy
antiinflamatorias (IL-10) fue significativamente menor en células estimuladas con
LPS de la cepa de P. gingivalis W50 (5) comparada con células estimuladas con
LPS comercial de la cepa de P. gingivalis 33277 (8,2) y con la estimulacién con LPS
de E. coli (12,1). Para las células estimuladas con LPS de la cepa APG1051 mutante
carente de AgO fue 5,1, también fue significativamente menor en comparacion con
la estimulacién con LPS de E. coli. Por tanto, el AgO no tendria un rol determinante
en el perfil de diferenciaciéon de macréfagos (p<0,05, p<0,01 y p<0,001) (Figura 15).
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Figura 15: Razon IL12/IL10 en células estimuladas con LPS de cepas de P.
gingivalis, LPS de E. coli y sin estimulo. Las cajas y bigotes representan la razén
IL12/IL10 de las células. Se observan diferencias significativas (* p<0,05, ** p<0,01
y ***p<0,001). n=9.
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7. DISCUSION

Uno de los factores de virulencia de mayor relevancia de P. gingivalis es el LPS, y
especificamente el AgO, el elemento mas externo y variable en la estructura de
dicha molécula. En particular, se ha determinado que ciertos tipos celulares (CEGS)
responden diferencialmente al ser infectadas con P. gingivalis con y sin AgO. Asi,
se demostro que la region de AgO es esencial en el incremento de la viabilidad y
proliferacion de CEGs, asi como en la inhibicion de la apoptosis y en la respuesta
mediada por TLR-4 (Soto et al., 2016).

Sin embargo, aun no existe evidencia que demuestre un efecto del AgO de P.
gingivalis sobre macréfagos. Es por eso que en este trabajo nos propusimos evaluar
si el AgO estimula la diferenciacion de macrofagos humanos hacia algun perfil de

polarizacion en particular.

Para lograr una efectiva estimulacibn de los macrofagos THP-1, un punto
fundamental dentro de este trabajo fue la extraccion y purificacion del LPS de las
cepas de P. gingivalis W50 (LPS completo), APG1051 (mutante carente de AgO) y
CAPG1051 (mutante complementada para el gen PG1051), con énfasis en la
obtencion de LPS libre de contaminantes. En particular, descartamos la presencia
de proteinas y acidos nucleicos (ADN y ARN), debido a que se ha demostrado que
tanto acidos nucleicos como proteinas pueden generar la respuesta inmunitaria por
parte de macréfagos mediante la activacion de TLRs (Hajishengallis & Sahingur,
2014; Ma et al., 2019). En particular, existe evidencia que demuestra que la
presencia de lipoproteinas activa la respuesta de TLR-2, receptor que también
reconoce la presencia de AgO en la molécula de LPS de P. gingivalis en la
estimulacién de CEGs lo que conlleva a la posterior expresion de citoquinas
proinflamatorias (IL-1, IL-6, IL-12 y TNFa) mediante la via de activacion NF-k(3 en
neutrofilos (Soto et al., 2016), Kawai & Akira, 2006; Medzhitov, 2001).

La extraccién y purificacion del LPS se realiz6 siguiendo el protocolo de extraccion
con Trizol (Eugene & Hackett, 2000), el cual fue necesario modificar debido a que
al momento de confirmar la ausencia de acidos nucleicos mediante el gel de

agarosa, aun se podian observar acidos nucleicos (datos no mostrados). Para
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eliminar estos contaminantes, se contemplaron dos tratamientos. Por un lado, se
afadio una etapa de sonicacion posterior a la resuspension del pellet bacteriano en
1 ml de H20 Mili-Q libre de pirégeno. Luego de la sonicacion, se centrifugo para
descartar todas las bacterias no lisadas y conservar soélo las macromoléculas en el
sobrenadante. En segundo lugar, se incorpor6 una etapa de incubacion del
sobrenadante con ADNsa y ARNsa (Rezania et al., 2011). El resultado, fue la
obtencion de un LPS puro como se observa en las Figuras 2 y 3. Nuestra decision
por realizar la extraccion del LPS de P. gingivalis mediante sonicacion y
centrifugacion, se debe a que fueron probados distintos protocolos de extraccion de
LPS utilizados en la literatura, y a su vez algunas combinaciones de ellos, como,
por ejemplo, uno de los métodos muy utilizados es la extraccion con fenol acuoso
caliente (Davis Jr & Goldberg, 2012). Finalmente, luego de realizar una serie de
protocolos, pudimos elegir el método que nos brindé mejores resultados, sobre la

base de lo observado en los geles de agarosa y poliacrilamida.

Para analizar el perfil de polarizacién de los macrofagos humanos de linea celular
THP-1 tratados con LPS mediante citometria de flujo, se utiliz6 el doble marcaje
positivo para los marcadores de superficie M1 (CD64+CD80+) y M2
(CD163+CD206+) como se sugiere en la literatura (Ambarus et al., 2012). Usando
el doble marcaje positivo para M1 y M2 no se obtuvieron diferencias significativas
entre LPSs obtenidos de cepas con LPS completo y aquellas carentes de AgO
(Figura 5 y 6). Solamente se observd una tendencia de polarizacion hacia el
aumento de M1 en las células estimuladas con LPS de cepas de P. gingivalis y una
tendencia hacia la disminucién de M2 comparado con el control sin estimulo. Ambas
tendencias fueron independientes de la presencia o ausencia de AgO, y se
relacionaron positivamente con los resultados obtenidos en un disefio experimental
en modelo murino, donde macréfagos derivados de medula Osea fueron
estimulados con LPS comercial de P. gingivalis, teniendo como resultados una
activacion del perfil M1 y un bloqueo del perfil M2 (Yu, Ding, Liang, & Luo, 2018).
Cabe recordar que el LPS es una molécula que tiene un importante rol en la
activacion clasica (M1) de macréfagos, junto con IFN-y y TNF-a (Lam et al., 2014),
por lo cual es esperable que exista una mayor tendencia de diferenciaciéon a M1 con

la estimulacién de distintos LPS. Sumado a lo anterior, TNF-a es una citoquina
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proinflamatoria secretada por macrofagos M1, y a la misma vez su presencia ayuda
a la diferenciacion de macrofagos hacia un perfil M1, es decir, TNF-a tendria una

retroalimentacion positiva en la polarizacion macrofagos M1.

Debido a la falta de resultados concluyentes utilizando el doble marcaje, se utilizé
como estrategia el andlisis por marcaje simple de CD64+, CD80+, CD163+ y
CD206+, donde si se observaron diferencias estadisticamente significativas. El
porcentaje de CD64+ (M1) fue significativamente mayor para la estimulacion con
LPS de cepas de P. gingivalis, tanto para W50 (LPS completo), como la carente de
AgO (APG1051), en comparaciéon con LPS de E. coli (Figura 8). A su vez no
existieron diferencias significativas entre los grupos W50 y APG1051, lo que
demuestra que la presencia de AgO no tiene influencia en la expresion del marcador
de superficie CD64; cabe mencionar que CD64 es un marcador M1 bien
caracterizado, que desencadena respuestas proinflamatorias funcionales
(Hristodorov, Mladenov, Huhn, Barth, & Thepen, 2012).

CD80 es un relevante marcador M1 que tiene como funcion ser un coestimulador
en la activacion de células T durante la presentacion de antigenos (Ambarus et al.,
2012; Barros et al., 2013). El porcentaje CD80+ fue significativamente menor en la
estimulacién con LPS de cepa de P. gingivalis W50 y LPS de cepa mutante

APG1051 en comparacion con la estimulacion con LPS de E. coli (Figura 9).

En relacién con los marcadores bien caracterizados M2 (CD163 y CD206), solo se
obtuvieron diferencias significativas en el porcentaje de expresién de CD206, que
fue menor en la estimulaciéon con LPS de cepa de P. gingivalis W50 (LPS completo)
en comparacion con la estimulacion con LPS de E. coli, y el porcentaje de expresion
fue similar entre los grupos con presencia y ausencia de AgO (Figura 11). CD206
es un receptor de lectina tipo C, que tiene como funcién eliminar las glicoproteinas
no deseadas con alto contenido de manosa (Azad, Rajaram, & Schlesinger, 2014),
y también se ha implicado en la adhesion y fusion de macréfagos en la formacion
de granulomas (McNally, DeFife, & Anderson, 1996). Esta diferencia podria tener
un fundamento en la composicion de la estructura y factores de virulencia de P.
gingivalis W50 y E. coli. Al respecto, se han demostrado diferencias estructurales
del lipido A en la molécula de LPS de P. gingivalis, donde existen diferencias en los
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dos tipos de LPS. ElI A-LPS contiene isoformas tetra y pentaaciladas
monofosforiladas que mostraron una actividad proinflamatoria reducida en
comparacion con el LPS total (W50 y CAPG1051), que contiene tanto O-LPS como
A-LPS (Rangarajan et al., 2008). Sumado a lo anterior, varios estudios han
demostrado que las moléculas monofosforiladas de lipidos A penta o tetraacilados
tienen una actividad bioldgica significativamente reducida en comparacién con las
moléculas de lipidos A hexa acilados difosforilados tipicamente producidos por E.
coli (Backhed, Normark, Schweda, Oscarson, & Richter-Dahlfors, 2003; Flad,
Loppnow, Rietschel, & Ulmer, 1993; Zenobia et al., 2014).

La molécula CD163 es un receptor “scavenger’ para el complejo hemoglobina-
haptoglobina, que también participa en la adhesion de monocitos a las células
endoteliales (Davis & Zarev, 2005). Se ha demostrado que el tratamiento de los
monocitos con PMA disminuye la expresion de CD163 en la superficie celular
(Sulahian, Hintz, Wardwell, & Guyre, 2001; Wenzel, Roth, & Sorg, 1996). Nuestros
resultados mostraron una tendencia hacia la disminucién en el porcentaje de
expresion de CD163 en las muestras estimuladas con LPS de cepas de P. gingivalis

comparadas con el control sin estimulo (Figura 10).

Los resultados obtenidos respecto de los niveles de citoquinas secretadas por los
macrofagos THP-1 estimulados con LPS de distintas cepas de P. gingivalis y E. coli,
son los esperados segun la literatura, observandose una tendencia hacia el
aumento en la secrecion de las citoquinas asociadas al perfil de diferenciacion M1
(TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-12) en la estimulacién con LPS de las cepas de P. gingivalis
comparado con el control sin estimulo. Lo anterior coincide con resultados obtenidos
en el analisis de los marcadores de superficie (Lam et al., 2014). En cambio, se
observaron diferencias estadisticamente significativas al comparar células
estimuladas con LPS de E. coli con aquellas estimuladas con LPS de las cepas de
P. gingivalis W50 y APG1051. EI LPS de E. coli produjo un aumento en la expresion
de las citoquinas asociadas a M1, por lo tanto, el LPS de esta bacteria presenta un
mayor potencial inmunogénico que P. gingivalis, independiente de la presencia de
AgO. Este resultado concuerda con la literatura, donde se ha demostrado en
distintos tipos celulares de que el LPS de P. gingivalis tiene un menor potencial

inductor de citoquinas proinflamatorias que el LPS de E. coli (Martin, Katz, Vogel, &
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Michalek, 2001; Ogawa & Uchida, 1996). Al respecto, el LPS de E. coli fue utilizado
como un control positivo para establecer un potencial de respuesta de referencia y
determinar que los resultados obtenidos para P. gingivalis son confiables. De modo
similar a lo obtenido para el perfil de polarizacion segun los marcadores de
superficie especificos M1 y M2, no se observaron diferencias en los niveles de
citoquinas M1 respecto a la presencia (W50 y CAPG1051) o no de AgO (APG1051)

en la estructura de la molécula de LPS de P. gingivalis (Figura 13).

Esta diferencia inmunogénica entre P. gingivalis y E. coli, como se mencioné
anteriormente, se puede deber a las diferencias estructurales que presentan ambas
bacterias en relacion al lipido A de sus respectivos LPS. Esta importante diferencia
en la estructura del lipido A, seria el fundamento de la diferencia en la activacién de
los receptores TLRs en la literatura, donde se ha reportado que el LPS de P.
gingivalis puede utilizar tanto TLR-2 como TLR-4 (principalmente TLR-2 en células
THP-1) para inducir la produccion de citoquinas, mientras que el LPS de E. coli solo
estimula la produccién de citoquinas a través de la activacion de TLR-4 en células
THP-1 (Diya Zhang, Lili Chen, Shenglai Li, Zhiyuan Gu, & Jie Yan, 2008).
Posteriormente a la union del LPS al receptor TLR la expresién de genes de
citoquinas proinflamatorias se puede desencadenar mediante la activaciéon de varias
vias de sefalizacién intracelular que incluyen a NF-k@, quinasas c-Jun N-terminal
(JNK) y proteinas quinasas p38 activadas por mitégenos (p38MAPK) (Ip & Davis,
1998; Lu, Yang, Jiang, Wang, & Zhu, 2001; P. L. Wang, Azuma, Shinohara, & Ohura,
2000; Zhou et al., 2005). Zhang y cols. (2008) demostraron que si bien el LPS de E.
coli activa las tres vias de sefializacién para la produccion de citoquinas, NF-kB y
p38MAPK son las principales para la produccién de citoquinas. Ademas, se sugiere
qgue la via de sefalizaciéon JNK es la principal utilizada por el LPS de P. gingivalis
en células THP-1 para sintetizar citoquinas, resultado que difiere notablemente del
LPS de E. coli (Diya, Lili, Shenglai, Zhiyuan, & Jie, 2008).

Como proyeccion de este trabajo, y ante la nula informacién que se tiene sobre el
rol del AgO en la respuesta mediada por TLRs en macrofagos, seria interesante
evaluar si existe alguna diferencia tanto en la activacion de TLR-2 como TLR-4, y
de igual modo evaluar si existen diferencias en relacion con la via de sefializacién

utilizada en la produccién de citoquinas.



39

Otro resultado interesante con respecto a las citoquinas asociadas a M1 fue que
existieron niveles significativamente menores al comparar las células estimuladas
con LPS de cepa de P. gingivalis W50 con las células estimadas con LPS comercial
de P. gingivalis 33277. Al analizar los factores de virulencia de ambas cepas de
referencia, se sabe que la cepa de P. gingivalis W50 cuenta con cépsula (antigeno
K) y no cuenta con fimbria mayor (FimA), contrariamente a la cepa de referencia de
P. gingivalis 33277 que no cuenta con antigeno K como factor de virulencia pero si
con FimA (Bostanci & Belibasakis, 2012). Se ha demostrado en fibroblastos
gingivales humanos que la cepa sin antigeno K es un inductor mas potente de la
sintesis de citoquinas proinflamatorias (Brunner et al., 2010); a su vez existe
evidencia que demuestra que FimA tiene como propiedad la induccion de citoquinas
proinflamatorias y metaloproteinasas de la matriz (MMPs), tales como IL-1, IL-6, IL-
8, TNF-a y MMP-9 en distintos tipos celulares (Jotwani & Cutler, 2004; Jotwani,
Eswaran, Moonga, & Cutler, 2010).

Nuestros resultados contribuyen con informacion respecto a la funcion del AgO en
el perfil de respuesta de los macréfagos; si bien es la parte mas variable de la
molécula de LPS y de la que menor informacién se tenia, podemos decir que la
presencia de AgO (W50 y CAPG1051) induce la diferenciacion de los macrofagos
THP-1 hacia un perfil M1, al igual que la cepa APG1051 mutante para el gen de la
ligasa, es decir, carente de AgO. Por lo tanto, el AgO no tiene una funcién especifica
en relacion al perfil de polarizacién de los macrofagos, ya sea mediante marcadores
de superficie, como en los niveles de las citoquinas secretadas correspondientes a
cada perfil M1y M2.
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8. CONCLUSIONES

e P.gingivalis presenta un potencial inmunogénico bajo comparado con E. coli.
e La diferenciacion de los macrofagos THP-1 hacia un perfil M1, sobre la base
de marcadores de superficie y secrecion de citoquinas dependeria de otros

factores de virulencia de P. gingivalis, diferentes del AgO.
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