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1. RESUMEN

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria cronica cuya etiologia se atribuye
a la disbiosis de la placa bacteriana subgingival y que se caracteriza por la
destruccion progresiva de los tejidos de soporte dentario. Porphyromonas
gingivalis es un periodontopatogeno de la placa bacteriana subgingival,
considerado clave en la etiologia de la periodontitis. Entre sus factores de
virulencia, la capsula extracelular posee un rol fundamental en la etiopatogenia de
esta enfermedad ya que modula la respuesta inmune del hospedero. Sobre la
base de la antigenicidad de los distintos polisacaridos que constituyen la capsula
extracelular de esta bacteria, se describen siete serotipos diferentes (K1-K7).
Entre ellos, el serotipo K1 posee un mayor potencial inmunogénico. En diversos
modelos animales, se ha estudiado la patogenicidad de la capsula extracelular de
P. gingivalis; sin embargo, estos modelos involucraron la comparacion entre cepas
de P. gingivalis genéticamente distintas y la generacion de lesiones en tejidos no
periodontales. El objetivo del presente trabajo de investigacion fue analizar el rol
de la capsula extracelular de P. gingivalis en un modelo murino de periodontitis,
mediante la determinacién de los niveles de respuesta inmune local tipo Th1 vy
Th17, la actividad osteoclastica y la resorcion Osea alveolar. Para esto, se
analizaron lesiones periodontales experimentales inducidas con la cepa W50 tipo
silvestre de P. gingivalis, perteneciente al serotipo K1, y sus mutantes isogénicas
GPA APGO0116-PG0120 y GPC APGO0109-PG0118 carentes de capsula
extracelular. En las lesiones periodontales experimentales, ambas cepas
capsulares mutantes de P. gingivalis indujeron menor resorcion ésea alveolar en
comparacion a la cepa silvestre. Esta menor pérdida 6sea se asocid a una
disminucién en la expresion de citoquinas de los perfiles linfocitarios Th1y Th17,
una menor deteccion de linfocitos Th1 y Th17, una menor expresion de RANKL vy
una disminucion en el numero de osteoclastos en las lesiones periodontales. En
conjunto, estos datos permiten concluir que la capsula extracelular de P. gingivalis
participa en la resorcién 0sea alveolar periodontal durante la periodontitis, y que
esta pérdida 6sea se asocia con un patron de respuesta inmune local tipo Th1 y
Th17.



2. INTRODUCCION

Periodontitis

La periodontitis es una patologia cronica de caracter inflamatorio, cuya etiologia
principal se atribuye a la disbiosis de la placa bacteriana subgingival y el
consiguiente desequilibrio con la respuesta inmune del hospedero. Se caracteriza
por la destruccién progresiva de los tejidos de soporte dentario que lleva a la
pérdida de los dientes (Hajishengallis, Darveau, y cols., 2012; Papapanou y cols.,
2018).

Los microorganismos de la placa bacteriana subgingival desempefian un rol
fundamental en el inicio y progresion de la enfermedad; no obstante, es la
respuesta inmune del hospedero desplegada ante estos microorganismos la
principal causa de la destruccion tisular (Sorsa y cols., 2011; Meyle y Chapple,
2015). Al respecto, la periodontitis se considera una enfermedad polimicrobiana,
en la que ciertos microorganismos claves como Porphyromonas gingivalis pueden
modular la respuesta inmune del hospedero y promover un desbalance ecoldgico
conocido como disbiosis, que involucra un incremento en la abundancia relativa de
bacterias patogénicas e inflamofilicas de la placa bacteriana (Hajishengallis,
Darveau, y cols., 2012; Hajishengallis, 2014). Durante esta disbiosis, ciertos
factores de virulencia de los microorganismos, tal como la capsula extracelular de
P. gingivalis, pueden actuar como inmundgenos responsables de la activacion de
la respuesta inmuno-inflamatoria y osteodestructiva periodontal (Hajishengallis,
Darveau, y cols., 2012; Sanz y cols., 2017).

Porphyromonas gingivalis

P. gingivalis es un periodontopatégeno asociado a la placa bacteriana subgingival,
clave en el inicio y progresion de la periodontitis (Hajishengallis, Darveau, y cols.,
2012; How y cols., 2016). Corresponde a un cocobacilo Gram-negativo, pequefio,
no movil, anaerobio estricto y asacarolitico, miembro del género Porphyromonas

que pertenece a la familia Bacteroidaceae (Holt y cols., 1999; How y cols., 2016).
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Su habitat natural es la cavidad oral en los humanos y otros mamiferos
(Beem y cols., 1991; Eke y cols., 1993; Asikainen y Chen, 1999). En humanos, P.
gingivalis coloniza diversos microambientes orales, incluyendo la placa bacteriana
supra y subgingival, las mucosas orales de revestimiento y el dorso de la lengua
(Asikainen y cols., 1999). Si bien se aisla principalmente de pacientes con
periodontitis (Saremi y cols., 2005; Faghri y cols., 2007; Tomita y cols., 2013; How
y cols., 2016), puede identificarse también en la placa bacteriana de los individuos
sanos (Slots y Ting, 1999; Gafan y cols., 2004). Ademas, P. gingivalis puede
colonizar varios ambientes extraorales, tales como las valvulas cardiacas, las
arterias, el estbmago, el cerebro, la placenta y el cordén umbilical (Stelzel y cols.,
2002; Nakano y cols., 2008; Poole y cols., 2013; Oliveira y cols., 2015; Pataro y
cols., 2016; Vanterpool y cols., 2016). Por otro lado, P. gingivalis también se
asocia a la patogenia de otras enfermedades y condiciones, tales como
enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas, diabetes mellitus tipo I,
parto prematuro y bajo peso del neonato (Offenbacher y cols., 2001; Meurman y
cols., 2004; Saremi y cols., 2005; Friedewald y cols., 2009; Singhrao y cols.,
2015).

La patogenicidad de P. gingivalis se atribuye a diversos factores de
virulencia que expresa, entre ellos, las gingipainas, las sialidasas, el
lipopolisacarido, la fimbria y la capsula extracelular (Lamont y Jenkinson, 1998).
Las macromoléculas de la superficie bacteriana confieren estabilidad estructural y
son importantes para el reconocimiento e interaccion con otras bacterias y con el
medio extracelular (Aduse-Opoku y cols., 2006). En microorganismos patobiontes,
las macromoléculas de superficie también constituyen una barrera de defensa y
evasion de la respuesta inmune del hospedero (Holt y cols., 1999). En este
sentido, los polisacaridos de la capsula extracelular representan un conjunto de
macromoléculas de superficie que pueden contribuir a estas propiedades en
diversas bacterias Gram-negativas (Whitfield y Roberts, 1999; Aduse-Opoku y
cols., 2006). En efecto, la capsula extracelular de P. gingivalis le proporciona un
mecanismo de adhesidn e invasion a los tejidos del hospedero (Schifferle y cols.,
1989; Holt y cols., 1999; Jiao y cols., 2014; How y cols., 2016; Xu y cols., 2017).
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Ademas, le permite interactuar con diversos componentes del sistema inmune v,
asi, inducir la respuesta pro-inflamatoria y osteodestructiva caracteristica de la
periodontitis (Schifferle y cols., 1989; Holt y cols., 1999; Jiao y cols., 2014; How y
cols., 2016; Xu y cols., 2017).

Serotipos capsulares de Porphyromonas gingivalis

Sobre la base de la antigenicidad de los polisacaridos capsulares (K), se describen
siete serotipos de P. gingivalis diferentes, denominados K1, K2, K3, K4, K5, K6 y
K7 (Grenier y McBride, 1987; Neiders y cols., 1989; van Winkelhoff y cols., 1993;
Laine y cols., 1996; Laine y van Winkelhoff, 1998). En términos generales, estos
serotipos capsulares presentan una mayor virulencia en comparacion a cepas
bacterianas de P. gingivalis carentes de capsula extracelular (Grenier y Mayrand,
1987; Neiders y cols., 1989; Laine y cols., 1998); sin embargo, el rol de la
variacion de la estructura de la capsula extracelular de P. gingivalis en la virulencia

de este microorganismo aun no se comprende del todo.

Diversos estudios han intentado dilucidar esta interrogante; por ejemplo, en
macrofagos peritoneales estimulados con los distintos serotipos capsulares de P.
gingivalis, se detectaron mayores niveles de expresion de las quimioquinas CCL2,
CCL5, CXCL1 y CXCL2 en presencia del serotipo K1 en comparacion a los otros
serotipos bacterianos (d'Empaire y cols., 2006). Por otro lado, en células
dendriticas humanas, se observd que el serotipo K1 induce un aumento en la
expresion de las citoquinas pro-inflamatorias interleuquina (IL)-1(3, IL-6, IL-12,
interferon (IFN)-y, factor de necrosis tumoral (TNF)-a y TNF-, en comparacién a
los otros serotipos capsulares (Vernal y cols., 2009). Ademas, en linfocitos T
humanos estimulados con células dendriticas autdlogas expuestas al serotipo K1
de P. gingivalis, se observé un aumento en los niveles de secrecidon de citoquinas
y factores de transcripcion asociados a los perfiles linfocitarios Th1 y Th17, junto
con mayores niveles del ligando del receptor activador del factor nuclear kB
(RANKL) y una mayor expresion del marcador fosfatasa acida resistente a tartrato

(TRAP), especifico de osteoclastos (Vernal, Diaz-Guerra, y cols., 2014). Estos
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antecedentes demuestran que el serotipo K1 de P. gingivalis presenta un mayor
potencial inmunogénico en comparacion a los otros y, por lo tanto, que la capsula
extracelular de P. gingivalis podria ser un factor de virulencia importante en la
patogénesis de la periodontitis.

Asi, las diferencias en el potencial inmunogénico entre los distintos
serotipos capsulares de P. gingivalis podrian atribuirse, al menos en parte, a las
variaciones en la composicidn estructural de la capsula extracelular (Vernal y cols.,
2009; Vernal, Diaz-Guerra, y cols., 2014; Vernal, Diaz-Zuniga, y cols., 2014). Al
respecto, se ha descrito que la capsula extracelular de la cepa W50 de P. gingivalis,
perteneciente al serotipo K1, se compone de acido manuroénico, acido glucuronico,
acido galacturdnico, galactosa y N-acetilglucosamina, composicion que difiere a la
del resto de los serotipos capsulares (Schifferle y cols., 1989; Farquharson y cols.,
2000).

Respuesta inmune durante la periodontitis

Durante la periodontitis, la activacion de la respuesta inmune del hospedero
requiere de la capacidad de reconocer los antigenos microbianos por parte de
células del sistema inmune. Como células presentadoras de antigenos
profesionales, las células de Langerhans del epitelio gingival y las células
dendriticas dermales del tejido conectivo gingival reconocen a los
microorganismos mediante receptores de reconocimiento de patrones (PRRs, del
inglés pathogen recognizing patterns), los cuales identifican patrones moleculares
microbianos altamente conservados (PAMPs, del inglés pathogen-associated
molecular patterns) presentes en las bacterias (Azuma, 2006). Entre los PRRs, los
receptores tipo Toll (TLRs, del inglés toll-like receptors) son los receptores mas
estudiados (Azuma, 2006). Los TLRs pueden identificar una amplia diversidad de
PAMPs, entre los cuales se encuentran los polisacaridos de la capsula extracelular
de P. gingivalis, que pueden ser reconocidos principalmente por TLR2 y TLR4
(Diaz-Zuhiga y cols., 2015). Al respecto, en células dendriticas estimuladas con

los distintos serotipos capsulares de P. gingivalis se detecté un incremento en los
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niveles de expresion de TLR2 y TLR4, y se demostrd que la sefalizacion mediada
por TLR4 es sensible a las variaciones estructurales que definen los distintos

serotipos bacterianos (Diaz-Zufiga y cols., 2015).

Posterior al reconocimiento antigénico, las células presentadoras de
antigeno fagocitan las bacterias periodontopatégenas y procesan sus antigenos,
conjugandolos a las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC,
del inglés major histocompatibility complex) clase Il. Luego, migran hacia los
linfonodos que drenan los tejidos periodontales para presentar los antigenos
bacterianos a los linfocitos TCD4* naive (Azuma, 2006; Cutler y Teng, 2007).
Durante este proceso, los linfocitos TCD4" naive identifican el antigeno conjugado
al MHC clase Il mediante su receptor especifico de linfocito T (TCR, del inglés T
cell receptor), al mismo tiempo que las células presentadoras de antigeno
maduras secretan citoquinas especificas y expresan moléculas co-estimulatorias,
fundamentales para la activacion y polarizacion de los linfocitos T (Cutler y
Jotwani, 2004; Azuma, 2006). En conjunto, todos estos eventos determinan que
los linfocitos TCD4* naive se activen, proliferen y polaricen selectivamente en
distintos fenotipos funcionales: linfocitos T colaboradores (Th, del inglés T-helper)
tipo Th1, Th2, Th17 o linfocitos T reguladores (Tregs). Cada fenotipo linfocitario se
define por la expresidn de un factor de transcripcidon master-switch particular y la
secrecion de un perfil de citoquinas especifico que determina su funcion (Tabla 1)
(Neiders y cols., 1989; Abbas y cols., 1996; Bluestone y Abbas, 2003; Harrington y
cols., 2006; Reiner, 2007; Stockinger y Veldhoen, 2007; Vernal y Garcia-Sanz,
2008; Trifari y cols., 2009; Akdis y cols., 2012; Jabeen y Kaplan, 2012; Kato-Kogoe
y cols., 2012; Aranha y cols., 2013).

12



Tabla 1. Factores de transcripcion, citoquinas y funcién general periodontal de
los distintos fenotipos de linfocitos T CD4".

Fenotipo Factor de Citoquinas Funciéon
efector transcripciéon
IL-1B3, IL-12, IFN-y, _ _
Th1 T-bet Pro-inflamatoria
TNF-a, TNF-B
Th2 GATA3 IL-4, IL-5, IL-13 Anti-inflamatoria
IL-6, IL-17A, IL-21, Pro-inflamatoria y
Th17 RORC2 (RORyt) _
IL-23, RANKL osteodestructiva
Treg Foxp3 IL-10, TGF-B1 Inmuno-reguladora

Rol de los linfocitos Th1 y Th17 durante la periodontitis

Los linfocitos T cumplen un rol central en la respuesta inmuno-inflamatoria y
osteodestructiva desarrollada en los tejidos periodontales en respuesta a las
bacterias periodontopatégenas (Gemmell y cols., 2007). En este contexto, el
fenotipo linfocitario y el perfil de citoquinas secretadas en el sitio de inflamacion
son determinantes claves en el inicio y progresion de esta enfermedad (Gemmell y
cols., 2007; Houri-Haddad y cols., 2007; Garlet, 2010; Graves y cols., 2011). Es
asi como en los tejidos periodontales afectados de periodontitis se describe un
predominio del patron de respuesta linfocitario tipo Th1 y Th17 (Baker y cols.,
1999; Takahashi y cols., 2005; Vernal y cols., 2005; Vernal y Garcia-Sanz, 2008;
Dutzan y cols., 2009).

En términos generales, los linfocitos Th17 se asocian con enfermedades
osteodestructivas de caracter crénico, y en las lesiones periodontales se ha
observado un incremento en la presencia de este fenotipo linfocitario, reflejado en
un aumento en la expresion de su factor de transcripcion especifico RORCZ2 y sus
citoquinas caracteristicas IL-6, IL-17A, IL-21 e IL-23 (Cardoso y cols., 2009;
Moutsopoulos y cols., 2014; Zenobia y Hajishengallis, 2015).

Por otro lado, RANKL cumple un rol fundamental en el mecanismo de
regulacion fisiolégico y patologico de la resorcion 6sea (Leibbrandt y Penninger,
13



2008; Garlet, 2010) y se ha establecido que los linfocitos Th17 inducen la
osteoclastogénesis y la consecuente resorcion 6sea alveolar periodontal mediante
la produccion directa de RANKL (Yasuda y cols., 1998; Vernal, Dutzan, y cols.,
2006; Vernal y Garcia-Sanz, 2008; Cheng y cols., 2014). Ademas, los linfocitos
Th17 también inducen indirectamente la produccion de RANKL, a través de la
secrecion de IL-17A y posterior activacion de células productoras de RANKL, entre
otras, osteoblastos, fibroblastos y macréfagos (Boyle y cols., 2003; Vernal, Dutzan,
y cols., 2006; Di Benedetto y cols., 2013; Cheng y cols., 2014).

Los linfocitos Th1 se asocian a la inflamacion periodontal (Baker y cols.,
1999; Garlet, 2010). Durante la periodontitis, existe un incremento en la expresion
del factor de transcripcion especifico T-bet y de las citoquinas caracteristicas de
este fenotipo linfocitario: IFN-y, IL-13, IL-12 y TNF-a (Ebersole y Taubman, 1994;
Garlet y cols., 2003; Dutzan y cols., 2009; Garlet, 2010).

Resorcidon ésea periodontal

La remodelacion del tejido 6seo depende del equilibrio entre la resorcion vy
formacion 6sea mediada por osteoclastos y osteoblastos, respectivamente (Boyle
y cols., 2003). Durante la periodontitis, existe un desequilibrio que favorece los
procesos de resorcion 0sea alveolar debido a un aumento en la actividad de los
osteoclastos. EI mecanismo molecular que subyace a este proceso de regulacion
del metabolismo 6seo obedece al eje compuesto por RANKL y su receptor
activador del factor nuclear kB (RANK), asi como también osteoprotegerina
(OPG), inhibidor natural de la union RANKL/RANK, conocido como eje
RANKL/RANK/OPG (Boyle y cols., 2003; Belibasakis y Bostanci, 2012).

En condiciones fisiolégicas, la osteoclastogénesis y la resorcion ésea son
reguladas por RANKL, ligando que se une a su receptor RANK presente en la
superficie de las células precursoras de osteoclastos, lo que favorece su
diferenciacion hacia osteoclastos maduros (Boyle y cols., 2003). La funcion de
RANKL puede ser bloqueada por su inhibidor biolégico OPG, un receptor soluble
con homologia estructural a RANK y mayor afinidad por RANKL (Boyle y cols.,
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2003). La union de RANKL a OPG evita la interaccion de este ligando con su
receptor RANK, lo cual finalmente inhibe la diferenciacion de osteoclastos y la
consecuente resorcion 6sea (Boyle y cols., 2003; Belibasakis y cols., 2012).

Las bacterias periodontopatdgenas desempefian un rol importante en la
induccion de la resorcion 6sea alveolar durante la periodontitis (Belibasakis y cols.,
2011; Belibasakis y cols., 2012). En particular, en modelos murinos de
periodontitis, P. gingivalis se asocia a un aumento en los niveles de RANKL y la
resorcion Osea alveolar (Han y cols., 2013; Lin y cols., 2014). Mientras que la
presencia de P. gingivalis en la placa bacteriana subgingival de pacientes con
periodontitis cronica también se relaciona positivamente con los niveles de
expresion de RANKL periodontal (Wara-aswapati y cols., 2007; Sakellari y cols.,
2008). Asimismo, se ha descrito que los diferentes serotipos capsulares de P.
gingivalis son de gran importancia en la patogénesis de la periodontitis, ya que
potencian una mayor resorcion osea in vivo. Especificamente, los serotipos K1 y
K2 se asocian a un aumento en la produccién de RANKL y osteoclastos TRAP*
(Vernal, Diaz-Zuniga, y cols., 2014).

Planteamiento del problema cientifico

La patogenicidad de P. gingivalis se atribuye a sus factores de virulencia, entre
ellos, a su capsula extracelular. Sobre la base de las variaciones estructurales de
los polisacaridos capsulares de P. gingivalis, se han descrito distintos serotipos
bacterianos (van Winkelhoff y cols., 1993; Laine y cols., 1996), los cuales han sido
analizados en estudios in vitro en relacion a la activacion de la respuesta inmune
en macrofagos, células dendriticas y linfocitos T, y se ha demostrado que el
serotipo K1 induce un mayor patron de respuesta tipo Th1 y Th17 en comparacion
a los otros serotipos capsulares (d'Empaire y cols., 2006; Vernal y cols., 2009;
Vernal, Diaz-Guerra, y cols., 2014). Asimismo, el serotipo K1 de P. gingivalis
estimula una mayor diferenciacion y activacion de osteoclastos mediada por
RANKL in vitro y este incremento fue significativamente mayor en comparacion a

los estimulados por los otros serotipos bacterianos.
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En modelos animales, se ha demostrado la patogenicidad de la capsula
extracelular de P. gingivalis; sin embargo, estos modelos involucraron la
comparacion entre cepas de P. gingivalis genéticamente distintas y la generacion
de lesiones en tejidos no periodontales (P. B. Chen y cols., 1987; Grenier y
Mayrand, 1987; Van Steenbergen y cols., 1987; Neiders y cols., 1989; Kesavalu y
cols., 1992; Ebersole y cols., 1995; Laine y cols., 1998). La limitante de utilizar
cepas bacterianas genéticamente diferentes es que los efectos que se atribuyen a
los distintos serotipos capsulares pueden ser en realidad una consecuencia de
estas diferencias genéticas y no necesariamente del efecto que pueden tener las
diferencias estructurales e inmunogénicas de la capsula extracelular. Ademas, las
lesiones generadas en tejidos no periodontales no son homologables con las
lesiones periodontales, dado las caracteristicas estructurales y funcionales propias
de los tejidos de soporte de los dientes. En consecuencia, la novedad del presente
estudio radica en dos aspectos principales: (1) la utilizacion de una cepa
bacteriana capsular silvestre y dos mutantes isogénicas carentes de capsula
extracelular y (2) la generacion de lesiones periodontales in vivo, utilizando un

modelo validado de periodontitis.

En este sentido, la identificacion y caracterizacidén del locus del polisacarido
capsular (antigeno K) de P. gingivalis permiti6 la obtencion de mutantes
isogénicas de la cepa W50 (serotipo K1) carentes de capsula extracelular (Aduse-
Opoku y cols., 2006), las cuales fueron utilizadas en este estudio. Trabajos
realizados con mutantes isogénicas de la cepa W50 carentes de capsula
extracelular (PgC APG0117-PG0120), similares a las obtenidas por Aduse-Opoku
y cols., han demostrado que la ausencia de la capsula extracelular modifica la
expresion de citoquinas pro-inflamatorias en fibroblastos y macrofagos (Brunner,
Scheres, y cols., 2010; Singh y cols., 2011), afectando la virulencia de P. gingivalis
in vitro. Sin embargo, los efectos que pueda tener la ausencia de la capsula
extracelular en el serotipo K1 de P. gingivalis no se ha analizado desde el punto

de vista de su inmunogenicidad y virulencia in vivo.

Sobre la base de los antecedentes planteados, es posible especular que la

capsula extracelular del serotipo K1 de P. gingivalis podria inducir lesiones
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periodontales mas severas, caracterizadas por presentar una mayor resorcion
Osea alveolar en los animales infectados. Ademas, este aumento en los niveles de
resorcion Osea alveolar podria asociarse a un incremento en la respuesta inmune
local tipo Th1 y Th17, y a una mayor actividad de osteoclastos. En este contexto,
las mutantes del serotipo K1 de P. gingivalis carentes de capsula extracelular
evidenciarian una menor inmunogenicidad y virulencia en infecciones
experimentales, con menores niveles de resorcion 6sea alveolar asociada a una
disminucién en la respuesta inmune local tipo Th1 y Th17, y a una menor actividad
osteoclastica.
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3. HIPOTESIS

La ausencia de la capsula extracelular de Porphyromonas gingivalis serotipo K1
produce lesiones periodontales con menor resorcion Osea alveolar, respuesta

inmune local tipo Th1y Th17 y actividad osteoclastica in vivo.

4. OBJETIVO GENERAL

Determinar los niveles de respuesta inmune local tipo Th1 y Th17, actividad de
osteoclastos y resorcion O0sea alveolar en lesiones periodontales experimentales
inducidas con Porphyromonas gingivalis serotipo K1 silvestre y mutantes

isogénicas carentes de capsula extracelular.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Cuantificar los niveles de citoquinas tipo Th1 y Th17 y RANKL en
lesiones periodontales experimentales inducidas con Porphyromonas gingivalis
serotipo K1 silvestre o0 mutantes isogénicas carentes de capsula extracelular.

2. Cuantificar el numero de los linfocitos Th1 y Th17 presentes en los
linfonodos cervicales de animales con lesiones periodontales experimentales
inducidas con Porphyromonas gingivalis serotipo K1 silvestre o mutantes

isogénicas carentes de capsula extracelular.

3. Cuantificar los niveles de resorcion Osea alveolar y actividad
osteoclastica en lesiones periodontales experimentales inducidas con
Porphyromonas gingivalis serotipo K1 silvestre o mutantes isogénicas carentes de

capsula extracelular.
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6. MATERIALES Y METODOS
Cepas de Porphyromonas gingivalis

Las cepas capsulares de P. gingivalis W50 (serotipo K1) y sus mutantes
isogénicas no capsulares (GPA APG0116-PG0120 y GPC APG0109-PG0118)
(Aduse-Opoku y cols., 2006) fueron cultivadas en medio de agar sangre de caballo
al 5% (Oxoid LTD, Hampshire, Inglaterra), suplementado con 5 mg/L de hemina y
1 mg/L de menadiona a 37°C, en condiciones de anaerobiosis (80% N2, 10% CO2
y 10% Hy) utilizando una camara de anaerobiosis (Bactronez-2, Sheldon
Manufacturing Inc., Cornelius, OR, EEUU). Con el propdsito de comparar la mayor
virulencia del serotipo K1, se utilizo la cepa de referencia HG184 (serotipo K2), y
para comparar la menor virulencia de las cepas bacterianas mutantes, se utilizé la
cepa no capsular (K) ATCC® 33277" de P. gingivalis.

Las curvas de crecimiento bacteriano se obtuvieron en caldo infusion
cerebro-corazon (BD, Le Pont de Claix, Francia) suplementado con 5 mg/L de
hemina y 1 mg/L de menadiona. Para ello, cada una de las cepas de P. gingivalis
fueron inoculadas en 10 mL de caldo de cultivo hasta lograr una densidad optica
(DO) de 0,05 medida en espectrofotdmetro a una longitud de onda de 560 nm
(Bio-Tek, Winooski, VT, EEUU). Se realizaron lecturas de espectrofotometro
adicionales en distintos tiempos hasta que los microorganismos alcanzaron la fase
de crecimiento estacionario. Con cada medicion de DO, se tomd una muestra de
100 pL que fue diluida de forma seriada (logio) en tampon fosfato salino (PBS) y
100 pL de cada dilucidon se sembré en medio de cultivo agar sangre de caballo al
5% suplementado con hemina y menadiona. Luego de 3-7 dias se cuantific el
numero de unidades formadoras de colonias (UFC) y se contrastdé con las DO
correspondientes. Se graficaron las curvas de DO versus tiempo y DO versus UFC
para obtener un numero conocido de UFC/mL en fase de crecimiento exponencial
(Vernal, Leon, y cols., 2008) para realizar las inoculaciones en los animales de

experimentacion.
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Animales de experimentacion

La periodontitis experimental se indujo en ratonas hembras BALB/c de 8 semanas
de edad, mantenidas en jaulas ventiladas en un numero maximo de 5 animales
por jaula (todos de la misma condicidn experimental), en las dependencias de la
Plataforma Experimental Bioterio de la Facultad de Odontologia, Universidad de
Chile. Los animales tuvieron acceso libre a agua estéril y alimento solido estandar
esteéril y se mantuvieron bajo condiciones estandar controladas, esto es, con ciclos
de luz/oscuridad de 12:12 horas, luz encendida a las 07:00 am, una temperatura
de 24 £ 0,5 °C, una humedad relativa del aire de 40-70% y un cambio de aire de

15 volumenes habitacionales/hora.
Infeccién periodontal

Los animales fueron anestesiados mediante inyeccion intra-peritoneal con 100 L
de solucién 10% ketamina/2% xilacina en suero por cada 10 gramos de peso e
inmediatamente fueron infectados utilizando dos inyecciones directas en la
mucosa palatina entre el primer y segundo molar maxilar, tanto en el lado derecho
como en el izquierdo, con 2 pL de una suspension de 1x10° CFU/mL (ODsg0 0,8-1)
en PBS de cada cepa de P. gingivalis, con repeticion a las 48 y 72 hrs (Monasterio
y cols., 2018). Los controles negativos incluyeron animales no infectados y

animales sham inoculados con el vehiculo PBS.
Muestras biolégicas

Los animales fueron eutanasiados a los 30 dias post-infeccién bajo anestesia con
ketamina/xilacina y mediante dislocacion cervical. Se obtuvo la mucosa palatina
total de la lesién periodontal para realizar la cuantificacion de citoquinas y RANKL
mediante qPCR. A su vez, se obtuvo la totalidad de linfonodos cervicales para la
deteccion de los linfocitos Th1 y Th17 mediante citometria de flujo. El hueso
maxilar se obtuvo para la cuantificacion de los niveles de resorcion 6sea alveolar

mediante micro-tomografia computarizada (uCT) y microscopia electronica de
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barrido (SEM). Finalmente, se obtuvieron muestras de maxilar completo (mucosa
palatina mas hueso maxilar) para la deteccion de osteoclastos TRAP* mediante

histoquimica.
Cuantificacion de la resorcion 6sea alveolar mediante uCT y SEM

Los huesos maxilares fueron desprovistos mecanica y quimicamente de restos de
tejido blando y luego se dividieron en dos mitades desde la linea media entre los
incisivos centrales. Una hemi-maxila se utilizé para analisis en equipo de uCT
(SkyScan 1278; Bruker, Kontich, Bélgica), mientras que la otra hemi-maxila se
utilizé para analisis mediante SEM (Jeol JSMIT300LV, Jeol Ltd, Tokio, Japon),
utilizando el protocolo previamente descrito (Monasterio y cols., 2018).

Para el analisis mediante YCT, cada hemi-maxila se posicion6 en un
soporte cilindrico para ser escaneada en los tres planos espaciales.
Posteriormente, se realizé una reconstruccion digital en 3D de las muestras
utilizando el algoritmo de Feldkamp (Feldkamp y cols., 1984) y un software de
reconstruccion (Nrecon software, Bruker, Kontich, Bélgica). Las imagenes
obtenidas en 3D se reorientaron alineando el limite amelo-cementario (LAC) del
primer molar (M1) y el tercer molar (M3) con el eje horizontal y, utilizando un
software de visualizacion (Dataviewer software, Bruker, Kontich, Bélgica), se
determind un volumen 3D de interés (VOI) estandar para realizar la medicion
volumétrica. Como parametros de referencia se utilizaron la raiz mas mesial de M1
(M/M1), la raiz mas distal de M3 (D/M3), el LAC y el apice radicular (AR).
Finalmente, mediante el uso de un software de analisis (CTan software, Bruker,
Kontich, Bélgica), se calculdé la pérdida 6sea alveolar como el porcentaje del
volumen de hueso remanente, considerando el VOI como el 100%.

Para el analisis mediante SEM, las hemi-maxilas se expusieron a peroxido

de hidrogeno al 3%, se lavaron con agua mili-Q y se fijaron durante la noche a
temperatura ambiente en una solucion de glutaraldheido al 2,5% en tampon de
cacodilato de sodio 0,1 M (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Buchs, Suiza).
Posteriormente, las muestras se lavaron tres veces con PBS, se deshidrataron en
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series ascendentes de etanol (50%, 70%, 95% y 100%) y se recubrieron con una
capa de oro hasta un espesor de 200 nm. Finalmente, se cuantificd la pérdida
O0sea mediante el uso de un microscopio electrénico de barrido, a un voltaje de
aceleracion de 20 kV. El analisis de la resorcion 6sea se realizO a una
magnificacion de x30 y se cuantificd el area de pérdida 6sea entre la superficie
mesial del primer molar maxilar y la superficie distal del tercer molar maxilar, y
entre el LAC y la cresta 6sea alveolar (COA) (Papathanasiou y cols., 2016). Todos
los datos fueron recolectados por un solo observador (FC) que era ciego a las

condiciones de las muestras de hueso maxilar.

Deteccion de osteoclastos TRAP*

Para identificar osteoclastos maduros, se analiz6 la expresion del marcador TRAP
especifico de osteoclastos mediante histoquimica. Brevemente, las muestras de
maxilar total se fijaron en formalina al 10% a pH 7,4 por 24 horas a 4°C, y luego se
desmineralizaron en EDTA al 14% (Sigma-Aldrich, San Luis, MO, EEUU) por 4
semanas. Posteriormente, se deshidrataron en series ascendentes de etanol
(50%, 70%, 95% y 100%) y finalmente fueron incluidas en parafina. Para la
identificacion de osteoclastos TRAP®, se tifieron secciones de cortes histolégicos
de 5 ym utilizando un kit de tincion de TRAP (Sigma-Aldrich, San Luis, MO,
EEUU), siguiendo las indicaciones del fabricante. Para cada condicion, se
analizaron tres secciones de maxilar en un microscopio optico (AxioStarPlus, Carl
Zeiss Co., Alemania) por un unico examinador calibrado (FC). Como control
positivo, se detectaron osteoclastos TRAP® en una muestra de granuloma

periférico de células gigantes.

Cuantificacion de citoquinas y RANKL mediante qPCR

Para asociar las potenciales diferencias en la resorcion ésea alveolar con la
respuesta inmune local, se analizaron los niveles de expresién de los mRNA de
RANKL, IFN-y, IL-1B, IL-6, IL-12, IL-17A e IL-23 mediante gPCR. Para ello, se
obtuvieron los tejidos periodontales palatinos comprendidos entre la superficie
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mesial del primer molar y la superficie distal del tercer molar. Cada una de las
muestras de tejido fueron divididas en fragmentos de aproximadamente 1 mm?,
para luego ser homogeneizadas manualmente en un vial libre de RNasas
utilizando 1 mL de TRIzol (Invitrogen Corp., Barcelona, Espafia). Posteriormente,
las muestras se incubaron durante 10 minutos a 4°C, enseguida se les agrego6 200
ML de cloroformo y se incubaron nuevamente durante 10 minutos a 4°C bajo
agitacion vigorosa e uniforme. Luego, las muestras fueron centrifugadas a 4°C
durante 20 minutos a 12.000 g y la fase acuosa se transfirid a un nuevo vial libre
de RNasas. El RNA citoplasmatico total se precipité durante 30 minutos en una
solucion de 500 pL de alcohol isopropilo y 20 pg/uL de glicégeno (Roche
Diagnostics GmbH, Manmheim, Alemania). A continuacion, las muestras se
centrifugaron nuevamente a 4°C durante 20 minutos a 12.000 g y el RNA
precipitado se lavo con 1 mL de etanol al 75%. Finalmente, el RNA purificado se
resuspendio en 10 yL de agua mili-Q libre de RNasas y se cuantificé en un
espectrofotometro (Synergy HT; Bio-Tek Instrument Inc., Winooski, VT, EEUU).

La primera hebra de cDNA se sintetizo a partir de 1ug del RNA total
utilizando un kit de transcripcion reversa (SuperScript ll; Invitrogen, Isla Grande,
NY, EEUU), segun las indicaciones del fabricante. Luego, se amplificaron 10 ng de
cDNA en un equipo de qPCR en tiempo real (StepOnePlus; Applied Biosystems,
Singapur), utilizando partidores especificos (Tabla 2) y un kit de qPCR (KAPA
SYBR Fast gPCR; KAPA Biosystems, Woburn, MA, EEUU). Las reacciones de
amplificacion se realizaron de la siguiente manera: un primer ciclo de 3 minutos a
95°C, seguido de 40 ciclos de 3 segundos a 95°C y de 30 segundos a 60°C. Para
la deteccidn de la formacién de productos no especificos y amplificacion de falsos
positivos, se realizé una curva final de denaturacion durante 15 segundos a 95°C,
1 minuto a 60°C y 15 segundos a 95°C. Como control endégeno de amplificacion,
se cuantificaron los niveles de expresion de la subunidad de rRNA 18S. Para cada

condicion, los experimentos se realizaron de manera separada y en triplicado.
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Tabla 2. Secuencia de partidores.

Partidor Forward Reverse
IL-18 agttgacggaccccaaaag tttgaagctggatgctctcat
IL-6 tgatggatgctaccaaactgg ttcatgtactccaggtagctatgg
IL-12 ccaggtgtcttagccagtcc gcagtgcaggaataatgtttca
IL-17A cagggagagcttcatctgtgt gctgagctttgagggatgat
IL-23 tgttgccctgggteacte gagcccagtcaggactgcta
[FN-y ggaggaactggcaaaaggat ttcaagacttcaaagagtctgagg
RANKL tgaagacacactacctgactcctg cccacaatgtgttgcagttc
18S rRNA gcaattattccccatgaacg gggacttaatcaacgcaagc

Deteccién de Linfocitos Th1 y Th17 mediante citometria de flujo

Para confirmar las potenciales variaciones en la respuesta inmune tipo Th1y Th17
detectadas a nivel de citoquinas, se analiz6 la deteccion de linfocitos Th1 y Th17
en los linfonodos regionales que drenan los tejidos periodontales mediante
citometria de flujo. Para ello, se analizé la doble expresion intracelular de factor de
transcripcion y citoquina representativas para los linajes de linfocitos Th1 (T-
bet/IFN-y) y Th17 (RORyt/IL-17), siguiendo un protocolo descrito anteriormente
(Dutzan y cols., 2016). Brevemente, a partir de los linfonodos cervicales, se obtuvo
una suspensidon celular total mediante fraccionamiento mecanico y posterior
separacion celular utilizando filtros de 70 um, en presencia de PBS suplementado
con suero fetal bovino al 5%. Posteriormente, las células fueron cuantificadas
utilizando un contador automatizado (Luna-lI™ Automated Cell Counter, Logos
Biosystems, Anyang, Corea). Para la identificacion de la viabilidad celular, se
utilizé un kit apropiado (Zombie UV™ Fixable Viability Kit, BioLegend, San Diego,
CA, EEUU), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Luego, se realiz6 el
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marcaje de superficie celular con los siguientes anticuerpos monoclonales: anti-
CD45 conjugado con BV 421, anti-CD3 conjugado con BV711 y anti-CD4
conjugado con APC-Cy7, y se incubaron a 4°C por 30 minutos. Para el marcaje
intracelular, las células fueron fijadas por 30 minutos a 4°C con un tampdn de
fijacion de citometria de flujo (R&D Systems, Minneapolis, MN, EEUU) y se
permeabilizaron utilizando un tampon de permeabilizacion celular (R&D Systems,
Minneapolis, MN, EEUU). Finalmente, se realizo la tincion intracelular utilizando
los siguientes anticuerpos monoclonales intracelulares: anti-T-bet conjugado con
PerCP-Cy5.5, anti-IFN-y conjugado con APC, anti-RORYyt conjugado con FITC y
anti-IL-17A conjugado con PE. El analisis celular se realizd en un equipo de
citometria de flujo (Fortessa X20, Becton Dickinson Immunocytometry Systems,
San José, CA, E.E.U.U), utilizando ventanas de adquisicion sucesivas segun las
caracteristicas FS/SS (del inglés, forward and side-scatter), viabilidad celular y los
marcadores extracelulares CD45 (leucocitos), CD3 (linfocitos) y CD4 (linfocitos T
colaboradores). Para determinar las poblaciones celulares negativas, se utilizaron
anticuerpos control de isotipos. Para cada animal, los experimentos fueron

realizados por separado.
Analisis de datos

Los datos de resorcion 6sea alveolar se expresan como porcentaje (WCT) y en pym?
(SEM) y se presentan como media + SD (Monasterio y cols., 2018). El porcentaje
de resorcion Osea alveolar se calculd usando la formula: %RO=1-(volumen de
fraccion Osealregion de interés)x100. Los datos de expresion de citoquinas y
RANKL se analizaron utilizando un software de qPCR (StepOne 2.2.2 software,
Applied Biosystems Singapur), normalizando la expresion de los mRNA
detectados a los niveles de expresion de rRNA 18S usando el método 224!, Los
datos de citometria de flujo se analizaron utilizando un software especifico de
citometria (WinMDi 2.9 software, The Scripps Research Institute, La Jolla, CA,
EEUU) y se presentan como porcentaje de la media + SD y numero de células
doble positivas. Los datos fueron analizados estadisticamente (SPSS 22.0
software, IBM Corp., Armonk, Nueva York), la normalidad de la distribucién de los
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datos se determind utilizando el test de Kolmogorov-Smirnov y para determinar las
diferencias entre los grupos se utilizé el test ANOVA y post-hoc de Bonferroni.
Mediante el test x> se determinaron las diferencias en los niveles de doble
expresion de citoquinas y factores de transcripcion analizados mediante citometria
de flujo. Los coeficientes de correlaciéon fueron obtenidos utilizando el test de
Pearson. Se considero estadisticamente significativo un valor de p <0,05.

7. RESULTADOS
Resorcidon ésea periodontal

Los niveles de resorcion Osea alveolar periodontal en las hemi-maxilas de los
animales infectados con las distintas cepas de P. gingivalis fueron cuantificados
mediante yCT y SEM. En el analisis por uCT se detecté un menor porcentaje de
resorcion Osea alveolar en las lesiones periodontales inducidas con las cepas
mutantes GPA o GPC en comparacion a las inducidas con la cepa silvestre W50
(K1) de P. gingivalis (Figura 1A'y 2). Se obtuvo un resultado similar en el analisis
mediante SEM, ya que el area de pérdida 6sea entre la superficie mesial de M/M1
y la superficie distal de D/M3, y entre el LAC y la COA, fueron menores en las
lesiones periodontales inducidas por las cepas mutantes GPA o GPC en
comparacion a las causadas por la cepa W50 (K1) de P. gingivalis (Figura 1B).
Estos menores niveles de resorcion oOsea alveolar inducidos por las cepas
mutantes GPA o GPC fueron similares a los observados en las lesiones
periodontales provocadas por la cepa no capsular (K) de P. gingivalis, tanto en el
analisis mediante uyCT como SEM. Por otra parte, en las lesiones periodontales
inducidas por las cepas W50 (K1) y HG184 (K2) de P. gingivalis, se detectaron
niveles similares de resorcion ésea alveolar periodontal, ademas, ambos niveles
de resorcidn o6sea alveolar fueron mayores a los inducidos por los las otras cepas

bacterianas utilizadas en el estudio.
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Figura 1. Niveles de resorcion 6sea alveolar periodontal. A) Porcentaje de
resorcion ésea alveolar periodontal cuantificado mediante uCT en hemi-maxilares
de animales infectados mediante inoculacion oral con 1x10° UFC/mL de las
distintas cepas de P. gingivalis. Los datos se expresan en porcentaje y se
muestran como media + SD a partir de 10 experimentos independientes. B) Area
de resorcion Osea alveolar periodontal cuantificada mediante SEM en hemi-
maxilares de animales infectados mediante inoculacion oral con 1x10° UFC/mL de
las distintas cepas de P. gingivalis. Los datos se expresan en pm?y se muestran
como media + SD a partir de 7 experimentos independientes. *p <0,001. W50:
serotipo K1 silvestre; HG184: serotipo K2 silvestre; GPA: cepa mutante APG0109-
PG0118; GPC: cepa mutante APG0109-PG0118; K": cepa silvestre ATCC 33277
sin capsula; Sham: condicién con el vehiculo PBS.

Figura 2. Imagenes 3D de la resorcion 6sea alveolar periodontal. Imagenes
3D representativas del analisis mediante yCT de hemi-maxilares de animales
infectados mediante inoculacién oral con las distintas cepas de P. gingivalis.
W50: serotipo K1 silvestre; HG184: serotipo K2 silvestre; GPA: cepa mutante
APG0109-PG0118; GPC: cepa mutante APG0109-PG0118; K': cepa silvestre
ATCC 33277 sin capsula; Sham: condicion con el vehiculo PBS.
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Deteccion de osteoclastos TRAP® en las lesiones periodontales

experimentales

Mediante histoquimica, en las lesiones periodontales experimentales inducidas
con las distintas cepas de P. gingivalis se realizé la deteccion de células que
expresan el marcador TRAP especifico de osteoclastos en todas las condiciones
experimentales (Figura 3). Se observo una menor cantidad de osteoclastos TRAP*
en los animales infectados con las cepas mutantes GPA o GPC en comparacién a
los infectados con la cepa silvestre W50 (K1) de P. gingivalis. En cambio, la
deteccion de osteoclastos TRAP® en los animales infectados con la cepa no
capsular (K') de P. gingivalis fue similar a la observada en los animales infectados
con las cepas mutantes GPA o GPC. Por ultimo, la deteccion de osteoclastos
TRAP” fue similar entre los animales infectados con la cepa W50 (K1) y HG184
(K2) de P. gingivalis. Por ultimo, se detectdé una escasa presencia de osteoclastos
TRAP™ en los animales inoculados con el vehiculo PBS.
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Figura 3. Deteccion de osteoclastos TRAP'. Deteccion mediante histoquimica
de células que expresan el marcador TRAP especifico de osteoclastos (flechas)
en lesiones periodontales de animales infectados mediante inoculacion oral con
1x10° UFC /mL de las distintas cepas de P. gingivalis. W50: serotipo K1 silvestre;
HG184: serotipo K2 silvestre; GPA: cepa mutante APG0109-PG0118; GPC: cepa
mutante APG0109-PG0118; K™: cepa silvestre ATCC 33277 sin capsula; Sham:
condicion con el vehiculo PBS.
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Expresioén de citoquinas en las lesiones periodontales experimentales

En las lesiones periodontales experimentales inducidas mediante inoculacion oral
con las cepas W50 (K1), GPA (APG0116-PG0120), GPC (APG0109-PG0118),
HG184 (K2) y ATCC 33277 (K') de P. gingivalis, se cuantificaron los niveles de
expresion de mRNA de las citoquinas de los perfiles linfocitarios Th1 (IFN-y, IL-13
e IL-12) y Th17 (IL-6, IL-17A e IL-23) mediante gPCR (Figura 4). Se detectaron
menores niveles de expresion de las citoquinas IFN-y, IL-13, IL-6, IL-12, IL-17A e
IL-23 en las infecciones periodontales inducidas con las cepas mutantes GPA y
GPC de P. gingivalis, en comparacion a las inducidas con la cepa silvestre W50
(K1). Ademas, estos menores niveles de expresion de las citoquinas provocados
por las cepas mutantes GPA y GPC fueron similares a los inducidos por la cepa no
capsular (K') de P. gingivalis. Por otro lado, en ratones infectados con las cepas
W50 (K1) y HG184 (K2) se observaron mayores niveles de expresion de las

citoquinas analizadas.
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Figura 4. Niveles de expresion de citoquinas de los perfiles linfocitarios Th1
y Th17 en las lesiones periodontales experimentales. Analisis mediante gPCR
de los niveles de expresion de los mRNA de las citoquinas IFN-y, IL-1B, IL-6, IL-
17A e IL-23 en lesiones periodontales inducidas en animales de experimentacion
mediante inoculacién oral con 1x10° UFC/mL de las distintas cepas de P.
gingivalis. Como referencia para los niveles de expresion relativa, se considero
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como valor 1 a la expresibn de mRNA para cada citoquina en animales no
inducidos (n.i). Los datos se expresan como niveles de expresion relativa de
MRNA y se muestran como media + SD a partir de 10 experimentos
independientes. Cada experimento se realizé6 en duplicado. *p <0,001. W50:
serotipo K1 silvestre; HG184: serotipo K2 silvestre; GPA: cepa mutante APG0109-
PG0118; GPC: cepa mutante APG0109-PG0118; K": cepa silvestre ATCC 33277
sin capsula; Sham: condicidén con el vehiculo PBS; n.i: no inducido.

Expresion de RANKL en las lesiones periodontales experimentales

En las lesiones periodontales experimentales inducidas mediante inoculacion oral
con las cepas W50 (K1), GPA (APG0116-PG0120), GPC (APG0109-PG0118),
HG184 (K2) y ATCC 33277 (K') de P. gingivalis se cuantificaron los niveles de
expresion de mRNA del factor pro-resorcion 6sea RANKL mediante qPCR (Figura
5). En las infecciones periodontales inducidas por las cepas mutantes GPA y GPC
de P. gingivalis, se detectaron menores niveles de expresién de RANKL en
comparacion a las infecciones periodontales inducidas con la cepa W50 (K1) de P.
gingivalis, mientras que en las lesiones periodontales causadas por la cepa no
capsular (K) de P. gingivalis se observaron niveles similares de expresion de
RANKL en comparacion a los inducidos por las cepas mutantes GPA y GPC. Por
otro lado, se obtuvo una expresion similar de RANKL entre las lesiones

periodontales provocadas por las cepas W50 (K1) y HG184 (K2).
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Figura 5. Niveles de expresion de RANKL en las lesiones periodontales
experimentales. Analisis mediante qPCR de los niveles de expresion de mRNA
de RANKL en lesiones periodontales inducidas en animales de experimentacion
mediante inoculacién oral con 1x10° UFC/mL de las distintas cepas de P.
gingivalis. Como referencia para los niveles de expresion relativa, se considero
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como valor 1 a la expresion de mRNA de RANKL en animales no inducidos. Los
datos se expresan como niveles de expresion relativa de mRNA y se muestran
como media £ SD a partir de 10 experimentos independientes. Cada experimento
se realiz6 en duplicado. *p <0,001. W50: serotipo K1 silvestre; HG184: serotipo K2
silvestre; GPA: cepa mutante APG0109-PG0118; GPC: cepa mutante APG0109-
PG0118; K" cepa silvestre ATCC 33277 sin capsula; Sham: condicion con el
vehiculo PBS; n.i: no inducido.

Correlacion entre los niveles de expresion de citoquinas y RANKL

A partir de los datos obtenidos mediante qPCR, se calculo el coeficiente de
correlacion de Pearson (r) entre los niveles de expresion de mRNA de RANKL y
los niveles de expresion de mRNA de las citoquinas del perfil linfocitario Th17 (IL-
6, IL-17A e IL-23) (Figura 6), con el objetivo de establecer si los cambios descritos
en la expresion de RANKL se asocian a la produccion de citoquinas de cada
fenotipo linfocitario. En las lesiones periodontales experimentales inducidas con
las cepas del serotipo K1 de P. gingivalis y sus mutantes isogénicas GPA y GPC,
se detectd una correlacion positiva y significativa entre los niveles de expresion de
RANKL vy las citoquinas analizadas del perfil linfocitario Th17. Estos resultados
sugieren que los cambios en los niveles de expresion de RANKL se asocian con la
funcién de los linfocitos Th17.

Deteccion de linfocitos Th1 y Th17 en linfonodos cervicales

La asociacion entre los fenotipos linfocitarios Th1 y Th17 y la secrecion de sus
citoquinas caracteristicas fue evaluada mediante citometria de flujo (Figura 7). A
partir de los linfonodos cervicales que drenan las lesiones periodontales inducidas
con las distintas cepas de P. gingivalis, en células vivas CD45°CD3'CD4", se
realizd la deteccion de las subpoblaciones linfocitarias efectoras Th1 y Th17
analizando los niveles de expresion intracelular de T-bet/IFN-y (factor de
transcripcion y citoquina caracteristica del fenotipo linfocitario Th1) y RORyt/IL-17

(factor de transcripcion y citoquina caracteristica del fenotipo linfocitario Th17).
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Figura 6. Correlacion entre los niveles de expresion de citoquinas y RANKL.
Analisis de la correlacion entre los niveles expresion del mRNA de las citoquinas
IL-6, IL-17A e IL-23 y los niveles de expresion de mRNA de RANKL en las
lesiones periodontales inducidas en animales de experimentacion mediante
inoculacion oral con las cepas W50 (K1), GPA (APG0116-PG0120) y GPC
(APGO0109-PG0118) de P. gingivalis. Los coeficientes de correlacion de Pearson
(r) fueron calculados a partir de 7 experimentos independientes. *p <0,001, Tp
<0,01y *p <0,05.

Cuando las infecciones periodontales fueron inducidas con las cepas mutantes
GPA o GPC, en los linfonodos cervicales se detectdé un menor numero de linfocitos
Th1 CD45'CD3'CD4"/Tbet’IFN-y* y Th17 CD45°CD3'CD4'/RORVt'IL-17" en
comparacion a las infecciones periodontales inducidas con la cepa W50 (K1) de P.
gingivalis. Ademas, en las infecciones periodontales inducidas por la cepa no
capsular (K') de P. gingivalis los niveles de linfocitos Th1y Th17 fueron similares a

los detectados en las lesiones periodontales inducidas con las cepas mutantes
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GPA o GPC. Por otro lado, en las lesiones periodontales inducidas por las cepas
W50 (K1) y HG184 (K2) de P. gingivalis se observaron niveles similares de
linfocitos Th1y Th17.
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Figura 7. Deteccion de linfocitos Th1 y Th17 en linfonodos cervicales.
Analisis mediante citometria de flujo del doble marcaje intracelular de T-bet/IFN-y
y RORyt/IL-17 que evidencia la presencia de linfocitos Th1 secretores de IFN-y y
de linfocitos Th17 secretores de IL-17 en los linfonodos cervicales que drenan las
lesiones periodontales inducidas en animales de experimentacion mediante
inoculacion oral con 1x10° UFC de las distintas cepas de P. gingivalis. A partir de
10 experimentos independientes, los datos de citometria de flujo se representaron
como porcentaje promedio + SD de células vivas doble positivas sobre el total de
células CD45°CD3'CD4" analizadas en cada condicién experimental. Cada
experimento fue realizado en duplicado. *p <0,001 y Tp <0,01. W50: serotipo K1
silvestre; HG184: serotipo K2 silvestre; GPA: cepa mutante APG0109-PG0118;
GPC: cepa mutante APG0109-PG0118; K" cepa silvestre ATCC 33277 sin
capsula; Sham: condicién con el vehiculo PBS.
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8. DISCUSION

La capsula extracelular de P. gingivalis constituye un factor de virulencia
fundamental en la invasion de los tejidos del hospedero y evasion de su respuesta
inmune (Holt y cols., 1999; Aduse-Opoku y cols., 2006). Ademas, durante la
periodontitis actua como inmundgeno activando la respuesta inmuno-inflamatoria y
osteodestructiva a nivel periodontal (Moutsopoulos y cols., 2012; Vernal, Diaz-
Guerra, y cols., 2014; Vernal, Diaz-Zuniga, y cols., 2014). En este estudio se
analizé el rol de la capsula extracelular de P. gingivalis en un modelo experimental
de periodontitis y sus efectos en la respuesta inmune local tipo Th1y Th17, en los
niveles de actividad osteoclastica y en la resorcion 6sea alveolar periodontal. Los
resultados indican que en las lesiones periodontales experimentales las cepas
mutantes isogeénicas construidas a partir de la cepa W50 de P. gingivalis,
caracterizadas por carecer de capsula extracelular, inducen menores niveles de
expresion de citoquinas pro-inflamatorias de los perfiles linfocitarios Th1 (pro-
inflamatorio) y Th17 (osteodestructivo), en comparacion a la cepa silvestre.
Ademas, inducen menos niveles de RANKL, deteccion de osteoclastos TRAP" y
resorcion osea alveolar periodontal. Finalmente, en los linfonodos cervicales que
drenan los tejidos periodontales infectados, inducen menor presencia de linfocitos
Th1y Th17.

Las diferencias observadas en relacién a la capacidad inmuno-estimulatoria
entre los distintos serotipos capsulares y entre las cepas capsulares y no
capsulares de P. gingivalis analizadas en este estudio podrian deberse, al menos
en parte, a las diferencias en la composicion de los polisacaridos capsulares. La
publicacion de la secuencia gendmica completa de la cepa W83 (serotipo K1) de
P. gingivalis permitio revelar cuatro posibles loci para la biosintesis de la capsula
extracelular (Nelson y cols., 2003). Estudios posteriores permitieron determinar,
mediante analisis y comparacion del genoma completo de las cepas W83 y ATCC
33277 (serotipo K'), que la cepa ATCC 33277 carece del locus PG0106-PG0120,
el cual se ha vinculado con la sintesis de los polisacaridos capsulares de la cepa
W83 (T. Chen y cols., 2004). La evidencia experimental que permitid establecer el
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locus de la biosintesis de los polisacaridos capsulares de P. gingivalis surgio del
estudio de Aduse-Opoku y cols. en el cual, mediante mutagénesis por delecion, se
crearon mutantes isogénicas del serotipo K1 que carecian de varios genes del
locus PG0106-PG0120. Estas mutantes no poseen capsula extracelular ni
evidencian reactividad al suero anti-K1 (Aduse-Opoku y cols., 2006), motivo por el
cual fueron utilizadas en el presente estudio. Ademas, mediante analisis de los
polimorfismos del locus PG0106-PG0120, se demostré que existe una variacion
significativa de este locus entre los distintos serotipos capsulares de P. gingivalis;
sin embargo, entre las distintas cepas bacterianas pertenecientes al serotipo K1,
tal como W50, el locus PG0106-PG0120 es altamente conservado (Aduse-Opoku
y cols., 2006; Brunner y cols., 2008; Brunner, Wittink, y cols., 2010). Estas
variaciones genéticas en el locus de la biosintesis de la capsula extracelular entre
los distintos serotipos capsulares de P. gingivalis podrian explicar la variacidén en
la composicidén de los polisacaridos capsulares que la constituyen, como también,

las diferencias en el potencial inmunogénico entre los distintos serotipos.

En los tejidos periodontales, el eje RANKL/RANK/OPG esta involucrado
directamente en la regulacion de la remodelacion del hueso alveolar en
condiciones fisioldgicas y patologicas (Hasegawa y cols., 2002), como por
ejemplo, en la odontogénesis (Ohazama y cols., 2004), en la resorcion Osea
alveolar durante la erupcion de la denticion definitiva (Wise y cols., 2002), en la
reabsorcion radicular fisiologica de la denticion decidua (Lossdorfer y cols., 2002),
en la destruccidon del hueso alveolar en granulomas periapicales (Vernal,
Dezerega, y cols., 2006) y durante la periodontitis (Teng y cols., 2000; Taubman y
Kawai, 2001; Crotti y cols., 2003; Liu y cols., 2003; Mogi y cols., 2004; Vernal y
cols., 2004). En la periodontitis, se ha establecido que existe un incremento en los
niveles de RANKL en los tejidos periodontales (Liu y cols., 2003; Vernal y cols.,
2004; Vernal, Dutzan, y cols., 2006; Han y cols., 2013), el que a su vez induce una
mayor actividad de los osteoclastos locales al favorecer su diferenciacion vy
activacion a partir los precursores celulares de la linea de los monocitos (Baron,
1989; Teitelbaum, 2007; Hienz y cols.,, 2015). Este incremento en la
osteoclastogénesis mediada por RANKL lleva a un aumento en la resorcion osea
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alveolar, causando finalmente la pérdida insercion periodontal que se revela
clinicamente (McCauley y Nohutcu, 2002; Nagasawa y cols., 2007; Hienz y cols.,
2015).

Diversos estudios sefialan a los linfocitos Th1 y Th17 como los principales
responsables del aumento en los niveles de RANKL en los tejidos periodontales
afectados de periodontitis (Taubman y cols., 2001; Vernal, Dutzan, y cols., 2006;
Han y cols., 2007; Vernal y Garcia-Sanz, 2008; Cheng y cols., 2014). Los linfocitos
Th17 secretan directamente RANKL (Vernal, Dutzan, y cols., 2006; Vernal y
Garcia-Sanz, 2008; Cheng y cols., 2014). Ademas, mediante la secrecion de IL-
17A, los linfocitos Th17 inducen la activacion de otras células secretoras de
RANKL, como por ejemplo, osteoblastos, fibroblastos y macréfagos (Yasuda y
cols., 1998; Sato y cols., 2006; Vernal, Dutzan, y cols., 2006; Vernal y Garcia-
Sanz, 2008; Cheng y cols., 2014). Por su parte, los linfocitos Th1 estimulan
indirectamente la actividad de los osteoclastos al inducir la expresion de RANKL
en osteoblastos y en linfocitos Th17, mediante la secrecion de sus citoquinas pro-
inflamatorias IL-13, IL-12 y TNF-a (Boyle y cols., 2003; Dong, 2006; Weaver y
cols., 2006; Vernal, Diaz-Guerra, y cols., 2014). En el presente estudio, las cepas
mutantes isogénicas de P. gingivalis carentes de capsula extracelular, en
comparacion a las cepas K1 y K2, inducen una menor respuesta Th1 y Th17 en
los tejidos periodontales infectados. Ademas, la menor deteccion de osteoclastos
TRAP® en las lesiones periodontales inducidas por estas mutantes podria
asociarse a los menores niveles de RANKL detectados en dichas lesiones, como
consecuencia directa e indirecta de la disminucion en la funcion Th1 y Th17.
Segun lo expuesto anteriormente y de acuerdo a los resultados obtenidos en esta
investigacion, la presencia de una cepa capsular de P. gingivalis en la placa
bacteriana subgingival, en especial del serotipo K1, podria asociarse al desarrollo
de lesiones periodontales mas severas debido al aumento en la respuesta
linfocitaria Th1 y Th17 en los tejidos periodontales afectados, lo que a su vez
determina la mayor produccion local de RANKL y la subsecuente resorcion osea
alveolar periodontal.

36



Diversos estudios han evidenciado la patogenicidad de la capsula
extracelular de P. gingivalis. Estos estudios han involucrado la utilizacion de
serotipos capsulares genéticamente distintos y su inoculacidn en ambientes
extraorales (Grenier y Mayrand, 1987; Neiders y cols., 1989; Laine y cols., 1998).
Sumado a lo anterior, los resultados de diversas investigaciones permiten
especular que el mayor potencial patogénico de este factor de virulencia podria
deberse a su capacidad de modular la respuesta inmune en el hospedero (Grenier
y Mayrand, 1987; Neiders y cols., 1989; Laine y cols., 1998; Vernal y cols., 2009;
Kunnen y cols., 2012; Vernal, Diaz-Guerra, y cols., 2014). Al respecto, en células
dendriticas estimuladas con los distintos serotipos capsulares y con cepas no
capsulares de P. gingivalis, se detectdé una mayor expresiéon de citoquinas del
perfil linfocitario Th1 en presencia del serotipo K1 y K2 (Vernal y cols., 2009). Del
mismo modo, en monocitos que fueron estimulados con la cepa capsular K1 de P.
gingivalis se observo un aumento en los niveles de expresion de las citoquinas IL-
1B, TNF-q, IL-6, IL-10 e IL-12, en comparacién a monocitos inducidos con la cepa
no capsular K de P. gingivalis, ademas se estableci6 que el aumento en los
niveles de dichas citoquinas no se correlacioné al efecto del lipopolisacarido
bacteriano (Kunnen y cols., 2012). Asimismo, linfocitos T estimulados con células
dendriticas autélogas expuestas a los serotipos K1 y K2 de P. gingivalis
expresaron mayores niveles de citoquinas y factores de transcripcion de los
perfiles linfocitarios Th1 y Th17, en comparacién a las mismas células estimuladas
con cepas no capsulares (Vernal, Diaz-Guerra, y cols., 2014). Por otro lado,
estudios recientes han asociado la presencia de la capsula extracelular de P.
gingivalis con una mayor resorcion 6sea alveolar durante la periodontitis, ya que
en un modelo murino de esta patologia se demostré que en infecciones
periodontales mixtas de Fusobacterium nucleatum con una cepa capsular de P.
gingivalis (serotipo K5) aument6 el nivel de resorcion o&sea alveolar en
comparacion a infecciones periodontales mixtas de F. nucleatum con una cepa no
capsular (K’) (Polak y cols., 2017). Mientras que en lesiones periodontales
experimentales inducidas en animales infectados con la cepa capsular A7A1-28
(serotipo K3) de P. gingivalis, se indujo una mayor resorcion ésea alveolar, a

diferencia de las infecciones inducidas con cepas carentes de capsula extracelular
37



(W381 y ATCC 33277) (Wilensky y cols., 2009). Es importante destacar que todos
estos estudios involucraron la comparacion entre cepas bacterianas de P.
gingivalis genéticamente diferentes. En consecuencia, los efectos que se atribuyen
a los serotipos capsulares podrian ser en realidad debido a estas variaciones
genéticas y no necesariamente producto de la presencia o ausencia de capsula
extracelular. Por lo anterior, nuestro estudio involucrd la utilizacion de una cepa
bacteriana capsular silvestre y dos mutantes isogénicas carentes de capsula

extracelular.

La presente investigacion, es la primera en analizar el rol de la capsula
extracelular de P. gingivalis en la respuesta linfocitaria Th1 y Th17 y en la
resorcion Osea alveolar in vivo, utilizando 2 cepas mutantes isogénicas del
serotipo K1 de P. gingivalis carentes de capsula extracelular en un modelo murino
de periodontitis. Los resultados obtenidos indican variaciones cuantitativamente
significativas en el patron de respuesta inmune tipo Th1 y Th17 al comparar la
cepa capsular silvestre W50 de P. gingivalis y sus mutantes isogénicas carentes
de capsula extracelular. En conjunto, estos datos nos permiten explicar en parte la
variabilidad en la inmunogenicidad y virulencia entre las cepas capsulares y no
capsulares de P. gingivalis, como también ratificar el mayor potencial patogénico
de las cepas capsulares analizadas. En este sentido, nuestros resultados
contribuyen a explicar, desde un punto de vista osteo-inmunologico, el rol de la
capsula extracelular de P. gingivalis en el inicio y progresion de la periodontitis.

Segun el reciente modelo de etiopatogenia de la periodontitis postulado por
Hajishengallis y cols., el inicio de la enfermedad se debe a la disbiosis de las
comunidades microbianas que componen la biopelicula subgingival. Esta disbiosis
seria inducida por la presencia de patégenos claves como P. gingivalis
(Hajishengallis, Darveau, y cols., 2012). El concepto de patéogeno clave hace
referencia a aquellos microorganismos patdogenos que se encuentran en baja
abundancia en una comunidad microbiana; sin embargo, tienen la capacidad
modular enfermedades inflamatorias mediante la transformacion de la microbiota
benigna simbidtica en una microbiota disbidtica asociada a enfermedad

(Hajishengallis, Darveau, y cols., 2012; Hajishengallis y Lamont, 2012). En este
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sentido, P. gingivalis es considerado un patdgeno clave en la periodontitis, ya que
en la biopelicula subgingival de sitios asociados a periodontitis su abundancia es
baja (Moore y cols., 1982) y a pesar de ello, es capaz de alterar la respuesta
inmune del hospedero y causar cambios en la composicion de la microbiota
periodontal simbidtica. Esto provoca un estado de disbiosis microbiana que induce
una respuesta inmuno-inflamatoria y osteodestructiva en los tejidos periodontales
(Hajishengallis y cols., 2011). Los efectos de P. gingivalis como patégeno clave
podrian ejercerse tanto por la modulacién de la respuesta inmune del hospedero
como por el efecto de sinergia bacteriana que provoca en las comunidades
microbianas la biopelicula subgingival (Hajishengallis y Lamont, 2012). En ambos
casos, estos efectos dependen de la presencia en la bacteria de sus factores de
virulencia (Hajishengallis y cols., 2011; Hajishengallis, Darveau, y cols., 2012). A
pesar de lo anteriormente sefialado, diversos estudios han establecido que P.
gingivalis puede aislarse desde la biopelicula de sitios asociados a salud
periodontal (Haffajee y cols., 1998; Ximenez-Fyvie y cols., 2000; Mayanagi y cols.,
2004; Diaz y cols., 2006). Estos antecedentes permiten plantear la pregunta de por
qué su presencia no siempre se asocia al desarrollo de la patologia. La explicacion
a esta interrogante podria implicar variaciones en el estado del sistema
inmunologico del hospedero y/o variaciones en la proporcion relativa de sus
distintas formas serotipicas presentes y que afecten su rol como patégeno clave
integral durante la periodontitis (Hajishengallis, Darveau, y cols., 2012).
Considerando esto, una arista interesante por explorar es el rol de la capsula
extracelular de P. gingivalis en el contexto de una comunidad microbiana
periodontal simbidtica. Esto permitiria evaluar si la ausencia de este factor de
virulencia atenua el efecto disruptor de P. gingivalis en el equilibrio de las
comunidades microbianas de la biopelicula periodontal. Del mismo modo, se
podria analizar si las mutantes isogénicas del serotipo K1 de P. gingivalis carentes
de capsula extracelular compiten por el nicho ecolégico con los serotipos
capsulares silvestres. A partir de estos resultados, se podrian proyectar nuevas
estrategias terapéuticas centradas en la creacion de probidticos con las mutantes
isogénicas carentes de capsula extracelular. De esta manera, se podria

reemplazar en el nicho ecolégico especifico y asi modular la respuesta inmuno-
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inflamatoria y osteodestructiva caracteristica de la periodontitis (Alanzi y cols.,
2018; Bustamante y cols., 2019).

Finalmente, considerando la relevancia clinica de la presencia del serotipo
K1 en la biopelicula subgingival, los resultados del presente estudio permiten
proyectar nuevos enfoques en el diagnostico microbiolégico periodontal orientados
a la creacion de herramientas diagndsticas que permitan identificar
particularmente la presencia de los distintos serotipos capsulares de P. gingivalis
en la placa bacteriana subgingival (Brunner y cols., 2008).
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9. CONCLUSIONES

1. En las lesiones periodontales experimentales, las cepas mutantes
isogénicas de P. gingivalis carentes de capsula extracelular inducen menores
niveles de expresidon de citoquinas asociadas a un patrén de respuesta inmune

tipo Th1y Th17, en comparacién a la cepa bacteriana silvestre.

2. En las lesiones periodontales experimentales, las cepas mutantes
isogénicas de P. gingivalis carentes de capsula extracelular inducen menores

niveles de expresion RANKL, en comparacion a la cepa bacteriana silvestre.

3. Los niveles de expresién de las citoquinas de los perfiles linfocitarios Th1
y Th17 en las lesiones periodontales inducidas por las cepas mutantes isogénicas
de P. gingivalis carentes de capsula extracelular o la cepa bacteriana silvestre se
correlacionan positivamente con los niveles de expresion de RANKL.

4. En las lesiones periodontales experimentales se detect6 una menor
cantidad de osteoclastos TRAP" cuando las infecciones periodontales fueron
inducidas con las cepas mutantes isogénicas de P. gingivalis carentes de capsula

extracelular, en comparacion a la cepa bacteriana silvestre.

5. En las lesiones periodontales experimentales se detect6 una menor
resorcion Osea alveolar periodontal cuando las infecciones periodontales fueron
inducidas con las cepas mutantes isogénicas de P. gingivalis carentes de capsula

extracelular, en comparacion a la cepa bacteriana silvestre.

6. En linfonodos cervicales que drenan las infecciones periodontales se
detectd una menor cantidad de linfocitos Th1 y Th17 cuando las infecciones
periodontales fueron inducidas con las cepas mutantes isogénicas de P. gingivalis

carentes de capsula extracelular, en comparacion a la cepa bacteriana silvestre.

7. La capsula extracelular de P. gingivalis tiene un rol en la resorcion osea
alveolar durante la periodontitis, y ésta pérdida ésea se asocia a un patrén de
respuesta linfocitaria tipo Th1y Th17.
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