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|.- RESUMEN:

Introduccion: La periodontitis apical es una condicidn osteolitica inflamatoria-infecciosa que afecta al
periodonto apical. Si bien, Porphyromonas endodontalis es un patdgeno clave, definido en base a su
prevalencia y factores de virulencia, se desconoce el efecto del &cido desoxirribonucleico (ADN) de
Porphyromonas endodontalis en la respuesta inflamatoria mediada por Porphyromonas endodontalis,
asi como los receptores involucrados en su reconocimiento y la posible interaccién potencial entre

ellos.

Objetivo: Evaluar in vitro si el ADN de P. endodontalis induce una respuesta proinflamatoria

mediada por TLR-9 en macrdfagos humanos.

Metodologia: Macrofagos diferenciados de monocitos humanos de linea THP-1 fueron
estimulados con ADN (100 ug ml™') de aislado clinico endoddntico o una cepa de referencia de
Porphyromonas endodontalis. Se determiné la expresion génica de TNF-a , IL-1p, 1L-6, 1L-12, IL-10,
y TLR-9, -2 y -4 por RT g-PCR. Los niveles de activacion de NF-kB se determinaron mediante la
fosforilacion de la subunidad p65 por Inmuno Western blot y su traslocacion al ndcleo, usando
inmunofluorescencia. Finalmente se evalu6 la participacion de TLR-9, 2 y 4 mediante el uso de un
inhibidor de TLR-9 (ODN INH-18; 1 uM) y un inhibidor de TLR-2 y 4 (OXPAPC; 30 ug ml!). Como
control negativo se utilizaron células sin estimular expuestas a medio sin ADN de P. endodontalis .
Como control positivo se utilizd un agonista de TLR-9 (ODN 2006; 2,5 uM). Cada experimento se
realizd 3 veces y en triplicado. El analisis estadistico de los resultados se realiz6 por la prueba de

ANOVA o Kruskal-Wallis segun la distribucion de los datos.

Resultados: Los macrofagos estimulados con ADN de la cepa de referencia P. endodontalis ATCC
35406 indujeron aumento de mMRNA de TNF-a ¢ IL-6, mientras que el aislado clinico indujo aumentos
de mRNA de TNF-a, IL-1pB, IL-6 e IL-10 por encima del control sin estimular. Respecto de la

participacion de TLR-9 en la respuesta inflamatoria inducida por el ADN de P. endodontalis, si bien no



se observaron cambios en los niveles de mRNA de TLR-9, el ADN de P. endodontalis indujo la
activacion de NF-kB via TLR-9, la que fue méas marcada para el aislado clinico. Ademas, existio
participacion de TLR-9 en la expresion génica de IL-6 por ADN de ATCC 35406 y del aislado clinico
de P. endodontalis. Nuestros resultados sugieren también la participacion TLR-2 y 4 en la respuesta
inducida por ADN de P. endodontalis, lo que se evidencio en la disminucion de la expresion de TNF-a,

IL-1P e IL-6 al inhibir estos receptores.

Conclusién: EI ADN de P. endodontalis induce una respuesta proinflamatoria mediada por TLR-9 y

sefializacion via NF-kB, e involucraria la participacion de TLR-2 y/o 4 en macréfagos humanos.



ABSTRACT:

Introduction: Apical periodontitis is an inflammatory-infectious osteolytic condition affecting the
apical periodontium. Although Porphyromonas endodontalis is a key pathogen, defined on the basis of
its prevalence and virulence factors, the effect of Porphyromonas endodontalis deoxyribonucleic acid
(DNA) on the Porphyromonas endodontalis-mediated inflammatory response is unknown, as well as

the receptors involved in its recognition and the possible potential interaction between them.

Methodology: Macrophages differentiated from human monocytes of line THP-1 were stimulated with
DNA (100 pg ml-1) of endodontic clinical isolate or a reference strain of Porphyromonas endodontalis.
Gene expression of TNF-a, IL-1pB, IL-6, IL-12, IL-10, and TLR-9, -2 and -4 was determined by RT g-
PCR. NF-kB activation levels were determined by phosphorylation of the p65 subunit by Immuno
Western blot and its translocation to the nucleus using immunofluorescence. Finally, the involvement
of TLR-9, 2 and 4 was evaluated by using TLR-9 inhibitor (ODN INH-18; 1 uM) and TLR-2 and 4
inhibitor (OxPAPC; 30 pg ml-1). Unstimulated cells exposed to P. endodontalis DNA-free medium
were used as a negative control. A TLR-9 agonist (ODN 2006; 2.5 uM) was used as a positive control.
Each experiment was performed 3 times and in triplicate. Statistical analysis of the results was

performed by ANOVA or Kruskal-Wallis test according to the distribution of the data.

Results: Macrophages stimulated with DNA from the reference strain P. endodontalis ATCC 35406
induced increases in TNF-a and IL-6 mRNA, whereas the clinical isolate induced increases in TNF-a,
IL-1pB, IL-6 and IL-10 mRNA above the unstimulated control. Regarding the involvement of TLR-9 in
the inflammatory response induced by P. endodontalis DNA, although no changes in TLR-9 mRNA
levels were observed, P. endodontalis DNA induced NF-kB activation via TLR-9, which was more
marked for the clinical isolate. In addition, there was TLR-9 involvement in IL-6 gene expression by

ATCC 35406 DNA and the clinical isolate of P. endodontalis. Our results also suggest TLR-2 and 4



involvement in the DNA-induced response of P. endodontalis, which was evidenced by decreased

expression of TNF-a, IL-1p and IL-6 upon inhibition of these receptors.

Conclusion: P. endodontalis DNA induces a proinflammatory response mediated by TLR-9 and NF-

kB signaling, and would involve the participation of TLR-2 and/or 4 in human macrophages.



ILINTRODUCCION:

11.1. Periodontitis Apical.

La periodontitis apical (PA) corresponde a una enfermedad de origen dentario altamente prevalente y
representa una de las principales causas de pérdida de dientes por urgencia odontoldgica ambulatoria en
Chile (MINSAL, 2011). La PA es una condicion osteolitica inflamatoria e infecciosa que afecta al
periodonto apical, dependiendo de la respuesta inmunitaria del hospedero a los consorcios bacterianos
dominados por bacterias Gram negativo anaerobias del sistema de canales radiculares (SCR) y sus
respectivos subproductos, puede considerarse como una enfermedad heterogénea y manifestarse como
un estadio agudo o crdnico y asociarse a una lesion activa o inactiva (Cavalla et al., 2021; Garrido et
al., 2019; Rocas et al., 2011). Las periodontitis apicales en estadio crénico pueden diagnosticarse como
sintométicas o asintomaticas y su sello distintivo es la formacion de una lesidn apical osteolitica de

origen endodontico (ALEO) (Garrido et al., 2019; Gutmann et al., 2009).

Se ha detectado una gran variedad de especies bacterianas asociadas a infecciones apicales (Marchesan
et al., 2016; Paster et al., 2006). Sin embargo, las bacterias pigmentadas de negro, tales como especies
de los géneros Prevotella y Porphyromonas (Gutmann et al., 2009; Pereira et al., 2011; Seol et al.,
2006) han sido reconocidas como agentes centrales para el desarrollo y la progresién de la PA (Seol et
al., 2006). Recientemente, se ha descrito que el género Porphyromonas es altamente prevalente en los
canales radiculares de dientes con PA, mayoritariamente Porphyromonas endodontalis y
Porphyromonas gingivalis (Bordagaray et al., 2021). Entre ellas, P. gingivalis es una especie asociada
a periodontitis altamente estudiada que se detecta también en los canales radiculares (Bronzato et al.,
2021; Jia et al., 2019; Sahingur et al., 2010; Silva et al., 2008). Se ha propuesto que otras especies

relativamente menos estudiadas, como P. endodontalis, poseeria un papel preponderante en el



desarrollo de las formas crénicas de periodontitis apical (Belstram et al., 2014; Colombo et al., 2012;

Pérez-Chaparro et al., 2014).

11.2. Papel del Lipopolisacarido y ADN de P. endodontalis.

P. endodontalis es un bacilo anaerobio Gram negativo altamente asociado a infecciones
endoddnticas. P. endodontalis se ha identificado en el interior del SCR en dientes con necrosis pulpar y
en dientes con PA (Tang et al., 2011). Estudios en poblacion brasilefia reportaron una prevalencia de P.
endodontalis en el canal radicular de un 70% en dientes con PA (Wang et al., 2010). En Chile, P.
endodontalis se ha descrito con una frecuencia de un 41% en el SCR de dientes con PA asociadas con
ALEO (Bordagaray et al., 2021). Entre la gran variedad de factores de virulencia de P. endodontalis, se
incluyen el lipopolisacarido (LPS) y ADN bacteriano. La prevalencia de P. endodontalis y la expresion
de estos factores podria explicar los diferentes espectros de severidad de la enfermedad y el tipo de

respuesta inflamatoria del hospedero (Bronzato et al., 2021; Jia et al., 2019; Wang et al., 2010).

Los LPS y ADN bacterianos son reconocidos como patrones moleculares asociados a patégenos
(PAMPs) por receptores de reconocimiento de patrones (RRP), como los receptores tipo Toll (TLRS)
en células presentadoras de antigenos. La activacion de TLRs por PAMPs tiene un rol central en la
patologia de enfermedades periodontales al inducir una respuesta inmune pro-inflamatoria, ademas de
funciones, tales como la fagocitosis, expresion de especies reactivas de oxigeno, citoquinas,
metaloproteinasas de matriz, y la activacion de respuestas celulares y humorales (Arancibia et al.,
2007; Kim et al., 2015; Sima & Glogauer, 2013). Se ha estudiado extensamente la asociacion de
diferentes PAMPs con sus receptores en la etiologia de la enfermedad periodontal, en especial los de P.
gingivalis, un patobionte periodontal critico (Bronzato et al., 2021; Hajishengallis et al., 2012; Lam et

al., 2014).



Los LPS de P. endodontalis y P. gingivalis se asocian a respuestas proinflamatorias y
osteoliticas en diferentes estudios (Ahmad-Nejad et al., 2002; Cavalla et al., 2021; Jia et al., 2019;
Mirucki et al., 2014; Tang et al., 2011). Las concentraciones de LPS han demostrado una relacion
directa con el tamarfio de las ALEO en PA y se relacionan directamente con la etiopatogenia y el tipo de
respuesta inflamatoria del hospedero (Wang et al., 2010). Se ha descrito que PA con ALEOs

clinicamente sintomaticas se asocia a mayores concentraciones de LPS (Horiba et al., 1991).

El ADN de P. gingivalis se ha descrito como inductor de la produccion de citoquinas
proinflamatorias al activar células de la inmunidad innata, en particular monocitos humanos (Sahingur
et al., 2010). Se ha evidenciado que la respuesta inmunitaria del hospedero al ADN bacteriano (ADND)
muestra variaciones dependiendo de la especie, asi como del tipo de célula que se investigue (Dalpke et
al., 2006; Sahingur et al., 2011). EIl efecto patogénico especifico de LPS de P. endodontalis ha sido
escasamente estudiado mientras que los efectos inmunoldgicos de su ADN no se han reportado.
Sumado a lo anterior y debido a la exposicion de los diferentes componentes bacterianos del SCR

infectado, es importante investigar el efecto del ADN de P. endodontalis.

11.3. Receptores tipo Toll median la respuesta inflamatoria de macréfagos.

La naturaleza, alcance y duracion de la respuesta inmune frente a la infeccion endodontica son
los principales determinantes de la destruccion de los tejidos apicales. Los macrofagos residentes son a
menudo la primera célula inmune en entrar en contacto con los microrganismos y son por lo tanto
claves en la respuesta frente a los patdgenos. La activacion de los macréfagos da como resultado una
variedad de funciones, tales como la fagocitosis, produccién de especies reactivas de oxigeno,
citoquinas, metaloproteinasas de matriz, y la activacién de respuestas celulares y humorales (Dezerega
et al., 2012; Lam et al., 2014; Papadopoulos et al., 2013; Sima & Glogauer, 2013). Mas aun, la

progresion de las lesiones periapicales y la persistencia de la destruccion de los tejidos periodontales
3



estan asociadas a la respuesta proinflamatoria mediada por los macréfagos (Cavalla et al., 2021; Jia et
al., 2019). La activacion de éstos se desencadena a través de los TLRs mediante el reconocimiento de
los PAMPs liberados por las bacterias Gram negativo tales como LPS y ADN (Bronzato et al., 2021,

De Nardo et al., 2009; Papadopoulos et al., 2013; Vadillo & Pelayo, 2012).

Se ha establecido que la infeccién por otra bacteria del género Porphyromonas, P. gingivalis,
induce una infiltracion de macrofagos proinflamatorios en los tejidos gingivales y resorcion del hueso
alveolar (Lam et al., 2014). Sin embargo, existe escasa literatura sobre el papel de los macrofagos en la
inmunopatologia de la PA y su respuesta frente a los factores de virulencia de P. endodontalis. EI LPS
de P. gingivalis ha sido ampliamente estudiado por su capacidad de activar simultaneamente los
receptores transmembrana TLR-4 y TLR-2 (Coats et al., 2009; Jia et al., 2019; Liu et al., 2008). Se ha
evidenciado una expresion aumentada de TLR-2 en macréfagos humanos en pacientes con PA
sintomatica en comparacion a las asintométicas, no asi de TLR-4 (Desai et al., 2011; Martin et al.,
2001). Por otro lado, existe informacion preliminar que establece que los LPS de P. endodontalis
actuarian de igual forma sobre TLR-4 como TLR-2 en osteoblastos de ratén promoviendo la expresion

de RANKL, sin embargo, estos antecedentes requieren mayor estudio (Tang et al., 2011).

El ADNb es reconocido por TLR-9, receptor presente en la membrana endosomal que se
caracteriza por reconocer el patron Citosina-fosfato-Guanosina (CpG) en el ADNb (Kajita et al., 2007).
TLR-9 se considera como el principal receptor en las respuestas inmunitarias frente a ADNb
(Hustracion 1) (Holla et al., 2010; Sahingur et al., 2010; Sahingur et al., 2011; Sahingur et al., 2012).
La activaciéon de TLR-9 por el ADNb difiere segin cada especie bacteriana, y esto depende del nimero
de repeticiones de los dinucleétidos Citosina-Guanina [CG] no metilados presentes en el genoma
bacteriano (Dalpke et al., 2006; Gilkeson et al., 1998) y requiere de la endocitosis de CpG y posterior
transporte al compartimiento endosomal/lisosomal, donde la proteina de respuesta primaria de
diferenciacion mieloide 8 (MyD88) se recluta por el ectodominio de TLR-9 para dar inicio a la

transduccion de sefiales (Ahmad-Nejad et al., 2002; Ewald et al., 2008; Herrero, 2010).
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lustracion 1. Sefalizacion intracelular a partir de la activacion de TLR-9, 4 y 2 por PAMPs
bacterianos. Se muestran las cascadas transduccionales activadas a partir de la exposicion de
macrdfagos a LPS y ADN. Elaboracion propia. (Arancibia et al., 2007; Chan et al., 2015; De Nardo et

al., 2009; Dorrington & Fraser, 2019; Herrero, 2010; Trinh et al., 2020).

Se ha descrito que para iniciar la sefializacion via TLR-9 se requiere fragmentacion de su
ectodominio en el entorno degradativo de los endosomas maduros. Esta fragmentacion es medida por
catepsinas B, Ky S y requiere una acidificacién endolisosomal (Ewald et al., 2008; Matsumoto et al.,
2008; Peer et al., 2008). La fragmentacién de TLR-9 se estima que sucede en el interior de la
repeticion rica en leucina dejando aproximadamente mitad del ectodominio, sugiriendo que adopta una
forma de herradura, la cual se encuentra en diferentes tipos de macréfagos y células dendriticas,
indicando que es un evento de procesamiento comin a diferentes tipos de células inmunes (Ewald et
al., 2008; Matsumoto et al., 2008). Se ha descrito que la mayor parte de TLR-9, si no todo, reside en el

reticulo endoplasmatico de las células en reposo. La regulacion de la salida de TLR-9 desde el reticulo
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endoplasmatico hacia los endolisosomas esta mediada por la proteina Unc93b1 que reside en el reticulo
endoplasmatico. Si bien, el ligando es capaz de unirse a TLR-9 fragmentado y no fragmentado, se
evidencia que solo TLR-9 fragmentado es capaz de reclutar a MyD88 y asi dar inicio a la transduccion

de sefiales proinflamatorias (Ewald et al., 2008; Kashuba et al., 2002; Vadillo & Pelayo, 2012).

Tanto la ligacion de LPS como ADNb por TLR-9, -2 y -4 desencadenan la expresion de genes
proinflamatorios mediante la activacion de varias vias de sefializacion intracelulares, entre las que NF-
kB desempefia un papel central como master switch de la inflamacion (Hirschfeld et al., 2001; Tang et
al., 2011). El complejo 1kB quinasas (IKK) induce la activacion de NF-«xB a través de la fosforilacion
de IxkBa (una de las dos quinasas que forma el complejo IKK) en un residuo de serina, seguida de su
degradacion por proteasoma, permitiendo la translocacion nuclear de NF-kB y la expresion de

citoquinas proinflamatorias y moléculas de adhesion (Arancibia et al., 2007; O'Mahony et al., 2000).

Se ha evidenciado que la estimulacién de monocitos THP-1 con ADN de P. gingivalis induce
concentraciones significativamente elevadas de citoquinas IL-1B, TNF-a, IL-6 y IL-8 en comparacion
con células no estimuladas. Ademas, la estimulacion con ADNb de diferentes bacterias provoca
respuestas inflamatorias distintas en macréfagos THP-1 (Cervantes et al., 2019; Sahingur et al., 2012).
Mas aun, es posible que TLR-9 se comunique con otros receptores y vias de sefializacion en el curso
de la inflamacién periodontal. Estudios previos sefialan que la sefializacion de TLR-9 interviene en la
pérdida dsea periodontal (Kim et al., 2015). En el mismo estudio se describié menor expresion de IL-
17 e IL-23 en ratones nulos para TLR-9 (TLR-97), ademés de una disminucion significativa de 1L-6 y
TNF-o en células TLR-97 tratadas con agonistas TLR-2 y 4 en comparacion a las células control.
Ademés, ratones TLR-97 fueron completamente resistentes a la pérdida dsea inducida por P.
gingivalis. Se ha sugerido que la estimulacién de macréfagos de raton con LPS de Escherichia coli

regula al alza la expresién génica de TLR-9 a través de la via de sefializacion NF-kB (An et al., 2002).



Estos resultados sugieren que TLR-9 posiblemente interactla con la respuesta de macréfagos
mediada por TLR-2 y 4, y amplificaria la respuesta a través de vias de sefializacion rio abajo. El efecto
del ADN de P. endodontalis en macréfagos no se ha reportado. Sumado a lo anterior, es
importante investigar el efecto de la activacion de TLR-9 con ADN de P. endodontalis y una

posible relacion de sinergia con TLR-2 y TLR-4 al estimular macréfagos THP-1.

La respuesta inmunitaria mediada por macréfagos es central en el desarrollo, progresion
y manifestaciones de las PA y podria diferir en respuesta al ADN de P. endodontalis a través de
su ligacion con TLR-9. En consecuencia, es importante evaluar el papel del ADN de P.
endodontalis y su rol en la respuesta mediada por macrofagos la cual adn no ha sido evaluada.
Estos resultados contribuirdn a comprender el papel de ADNb en la respuesta inflamatoria y el
alcance de la comunicacién entre TLR-9, TLR-2 y TLR-4 al estimular con ADN de P.
endodontalis. La modulacion de estos TLRs podria entregar nuevos enfoques en la comprension y

tratamiento de las PA.



11.4. Hipotesis:

El ADN de P. endodontalis induce una respuesta proinflamatoria mediada por TLR-9 en macrofagos

humanos.

I1.5. Objetivo principal:

Evaluar in vitro si el ADN de P. endodontalis induce una respuesta proinflamatoria mediada por TLR-9

en macréfagos humanos.

11.6. Objetivos especificos:

1.6.1 Determinar la expresion genica de citoquinas TNF-o, IL-1B, IL-6, IL-12 y IL-10 por

estimulacién con ADN de P. endodontalis.

1.6.2 Evaluar la activacion de TLR-9 en la respuesta inflamatoria inducida por ADN de P.

endodontalis.



1.2 METODOLOGIA

11.2.1 Disefo de estudio:

En este estudio experimental in vitro, se estimularon macréfagos diferenciados de células THP-1
ECACC® 88081201 (UK Health Security Agency, UK, Londres) con ADN de P. endodontalis,
obtenido de la cepa de referencia ATCC® 35406™ (ATCC, USA, Manassas) y un aislado clinico
endodontico (4Ecol7) obtenido previamente de canal radicular de paciente con diagnostico de PAA,
almacenado en el banco de muestras del Laboratorio de Microbiologia e Inmunologia Oral, seglin

criterios clinicos establecidos previamente (Bordagaray et al., 2021).

11.2.2 Purificacion de ADN bacteriano:

Se purifico6 ADN bacteriano a partir de la cepa de referencia de P. endodontalis ATCC 35406 y del
aislado clinico P. endodontalis 4Ecol7. El aislado clinico P. endodontalis 4Ecol7 fue obtenido a partir
de exudado endodontico de paciente con PA e identificado por técnicas microbioldgicas. Una vez
obtenidos los cultivos puros, se verifico que correspondiera a P. endodontalis por amplificacién del gen
16S rRNA utilizando partidores universales y posterior secuenciacion Sanger del amplicén obtenido
(Astorga et al., 2022). En ambos casos, P. endodontalis ATCC 35406 y 4ecol7, se obtuvieron cultivos
puros a partir de los stocks del laboratorio previamente confirmados por secuenciacion, justo antes de la
extraccion del ADN. El cultivo de P. endodontalis fue realizado en jarra de anaerobiosis con bolsas de
generacion de atmosfera libre de oxigeno (AnaeroGen™ Thermo scientific, UK, Basingstoke) en
placas de agar sangre suplementado con hemina-menadiona (5 pg/mL) por 4-7 dias. Las bacterias se
subcultivaron en caldo infusién de cerebro-corazén (BHI) suplementado con hemina-menadiona (5
pg/mL) hasta alcanzar una densidad déptica a 600nm (DOsoo) entre 0,6 y 0,8, correspondiente a fase
exponencial tardia. Una vez obtenidos los cultivos, se generaron alicuotas en 15 ml, las cuales fueron

centrifugadas para luego almacenar los pellets a -80°C hasta su procesamiento. A partir de los pellets
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bacterianos se purific6 ADN por extraccion con TRIzol™ (Invitrogen, USA, Carlsband) y se lavaron
con solucioén salina tamponada con fosfato (PBS). Se confirmé la concentracion y calidad del ADN
(relacion de absorbancia 260/280) en un espectrofotdmetro (Synergy™, Biotek, USA, Santa Clara). Se
descarto la presencia de proteinas en el ADN purificado mediante el ensayo de Bradford y se confirmé
la integridad del ADN por, electroforesis en gel de agarosa 2% tefiido con GelRed™ (Biotium, USA,
San Francisco). Adicionalmente se realiz6 electroforesis en geles de poliacrilamida (Tris SDS-PAGE)
tefiidos con plata para descartar contaminacion con LPS (Marolda et al., 2006; Tsai & Frasch, 1982).
Finalmente, se efectud ensayo de Purpald e que determina los niveles de Acido 3-desoxi-D-manno-oct-
2-ulosénico (KDO), componente del core del LPS (Marolda et al., 2006) para confirmar la ausencia de
contaminacion con LPS. Como controles positivos, se utilizaron LPS de E. coli 0111:B4 (Thermo

scientific, UK, Basingstoke) y lisado de P. gingivalis ATCC 33277.

11.2.3 Diferenciacion de macrdéfagos a partir de células THP-1:

Se sembraron 2 x 10° células THP-1 (ECACC® 88081201) por pocillo en placas de 24 pocillos
y se diferenciaron a macréfagos con 10 nM de forbol 12-miristato 13- acetato (PMA [Abcam, UK,
Cambridge]) por 24 horas a 37°C, 5% de CO:z en medio RPMI (Corning, USA, Nueva York)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS; Thermo Fisher, USA Waltham). Las células no
adheridas se removieron y las adherentes se lavaron e incubaron por 24 horas en medio RPMI con FBS

10%. (Veloso et al., 2022).

11.2.4 Expresion génica de citoquinas inflamatorias por ADN de P. endodontalis:

La expresion génica de citoquinas inflamatorias se evalué en macrofagos THP-1 estimulados
con 100 ug mi~* de ADN de P. endodontalis (ATCC 35406) y aislado clinico por 1 hora (Dalpke et al.,
2006; Sahingur et al., 2010; Sahingur et al., 2012). Como control negativo se utilizaron células

expuestas a medio sin ADND.
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Para determinar los niveles de expresion génica de las citoquinas de interés, se realizd
extraccion total de mRNA a partir de las células utilizando TRIzol™ (Invitrogen, USA, Carlsband). El
mRNA fue tratado con DNAsa con el kit DNA-free™, Dnase Treatment & Removal (Invitrogen, USA,
Carlsband). La concentracion de mRNA se cuantificé en un espectrofotometro (Synergy™ HT Multi-

Mode Microplate Reader Biotek, USA, Santa Clara).

El cDNA se sintetizd a partir del mRNA obtenido usando el kit de transcriptasa reversa High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo scientific, UK, Basingstoke). Para cuantificar la
expresion de mRNA de las citoquinas de interés, el cDNA se amplificd mediante gPCR StepOnePlus®
(Applied Biosystems, Singapur), usando los partidores en la tabla 1(Anexo) y el reactivo KAPA
SYBR® Fast (KAPA Biosystems, USA Woburn) de la siguiente manera: 95°C durante 3 minutos y 40
ciclos de 95°C durante 30 segundos y 60 °C durante 30 segundos. Para detectar la formacion de
productos inespecificos y la amplificacion de falsos positivos, se realizd una curva de melting de 95°C
durante 15 segundos, 60°C durante 1 minuto y 95°C durante 15 segundos (Veloso et al., 2022). Los
niveles de mRNA se calcularon con el método relativo de 2*~ AACT y se normalizaron respecto a los
niveles de 18S rRNA. Se realizaron 3 experimentos independientes, cada uno triplicado. El analisis
estadistico de los resultados se realizé por la prueba de ANOVA o Kruskal-Wallis segln la distribucion

de los datos.

Tabla 1: Partidores para q-PCR:

Blanco* Forward (5°-3%) Reverse (5°-3°)
TLR-4 5-CCCTCCCCTGTACCCTTC-3 5-TCCCTGCCTTGAATACCTTC-3
18S 5-CTCAACACGGGAAACCTCAC-3 5-CGTCCACCACTAAGAACG-3
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1L-1 B 5-AAACAGATGAAGTGCTCCTTCCAGG-3 5-TGGAGAACACCACTTGTTGCTCCA-3
IL-6 5-GCCCAGCTATGAACTCCTTCT-3 5-GAAGGCAGCAGGCAACAC-3
IL- 12p35 5-CACTCCCAAAACCTGCTGAG-3 5- TCTCTTCAGAAGTGCAAGGGTA-3
TNF-a 5-CAGCCTCTTCTCCTTCCTGAT-3 5-GCCAGAGGGCTGATTAGAGA-3
1L-10 5-TGGGGGAGAACCTGAAGAC-3 5-CCTTGCTCTTGTTTTCACAGG-3
TLR-9 5-TGTGAAGCATCCTTCCCTGTA-3 5-GAGAGACAGCGGGTGCAG-3
TLR-2 5-CTCTCGGTGTCGGAATGTC-3 5-AGGATCAGCAGGAACAGAGC-3

11.2.5 Participacion de TLR-9 en la respuesta inflamatoria inducida por ADN de P. endodontalis:

La participacion de TLR-9 se evalué en los macréfagos diferenciados de células THP-1
mediante el uso de un inhibidor especifico de TLR-9 ODN INH-18, 1 uM (InvivoGen, USA, San
Diego) (Lenert et al., 2009). Este corresponde a un oligonucledtido sintético que contiene un patron de
ADN inhibidor formado por dos tripletes de nucleétidos, un CCT proximal y un GGG mas distal,
espaciados entre si por cuatro nucleétidos (Lenert et al., 2009; Lenert, 2010). Como control positivo se
utilizo el agonista TLR-9 ODN 2006 2,5 uM, un oligonucleotido sintético (InvivoGen, USA, San
Diego). EI ODN 2006 es un oligonucleotido clase B que contiene un esqueleto completo de
fosforotioato con uno o mas dinucledtidos CpG que activan TLR-9 (Bauer et al., 2001; Krieg et al.,

1995; Krug et al., 2001; Marshall et al., 2005).
2.5.1. Transcripcion de TLR-9 inducida por ADN de P. endodontalis:

Para determinar los niveles de expresion génica de TLR-9, macrofagos diferenciados de células

THP-1 fueron estimulados con ADN de P. endodontalis (ATCC 35406, 100 pg ml™!) por 15 minutos
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(Sahingur et al., 2010). Como controles negativos se utilizaron células sin estimular expuestas a medio
sin ADNb; y células estimuladas con ADN de P. endodontalis preincubadas por 30 minutos con el
inhibidor ODN INH-18 1 pM. Como control positivo se utilizd como el agonista TLR-9 ODN 2006.
Cada experimento se realizd 3 veces y en triplicado. El andlisis estadistico de los resultados se realizd

por la prueba de ANOVA y post-hoc de Bonferroni.

2.5.2. Activacion de la via NF-kB por ADN de P. endodontalis:

Se evalud la activacion de la via de sefializacién NF-kB en macrdfagos diferenciados de células
THP-1 estimulados con ADN de P. endodontalis (ATCC 35406, 100 pg ml™!) y aislado clinico (100 ug
ml~!) por 15 minutos. Como controles negativos se utilizaron células sin estimular expuestas a medio
sin ADNDb; y células estimuladas con ADN de P. endodontalis (ATCC 35406, 100 ug ml™!) y aislado
clinico (100 pg ml™!) preincubadas por 30 minutos con el inhibidor TLR-9, ODN INH-18; 1 uM. Como

control positivo se utilizo el agonista TLR-9, ODN 2006 a 2,5 uM (InvivoGen, USA, San Diego).

La activacion de la via NF-kB se evalué mediante inmunolocalizacién nuclear de la subunidad
p65 de NF-kB a través de inmunofluorescencia, e inmunodeteccion de la subunidad p65 fosforilada

mediante Immunowestern blot, como se describe a continuacién:

2.5.2.1. Inmunofluorescencia:

Los macrofagos diferenciados sobre cubreobjetos de vidrio fueron expuestos a las condiciones
descritas en el punto 2.5.2. Las células fueron lavadas con PBS y fijadas con paraformaldehido al 4%
durante 15 minutos. Posteriormente los macréfagos fueron lavados 3 veces con PBS y permeabilizados
con Triton™ X-100 al 0,1% por 15 minutos. Nuevamente se lavaron 3 veces con PBS y se bloquearon
con albdmina de suero bovino (BSA) al 5% por 30 minutos (Reyes et al., 2019). Se utilizé un
anticuerpo primario monoclonal de conejo anti-p65, en dilucion 1:200 (Cell Signaling, USA,
Massachusetts), y se incub6 a 4 °C durante toda la noche. Luego las células fueron lavadas con PBS e

incubadas por 60 minutos a 37°C con anticuerpo secundario policlonal, 1gG anti-conejo de cabra
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conjugado con AlexaFluor™ 488, 1:200 (Invivogen, USA, San Diego). Finalmente, las células se
lavaron con PBS, los nucleos fueron tefiidos con colorante Hoechst durante 10 minutos, y se lavaron
con PBS. Los cubreobjetos se montaron en portaobjetos de vidrio con medio de montaje Dako (Dako,

USA).

Las imégenes se capturaron en un microscopio confocal C2 Plus (Nikon, Japon, Tokio) (Reyes
et al, 2019). La fluorescencia para Hoechst (excitacion 350 nm, emision méxima 461 nm) y
AlexaFluor™ (méaxima excitacion y emision 499 y 520 nm, respectivamente) se capturé mediante
adquisicién secuencial para obtener archivos de imagen independientes para cada una. Para evitar el
sesgo por la tincion de NF-kB, se seleccionaron 100 nucleos por campo. Cada campo se seleccion6
observando Unicamente la tincion nuclear (Hoechst), se identificaron las células casi confluentes y
maximizar asi el nimero de células incluidas en analisis (Noursadeghi et al., 2008). El analisis de las
imagenes se realizé con el programa Fiji (http:/fiji.sc). Se registrd el porcentaje de células positivas
que expresaron NF-kB nuclear en macrofagos. Cada experimento se realizo 3 veces y en triplicado. El

analisis estadistico de los resultados se realizd por la prueba de ANOVA y post-hoc de Bonferroni.

2.5.2.2. Inmuno western blot:

Se realizo la extraccion de proteinas desde las células con un ensayo comercial de purificacion
de RNA/Proteinas (Norgen, Canada, Thorold). La concentracion de proteinas se cuantificé utilizando el
método colorimétrico de Bradford. Después de cuantificar las muestras, se les adicion6 tampon
Laemmli y se incubaron durante 10 min a 100°C en placa calefactora. Posteriormente, se cargaron 60
ug de proteina por carril en geles de poliacrilamida al 10% en condiciones desnaturantes y reductoras
(SDS-PAGE) (Ashikawa et al., 2002). Las proteinas separadas fueron transferidas a una membrana de
nitrocelulosa. Posteriormente, las membranas fueron blogueadas con BSA 1 % y luego incubadas con
anticuerpos. Los anticuerpos primarios anti fosfo p65 de conejo (Cell Signaling, USA, Massachusetts)
y anti B-Actina (C4) de ratén (Santa Cruz, USA, Dallas) fueron detectados con anticuerpos secundarios

anti- conejo IgG (Santa Cruz, USA, Dallas) y anti- raton IgG (Bio-Rad, USA, Hércules),
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respectivamente conjugados con peroxidasa de rabano (HRP), utilizando el sistema de
quimioluminiscencia EZ-ECL. Las imagenes se capturaron con un fotodocumentador Aplegen Omega
Lum G (GMI, Espafia, Barcelona). El analisis densitométrico de las imagenes se realizd con el
programa Fiji (http://fiji.sc). Los valores de NF-kB fosforilado se normalizaron con respecto a p-actina.
Se realizaron tres experimentos independientes. El andlisis estadistico de los resultados se realiz6 por la

prueba de ANOVA vy post-hoc de Bonferroni.

3. Participacién de TLR-9 sobre la respuesta inflamatoria inducida por ADN de P. endodontalis:

Los macrofagos diferenciados de células THP-1 fueron estimulados con ADN de P.
endodontalis (ATCC 35406, 100 ug ml™') y aislado clinico (100 pg ml™!) por 1 h. Como controles
negativos se utilizaron células sin estimular expuestas a medio sin ADNDb; células estimuladas con
ADN de P. endodontalis (ATCC® 35406™, 100 pg ml™") y aislado clinico (100 pg ml™") preincubadas
por 30 minutos con el inhibidor TLR-9, ODN INH-18 1 uM, y células expuestas solo al inhibidor TLR-

9, ODN INH-18 1 pM.

Se determind la expresion génica de las citoquinas de interés mediante RT g-PCR a partir de
MRNA extraido segun las condiciones descritas en el punto 2.4. Se realizaron 3 experimentos
independientes, cada uno triplicado. El analisis estadistico de los resultados se realiz6 mediante la

prueba de Kruskal-Wallis.

4. Participacion de TLR-2 y 4 en la respuesta inflamatoria inducida por ADN de P. endodontalis:

La participacion de TLR-2 y TLR-4 se evalu6, en primera instancia, mediante la determinacion
de los niveles de transcripcion génica de estos receptores; y, en segundo lugar, mediante la expresion
génica de las citoquinas inflamatorias TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-12 y IL-10 e inhibicion conjunta de TLR-
2y 4, usando el inhibidor comercial OXPAPC (30 pg ml™!) (Erridge et al., 2008; Sahingur et al., 2010).
OXPAPC es una mezcla de fosfolipidos oxidados que contienen residuos sn-2 fragmentados u

oxigenados de longitud completa. Estos inhiben la sefalizacion inducida por lipopéptidos vy
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lipopolisacaridos (LPS) bacterianos, compitiendo con la proteina de unién a LPS (LBP), CD14 y la
proteina de diferenciacion mieloide 2 (MD-2), las proteinas accesorias que interactdan con los lipidos
bacterianos, bloqueando asi la sefializacion de TLR-2 y TLR-4 (Chu et al., 2018; Erridge et al., 2008;

Stamenkovic et al., 2019; Von Schlieffen et al., 2009).

4.1 Transcripcion de TLR-2y 4 frente a ADN de P. endodontalis:

Para evaluar la potencial participacion de TLR-2 y TLR-4 en la respuesta inducida por ADN de
P. endodontalis se determind la expresion génica de TLR-2 y 4 en macrofagos diferenciados de células
THP-1 estimulados con ADN de P. endodontalis (ATCC 35406, 100 ug ml™!) por 15 minutos
(Sahingur et al., 2010). Como controles negativos se utilizaron células sin ADNb y células estimuladas
con ADN de P. endodontalis (ATCC 35406, 100 pg ml™!) y aislado clinico (100 ug ml™') preincubadas
por 30 minutos con el inhibidor OXPAPC, 30 ug ml~! (Erridge et al., 2008). Como control positivo se

utilizé el agonista TLR-9, ODN 2006 a 2,5 uM (InvivoGen, USA, San Diego).

Se determind la expresion génica mediante RT g-PCR a partir de mRNA extraido segun las
condiciones descritas en el punto 2.4. Se realizaron 3 experimentos independientes cada uno triplicado.

El anélisis estadistico de los resultados se realizé por la prueba de ANOVA y post-hoc de Bonferroni.

4.2 Participacion de TLR-2 y 4 sobre el efecto del ADN de P. endodontalis sobre la expresion

génica de citoquinas IL-1p, IL-6, IL-12 TNF-a e IL-10:

Los macréfagos fueron estimulados con ADN de P. endodontalis (ATCC 35406, 100 ug ml 1) y
aislado clinico (100 pg ml™!) por 1 hora (Dalpke et al., 2006; Sahingur et al., 2010; Sahingur et al.,
2012). Como controles negativos se utilizaron células expuestas a medio sin ADNb, y células
preincubadas por 30 minutos con el inhibidor OXPAPC, 30 ug ml™! (InvivoGen, USA, San Diego)

estimuladas con ADN de P. endodontalis (ATCC 35406, 100 pug ml™") y aislado clinico (100 ug ml™").
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Se determind la expresion génica de las citoquinas de interés mediante RT g-PCR a partir de
MRNA extraido segun las condiciones descritas en el punto 2.4. Se realizaron 3 experimentos
independientes, cada uno triplicado. El analisis estadistico de los resultados se realizé6 mediante la

prueba de Kruskal-Wallis.
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1. RESULTADOS

I11.1. EI ADN de P. endodontalis induce la expresion génica de TNF-a, IL-1p, IL-6 e IL-10.

Se confirm6 la pureza del DNA de P. endodontalis purificado en este trabajo (Tabla
suplementaria 1 y figura suplementaria 1 y 2) y se determin6 la concentracion de estimulacion de

macrdfagos diferenciados de células THP-1 (Figura suplementaria 3y 4).

El ADN de P. endodontalis ATCC 35406 indujo un aumento significativo de los niveles de
MRNA de TNF-a e IL-1p por encima del control sin estimular (Figura 1 A y B; p<0,05); pero no asi de
IL-6, IL-12 e IL-10 (Figura 1 A-E; p>0,05). EI ADN de P. endodontalis aislado clinico indujo un
aumento significativo de los niveles de mMRNA de TNF-a, IL-1B, IL-6 y IL-10 por encima del control
sin estimulo (p<0,05), y también indujo mayores niveles de mRNA de IL-1p, IL-6 y I1L-10 respecto de

ADN de P. endodontalis ATCC 35406 (Figura 1 A-E; p<0,05).
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Figura 1. Expresion de TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-12 e IL-10 en macrdfagos in vitro estimulados con
ADN de P. endodontalis ATCC 35406 y aislado clinico. Las células fueron estimuladas por 1 hora
con 100 pg/ml de ADN de P. endodontalis ATCC 35406 (Pe) o aislado clinico (PeC). La expresion

génica relativa fue normalizada en relacion con rRNA 18S y expresada como la diferencia entre 2™
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AACT " Se realizaron 3 experimentos independientes y cada uno en triplicado. Gréaficos de caja y bigote
representan la mediana y el recorrido intercuartilico. El analisis estadistico de los resultados se realizd
por la prueba de ANOVA (A y B) o Kruskal-Wallis (C, D y E). C-, macrofagos sin estimular. “p<0,05,

respecto del control negativo; #p<0,05, respecto de PeC.
I11.2. Participacion de TLR-9 en la respuesta inflamatoria inducida por ADN de P. endodontalis.
111.2.1. El ADN de P. endodontalis no indujo cambios en los niveles de mRNA de TLR-9.

Se confirmo la concentracion de estimulacién con agonista e inhibidor de TLR-9 en macréfagos

diferenciados de células THP-1 (Figura suplementaria 3 y 4).

Los ADN de P. endodontalis ATCC 35406 y aislado clinico no indujeron cambios en los
niveles de mMRNA de TLR-9 respecto al control sin estimular (p<0,05); el ADN de P. endodontalis
aislado clinico mostré una tendencia a aumentar la expresiéon de mRNA de TLR-9, sin embargo, no fue

estadisticamente significativa (Figura 2; p>0,05).
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Figura 2. Expresion de TLR-9 en macrofagos in vitro estimulados con ADN de P. endodontalis
ATCC 35406 y P. endodontalis aislado clinico. Las células fueron estimuladas por 15 minutos con
100 pg/ml de ADN de P. endodontalis ATCC 35406 (Pe) o aislado clinico (PeC) por separado.
Ademas, fueron tratados con agonista de TLR-9 (ODN 2006;2,5 uM) como control positivo y

previamente tratados por 30 minutos con inhibidor de TLR-9 (ODN INH-18; 1 uM) mas ADN de P.
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endodontalis ATCC 35406 como control negativo. La expresion génica relativa fue normalizada en
relacion con rRNA 18S y expresado como la diferencia entre 2"~ 22CT, Se realizaron 3 experimentos
independientes y cada uno en triplicado. Gréficos de caja y bigote representan la mediana y el recorrido
intercuartilico. El analisis estadistico de los resultados se realiz6 por la prueba de ANOVA y post-hoc

de Bonferroni. C-, macrdfagos sin estimular. 19, ODN INH-18. ODN, ODN 2006.

111.2.2. EI ADN de P. endodontalis induce la activacién de NF-kB via TLR-9.

El ADN de P. endodontalis ATCC 35406 indujo la translocacion nuclear de la subunidad p65
de NF-kB (Figura 3 A) y la fosforilacion de p65 (Figura 3 C). El andlisis cuantitativo confirmo que el
ADN de P. endodontalis ATCC 35406 indujo un aumento significativo del porcentaje de células con
localizacion nuclear de p65 (Figura 3 A-B; p<0,05). De modo similar, los macréfagos estimulados con
ADN de aislado clinico evidenciaron un aumento significativo del porcentaje de células p65 en
comparacion con el grupo sin estimular (Figura 3 B; p<0,05). Por su parte, el inhibidor de TLR-9
indujo una reduccion de la localizacion nuclear de p65 respecto de P. endodontalis ATCC 35406 y

aislado clinico (Figura 3 A-B; p<0,05).

También, se observé un mayor porcentaje de macrofagos positivos que expresaron NF-kB
nuclear en las células estimuladas con ADN de P. endodontalis aislado clinico, en comparacién con las

estimuladas con ADN de P. endodontalis ATCC 35406 (Figura 3 Ay B; p<0,05).
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Figura 3. Translocacién nuclear de NF-kB en macrofagos in vitro estimulados ADN de P.
endodontalis ATCC 35406 y P. endodontalis aislado clinico. Los macrofagos fueron estimulados por
15 minutos con 100 pg/ml de ADN de P. endodontalis ATCC 35406 (Pe) o ADN de P. endodontalis
aislado clinico (PeC) por separado. Ademas, fueron tratados con agonista de TLR-9 (ODN 2006; 2,5
M) como control positivo y tratados previamente por 30 minutos con inhibidor de TLR-9 (ODN INH-
18; 1 uM) mas ADN de P. endodontalis ATCC 35406 como control negativo. Las células se trataron
con anticuerpo anti-NF-kB y se determiné su translocacion al nicleo mediante inmunofluorescencia en
microscopio confocal (A'y B); y la activacion de NF-kB mediante determinacion de la fosforilacion de
la subunidad p65 (Rel A) a traves de Inmuno Western Blot, imagen representativa (C). Se realizaron 3
experimentos independientes y cada uno en triplicado para la inmunofluorescencia y 3 experimentos
independientes para Inmuno Western Blot. En B graficos de barra representa el promedio y desviacion

estandar. El andlisis estadistico de los resultados se realizé por la prueba de ANOVA y post-hoc de
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Bonferroni. C-, macrdfagos sin estimular. 19, ODN INH-18. ODN, ODN 2006. "p<0,05, con respecto a

C-; #p<0,05, respecto de PeC; %p<0,05, con respecto a |9 + Pe.

111.2.3. TLR-9 participa en la expresion génica de IL-6 por ADN de P. endodontalis, aislado

clinico.

El ADN de P. endodontalis ATCC 35406 indujo un aumento de los niveles de mRNA de TNF-
a e IL-6 por encima del control sin estimular (Figura 4 A-E; p< 0,05), mientras que no se observaron
cambios significativos al inhibir TLR-9 (p>0,05). Ademas, se confirmé que el inhibidor de TLR-9 no

indujo efectos en células no estimuladas con ADN (Figura 4 A-J; p>0,05).

El ADN de P. endodontalis aislado clinico indujo un aumento de los niveles de mMRNA de TNF-
a, IL-1B, IL-6 e I1L-10 por encima del control sin estimular (p< 0,05), mientras que la inhibicion de
TLR-9 en células estimuladas con ADN de ATCC 35406 y P. endodontalis aislado clinico indujo una

disminucion significativa en la expresion génica de IL-6 (Figura 4 C y H; p<0,05).
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Figura 4. Expresion de TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-12 y IL-10 en macrofagos in vitro estimulados con
ADN de P. endodontalis ATCC 35406, aislado clinico y tratados con inhibidor de TLR-9. Las
células fueron estimuladas por 1 hora con 100 pug/ml de ADN de P. endodontalis ATCC 35406 (Pe) o
P. endodontalis aislado clinico (PeC). Ademas, fueron tratados por 30 minutos con inhibidor de TLR-9
(ODN INH-18; 1 uM) méas ADN de P. endodontalis ATCC 35406. La expresion génica relativa fue
normalizada en relacion con rRNA 18S y expresado como la diferencia entre 2"~ 2A¢T, Se realizaron 3
experimentos independientes y cada uno en triplicado. Gréaficos de caja y bigote representan la mediana
y el recorrido intercuartilico. El analisis estadistico de los resultados se realizo por la prueba de Kruskal
Wallis. C-, macrofagos sin estimular. 19, ODN INH-18. “p<0,05 con respecto del control negativo.

4p<0,05 con respecto de 19 + Pe o PeC, #p<0,05 con respecto a 9.
IV.3. Participacion de TLR-2 y 4 en la respuesta inducida por ADN de P. endodontalis.

IV.3.1. EI ADN de P. endodontalis no indujo cambios en los niveles de MRNA de TLR-2y 4.
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Ni el ADN de P. endodontalis ATCC 35406 ni el de su aislado clinico indujeron cambios
significativos en los niveles de mRNA de TLR-2 o 4 respecto del control sin estimular (p<0,05);
aunque hubo una tendencia hacia un aumento de los niveles de mRNA de TLR-2 al estimular con ADN

de P. endodontalis aislado clinico respecto del control no estimulado (Figura 5; p>0,05).
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Figura 5. Expresion de TLR-9 en macrofagos estimulados con ADN de P. endodontalis ATCC
35406 y P. endodontalis aislado clinico. Las céelulas fueron estimuladas por 15 minutos con 100 pg/ml
de ADN de P. endodontalis ATCC 35406 (Pe) o ADN de P. endodontalis aislado clinico (PeC) por
separado. Ademas, fueron tratados con agonista de TLR-9 (ODN 2006; 2,5 pM) como control positivo
y tratados por 30 minutos con inhibidor de TLR-9 (ODN INH-18; 1 uM) méas ADN de P. endodontalis
ATCC 35406 como control negativo. La expresion génica relativa fue normalizada en relacién con
rRNA 18S y expresado como la diferencia entre 2"~ 24€T, Se realizaron 3 experimentos independientes y
cada uno en triplicado. Gréficos de caja y bigote representan la mediana y el recorrido intercuartilico.
El anélisis estadistico de los resultados se realizo por la prueba de ANOVA y post-hoc de Bonferroni.

C-, macrofagos sin estimular. 19, ODN INH-18. ODN, ODN 2006.

IV.3.2. TLR-2 y/o 4 participan en la expresion génica de TNF-a, IL-1p e IL-6 al estimular con

ADN de P. endodontalis.
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mRNA TNF-a

El ADN de P. endodontalis ATCC 35406 indujo un aumento significativo de los niveles de
TNF-o e IL-6 por encima del control sin estimular, mientras que al inhibir TLR-2 y TLR-4 se
observaron reducciones en la expresion de TNF-a, IL-1p e IL-6 respecto del grupo estimulado (Figura
6A-E; p<0.05). Ademas, se confirmo que el inhibidor de TLR-2 y TLR-4 no indujo efectos en células

no estimuladas con ADN (Figura 6 A-E).
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Figura 6. Expresion de TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-12 y IL-10 en macrofagos in vitro estimulados con
ADN de P. endodontalis ATCC 35406 y tratados con inhibidor de TLR 2 y 4. Las células fueron
estimuladas por 1 hora con 100 pg/ml de ADN de P. endodontalis ATCC 35406 (Pe). Ademas, fueron
tratadas previamente por 30 minutos con inhibidor de TLR-2 y 4 (OxPAPC; 30 pg/ml) mas ADN de P.
endodontalis ATCC 35406. La expresion génica relativa fue normalizada en relacion con rRNA 18S'y
expresado como la diferencia entre 2~ 24€T, Se realizaron 3 experimentos independientes y cada uno en
triplicado. Gréficos de caja y bigote representan la mediana y el recorrido intercuartilico. EI analisis
estadistico de los resultados se realizo por la prueba de Kruskal Wallis. C-, macréfagos sin estimular.
12,4, OXPAPC. “p<0,05 con respecto a control negativo. ¥p<0,05 con respecto a 12,4+Pe. # p<0,05 con

respecto a 12,4.
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V. DISCUSION

Se ha detectado una gran variedad de especies bacterianas, principalmente bacterias anaerobias
Gram negativo asociadas a infecciones apicales (Bordagaray et al., 2021; Bronzato et al., 2021,
Marchesan et al., 2016; Paster et al., 2006). Entre estas, especies del género Porphyromonas son
reconocidas como parte de los agentes centrales para el desarrollo y la progresion de la PA (Belstrgm et
al., 2014; Colombo et al., 2012; Pérez-Chaparro et al., 2014). En linea con lo anterior, se ha descrito
que el ADN bacteriano puede tener efectos sobre las células inmunes (Bordagaray et al., 2021; Jiménez
et al., 2022); sin embargo, éste difiere segln la especie bacteriana. Hasta el momento se desconoce el
efecto del ADN de P. endodontalis sobre la respuesta inflamatoria (Bordagaray et al., 2021; Dalpke et
al., 2006; Jiménez et al., 2022) y los receptores involucrados. En este estudio evidenciamos por primera
vez que el ADN de P. endodontalis induce una respuesta proinflamatoria mediada por TLR-9 y
sefializacion via NF-kB, e involucra la participacion de TLR-2 y/o 4 en macréfagos humanos.
Considerando lo anterior, la presencia del ADN de P. endodontalis podria contribuir a explicar los
diferentes espectros de severidad de la PA y el tipo de respuesta inflamatoria del hospedero

(Bordagaray et al., 2021; Bronzato et al., 2021).

El ADN de P. endodontalis induce la expresion génica de TNF-a, IL-1p, 1L-6 e IL-10.

En el presente estudio, evidenciamos que el ADN de P. endodontalis purificado a partir de la cepa
de referencia ATCC 35406 y del aislado clinico indujo aumentos de los niveles de expresion de
citoquinas proinflamatorias, principalmente TNF-a, IL-1B e IL-6, en macréfagos humanos. De modo
similar, se ha evidenciado que la estimulacion con ADN de P. gingivalis de monocitos y macréfagos de
THP-1 induce concentraciones significativamente elevadas de las citoquinas proinflamatorias IL-1,
TNF-a, IL-6 y IL-8, y antiinflamatorias 1L-10, IL-4 y TGF-B, en comparacién con células no

estimuladas (Blancas-Luciano et al., 2023; Cervantes et al., 2019; Lin et al., 2022; Sahingur et al.,
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2010; Sahingur et al., 2012). Los macrofagos son una poblacion celular con amplia plasticidad y
dindmica de diferenciacién (Sima & Glogauer, 2013). Estos perfiles de citoquinas proinflamatorias se
asocian al perfil M1 de macrofagos, mientras que los macr6fagos M2 participan en la regulacion
inmunitaria y la reparacion de tejidos mediante la sintesis de citoquinas inmunomoduladoras. De este
modo, el microambiente puede modificar rapidamente el fenotipo funcional de estas células (Veloso et
al., 2022). A su vez, los macroéfagos M1 promueven las respuestas Thl y Thl7, asociadas con la
destruccién de los tejidos periodontales, mientras que los macr6fagos M2 interacttan con las respuestas
de las células Th2 y Treg, que se consideran protectoras de los tejidos periodontales (Cavalla et al.,
2021). En concordancia con lo anterior, se ha reportado un perfil predominantemente M1 en
periodontitis apical sintomatica en comparacion con lesiones apicales asintométicas y ligamento
periodontal sano (Veloso et al., 2022), mientras que la infiltracion de macrofagos M1 indujo la
destruccion del tejido periodontal en modelo murino de periodontitis inducida por LPS de P. gingivalis
(Lam et al., 2014). Ademés de los efectos proinflamatorios y osteorresortivo, IL-6 tiene potentes
efectos sistémicos, estimulando la hematopoyesis, el crecimiento y la diferenciacion de células Ty B, y
la reacciéon de fase aguda en el higado, estableciendo una relacién mecanistica entre la respuesta
periapical, la inflamacién sistémica y el riesgo de enfermedades no transmisibles. Sobre la base de lo
anteriormente expuesto, el ADN de P. endodontalis se asocia con citoquinas del perfil M1, y por tanto

podria potenciar la respuesta proinflamatoria local y sistémica en PA.

El ADN de P. endodontalis induce la activacion de NF-kB via TLR-9.

TLR-9 es un sensor endosomal clave para el reconocimiento de ADNb que se une a motivos
CpG de oligodesoxinucledtidos no metilados caracteristicos de células procariontes (Crump y
Sahingur, 2016). TLR-9 es el sensor de &cido desoxirribonucleico mas sobreexpresado en tejidos
gingivales inflamados en periodontitis (Sahingur et al., 2013; Zhan et al., 2014). Sin embargo, el tipo
de respuesta inmune depende especificamente de la especie bacteriana (Dalpke et al., 2006; Li et al.,

2023). En base a lo anterior, se ha descrito que la estimulacion con ADN de P. gingivalis en células
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THP-1 genera un aumento en la expresion de TLR-9 después de 15 minutos de estimulacion, respecto
de las células monociticas humanas sin estimular (Sahingur et al., 2010). De modo similar, se han
reportado mayores niveles de expresion genica de TLR-9 en ALEOS en comparacion con ligamento
periodontal sano (Fernandez et al., 2022; Gravina et al., 2013). En el presente estudio, no identificamos
cambios en los niveles de transcritos de TLR-9. Sin embargo, demostramos translocacion nuclear de la
subunidad p65 de la via de sefializacion NF-kB en respuesta al ADN obtenido tanto de la cepa de
referencia de P. endodontalis como del aislado clinico, mientras que la inhibicion de TLR-9 con un
oligonucleotido sintético redujo significativamente la translocacion nuclear de p65. Asimismo, estudios
previos sostienen la activacion de la via NF-kB en modelos celulares con monocitos y macrofagos
(Mussbacher et al., 2023; Noursadeghi et al., 2008; Stacey et al., 2016), a través del reconocimiento de
ADND de P. gingivalis y Tannerella forsythia por TLR-9 (Sahingur et al., 2010). Esto a su vez induce
la produccion de TNF-a e IL-6 y secrecion de interferon (Chen et al., 2023). Mas aln, la activacion de
TLR-9 es considerada como uno de los factores que promueven el envejecimiento durante la
periodontitis, generando un entorno de inflamacién y senescencia deletéreos (Albuquerque-Souza et al.,

2022).

TLR-9 participa en la expresién génica de IL-6 inducida por ADN de P. endodontalis.

En el presente estudio la inhibicion de TLR-9 demostré un efecto, aunque limitado, sobre la
expresion de citoquinas inducidas por ADN de P. endodontalis. En particular, se evidencio la reduccion
de IL-6 en macrofagos estimulados con ADN de ATCC 35406 y aislado clinico. En linea con lo
anterior, la activacién de TLR-9 en macrofagos tiene un efecto mas pronunciado sobre los niveles de
IL-6 que de otras citoquinas (Kim et al., 2015). Se han descrito al menos 14 sensores intracelulares de
ADN. Entre éstos, los receptores “Scavenger” son receptores de superficie capaces de censar ADN
CpG en macrdéfagos, sin embargo, su papel sobre la estimulacion inmune adn no esta claro (Zhu et al.,
2001). En linea con anterior, no se detectaron diferencias en la sintesis de IL-12 en macréfagos

esplénicos y de médula 6sea nulos para receptores scavengers respecto de los silvestres (Zhu et al.,
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2001). Por otro lado, el sensor NLRP3 del inflamasoma también puede reconocer ADNb y su
activacion induce la produccién de las citoquinas proinflamatorias IL-1p e IL-18, e induce piroptosis

(Man et al., 2016).

TLR-2 y TLR-4 participan en la expresion génica de TNF-a, IL-1p e IL-6 inducida por ADN de

P. endodontalis.

De modo similar a lo descrito para TLR-9, la inhibicion simultanea de TLR-2 y TLR-4 redujo
los niveles de transcritos de TNF-a, IL-1B e IL-6 inducida por DNA de la cepa de referencia de P.
endodontalis. Esto sugiere la participacion de TLR-2 y/o TLR-4 en la respuesta inflamatoria frente al
ADN de P. endodontalis. Por otro lado, el ADN de P. endodontalis no indujo cambios en la expresion
de estos receptores. TLR-2 y TLR-4 son receptores transmembrana que clésicamente sefializan en
respuesta a lipoproteinas y LPS bacterianos, respectivamente (Coats et al., 2009; Fernandez et al.,
2023; Jia et al., 2019; Liu et al., 2008). TLR-4 y TLR-9 actuarian en forma sinérgica en la produccién
de TNF-a asociada a una mayor sefializacion dependiente de MyD88 por proteina quinasas activadas
por mitégenos (MAPK) inducida por LPS y ADN CpG en macréfagos murinos (De Nardo et al., 2009).
De modo similar, la interaccion entre TLR-2 y TLR-9 determina la produccion de citoquinas de la
familia IL-12 en microglia estimulada con bacterias Gram positivo (Holley et al., 2012). Sumado a lo
anterior, ratones deficientes para TLR-2, TLR-4 o TLR-9 no muestran susceptibilidad, o solo una
susceptibilidad menor a la infeccion por Micobacterium tuberculosis en dosis bajas. Estos antecedentes
sugieren una participacion conjunta de estos receptores en la sefializacion frente a sus ligandos
respectivos (Kim et al., 2015; Saiga et al., 2011). De modo similar, TLR-4 puede ser internalizado y
estimular vias intracelulares como receptor endosomal. Se ha propuesto que TLR-2 también activaria
NF-kB desde los endosomas en monocitos humanos, induciendo la produccién de IFN tipo | en raton
(Mussbacher et al., 2023; Noursadeghi et al., 2008; Stacey et al., 2016). Por lo tanto, la maquinaria
endocitica jugaria un papel fundamental en interaccion de estas vias; sin embargo, no se encuentran

caracterizadas del todo (Marongiu et al., 2019).
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El ADN de P. endodontalis aislado clinico indujo un efecto inflamatorio mas marcado en

comparacion con la cepa de referencia ATCC 35406.

Este es el primer estudio en el que se evalua el efecto inflamatorio del ADN de P. endodontalis en
macrofagos y se incluye un aislado clinico de canal endoddntico, el cual fue identificado por técnicas
microbioldgicas y confirmado como P. endodontalis mediante secuenciacion del gen 16 rRNA
(Astorga et al., 2022). En el presente estudio evidenciamos que el ADN de P. endodontalis aislado
clinico indujo un efecto inflamatorio méas marcado en comparacion con el ADN obtenido de la cepa de
referencia ATTCC 35406. En la literatura, ha sido ampliamente descrito que algunos aislados clinicos
presentan comportamientos diferentes respecto a cepas de referencia mantenidas en condiciones de
laboratorio. Asi, se ha reportado que aislados clinicos de Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus
aureus han demostrado mayor resistencia antibidtica en comparacion con las cepas de referencia
ATCC 9027 y ATCC 6538, respectivamente (Mohammadinia et al., 2012). Sumado a lo anterior, se
observd mayor capacidad de adherencia del aislado clinico de Wolinella recta asociado a periodontitis,
respecto de sus cepa de referencia 33238 lo que sugiere diferencias en sus capacidades de interaccion
con células del hospedero (Borinski & Holt, 1990; Lai et al., 1992). En linea con lo anterior, se ha
reportado mayor capacidad de invasion de los aislados clinicos en comparacién con cepa de referencia
ATCC 6538 de S. aureus en macrofagos (Igbal et al., 2016). Estos antecedentes demuestran que los
aislados clinicos presentan distintas propiedades y estructuras comparados con sus cepas de referencia,
lo cual, podria explicarse porque al provenir de individuos con enfermedades activas, podrian estar
expresando factores de virulencia mas efectivos en la colonizacion del hospedero. Esto en
contraposicion con cepas de referencia mantenidas rutinariamente en el laboratorio mas atenuadas en
cuanto a su virulencia. Apoyando esta idea, se ha reportado que incluso aislados clinicos provenientes
de individuos periodontalmente sanos son mas atenuadas comparadas con aislados provenientes de
pacientes con periodontitis activa (Mendez et al., 2019). En el caso articular de nuestro aislado clinico,

se ha reportado que la respuesta inmunitaria gatillada por el ADNb depende del nimero de repeticiones
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de los dinucledtidos CG no metilados presentes en el genoma (Dalpke et al., 2006; Gilkeson et al.,
1998; Holla et al., 2010; Sahingur et al., 2010; Sahingur et al., 2011; Sahingur et al., 2012). Por lo
tanto, el mayor efecto inflamatorio inducido por P. endodontalis aislado clinico se podria explicar en

parte por la potencial presencia de motivos CpG no metilados en sus genomas.

El efecto proinflamatorio reportado en el presente estudio es relevante clinicamente debido a que el
ADN de P. endodontalis se encuentra frecuentemente en los canales radiculares y lesiones apicales de
dientes con PA (Bordagaray et al., 2021). A su vez, la respuesta inflamatoria de los macréfagos se
vincula con la progresion de las lesiones periapicales y la persistencia de la destruccion de los tejidos
periodontales (Cavalla et al., 2021; Jia et al., 2019). Por otro lado, el ADN de P. endodontalis se ha
detectado en células mononucleares periféricas, respaldando su posible papel en la translocacion
bacteriana sistémica (Bordagaray et al., 2021), mientras que la carga bacteriana sistémica se asocia con
la activacion de células mononucleares, produccion de citoquinas proinflamatorias, la supervivencia
prolongada de monocitos circulantes y un mayor riesgo de futuras complicaciones de enfermedades
sistémicas no transmisibles (Bordagaray et al., 2021). De este modo, la PA y en particular la infeccion
endodédntica por P. endodontalis se asocia con riesgo cardiovascular, sobre la base de los niveles de
hsCRP y endotoxemia, mientras que la respuesta inmune humoral mediada por IgG anti-P.
endodontalis parece ser protectora frente a la inflamacion sistémica de bajo grado (Jiménez et al.,

2022).

En este estudio se evidencia por primera vez la respuesta inflamatoria de macrofagos frente al ADN
de P. endodontalis con participacién de TLR-9 y la via NF-kB, y su potencial papel en la respuesta
inflamatoria periapical y sistémica. Ademas, nuestros resultados sugieren la participaciéon de TLR-2 y/o
TLR-4 en macrofagos humanos frente al ADN de P. endodontalis. Si bien los analisis de determinacion
de proteinas, presencia de acidos nucleicos contaminantes, cuantificacion y visualizacion de LPS, no
evidenciaron contaminacion del ADN purificado de P. endodontalis ATCC 35406, pudimos observar

trazas de LPS en el ADN purificado a partir del aislado clinico. Por lo anterior, no podemos excluir por
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completo la potencial influencia del LPS sobre la intensidad de la respuesta inflamatoria en el caso de

los aislados clinicos.

V. CONCLUSIONES

El ADN de P. endodontalis induce una respuesta proinflamatoria mediada por TLR-9 y sefializacion

NF-kB, e involucraria la participacion de TLR-2 y/o 4 en macrofagos humanos.
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APENDICE

1. La extraccién de ADN con TRIzol™ permitié obtener ADN de P. endodontalis ATCC

35406 y del aislado clinico.

Se evaluo la concentracién y calidad de ADN bacteriano extraido. Ambos, el ADN de la cepa
de referencia de P. endodontalis ATCC 35406 (Pe) y aislado clinico (PeC) presentaron calidad 6ptima
en el analisis espectrofotométrico a 260/280 nm (1,8 y 2,0 ng/uL), indicando que el ADN obtenido esta
libre de contaminacion con proteinas y ARN (Tabla 2). Ademés se comprobd la pureza e integridad del
ADN, mediante ensayo de Bradford, ensayo de Purpald, electroforesis en geles de agarosa tefiidos con
GelRed™ vy electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) tefiidos con plata; para la deteccion
de proteinas, niveles de Acido 3-desoxi-D-manno-oct-2-ulosénico (KDO), componente del core del
LPS (Marolda et al., 2006), acidos nucleicos y lipopolisacérido, respectivamente (Tabla 2, Figura 6 y
7). Tanto el ADN de P. endodontalis ATCC 35406 y aislado clinico presentaron ausencia de proteinas,
banda de ADN integro y ausencia de LPS en los geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) tefiidos con
plata. Pese a lo anterior, el ADN de P. endodontalis aislado clinico evidenci6 trazas de KDO (33
pug/mL) y no asi el ADN de referencia ATCC 35406 (< 4 pug/mL) que tuvo concentraciones bajo el

limite de deteccién de la técnica (4 pg/mL).

Tabla suplementaria 1. Concentracion, calidad y cuantificacion de proteinas en ADN bacteriano

extraido.
Muestra Concentracion Razon KDO Concentracién de proteinas
(Hg/uL)
(ng/uL) A260/280 (ng/mL)
ADN Pe 1092,5 1,9* <4 0
ADN PeC 1286,5 1,8* 33 0
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Pe: ADN de P. endodontalis ATCC 35406, PeC: ADN de Aislado clinico endodéntico de P.

endodontalis 4ecol7. *Calidad 6ptima (DO 1,8-2,0).

Ladder PeC Pe C-

300/311
200

100

Figura suplementaria 1. Perfil electroforético de ADN bacteriano purificado en gel de agarosa 2%.
Pe: ADN de P. endodontalis ATCC 35406 y PeC: ADN de P. endodontalis aislado clinico. C-: Control

negativo.
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Figura suplementaria 2. Analisis del perfil electroforético del LPS en gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) tefiido con plata. St.-P.: Estandar de proteinas; L-Pg: Lisado de P. gingivalis ATCC 33207
PeC: ADN de P. endodontalis aislado clinico; Pe: ADN de P. endodontalis ATCC 35406 y C-: Control

negativo.
2. Estandarizacion de la concentracion de agonista e inhibidor de TLR-9.

2.1 El agonista de TLR-9 indujo cambios en la expresion de mRNA de TNF-a con efecto

dosis dependiente.

Con el propdsito de evaluar la activacion de TLR-9 en la respuesta inflamatoria inducida por
ADN de P. endodontalis, realizamos un preliminar para estandarizar el uso del agonista de TLR-9
(ODN 2006) como control positivo. Se evaluaron los niveles mMRNA de TNF-o de macrofagos
diferenciados a partir de células THP-1 con PMA (10nM) estimulados por 1 hora con 100 pg/ml de
ADN de P. endodontalis ATCC 35406 y con ODN 2006 1 uM y 2,5 uM, segun el rango de
concentracion establecido por el fabricante y la literatura (Bauer et al., 2001; Krieg et al., 1995; Krug et
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al., 2001; Marshall et al., 2005). Observamos un aumento dosis-dependiente de los niveles de mMRNA
TNF-o en macrofagos tratados con ODN 2006 a 2,5 uM y a 1 pM en comparacién al control sin

estimular (Figura suplementaria 3).

mRNA TNF- a

i =

T T T
Pe A1pM  A-2,5uM

O

Figura suplementaria 3. Niveles de transcritos de TNF-o en macrofagos estimulados con agonista
(A) de TLR-9. Células THP-1 diferenciadas a macréfagos in vitro fueron estimuladas con agonista de
TLR-9 (ODN 2006; 1 pM y 2,5 uM). Los niveles de expresion genica relativa de TNF-a fueron
normalizados en relacion con 18S rRNA y expresado como la diferencia entre 22T, Se realizaron 2
experimentos independientes (N=2), cada uno en triplicado. Gréficos de caja y bigote representan la
mediana y el recorrido intercuartilico. C-, macrofagos sin estimulo.Pe, ADN de P. endodontalis ATCC

35406.

2.2 El inhibidor de TLR-9 indujo cambios en los niveles de mMRNA de TNF-a con efecto

dosis dependiente.

Con el propdsito de evaluar la activacion de TLR-9 en la respuesta inflamatoria inducida por
ADN de P. endodontalis, realizamos un preliminar para estandarizar el uso del inhibidor de TLR-9

(ODN INH-18). Se evaluaron los niveles mRNA de TNF-a de macrofagos diferenciados a partir de
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células THP-1 con PMA (10nM) estimulados por 1 hora con 100 pg/ml de ADN de P. endodontalis
ATCC 35406 y con ODN INH-18 0,1 uM y 1 uM, segun el rango de concentracién establecido por
el fabricante y la literatura (Lenert et al., 2009). Observamos una disminucion dosis-dependiente de
los niveles de MRNA TNF-a en macrofagos tratados con ODN INH-18 a 1 pM y a 0,1 pM en

comparacion al control sin estimular (Figura suplementaria 3).
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Figura suplementaria 4. Niveles de transcritos de TNF-o en macréfagos tratados con Inhibidor
de TLR-9 (I) y estimulados con ADN de P. endodontalis (ADN Pe). Células THP-1 diferenciadas a
macréfagos in vitro fueron tratadas previamente durante 30 minutos con inhibidor de TLR-9 (ODN
INH-18; 0,1 pM y 1 uM) y estimuladas con ADN Pe. (ATCC 35406; 100 pg/mL) durante 60 minutos.
Los niveles de transcritos de TNF-a fueron normalizados en relacion con 18S mRNA y expresado
como la diferencia entre 22T, Se realizaron 2 experimentos independientes (N=2), cada uno en
triplicado. Graficos de caja y bigote representan la mediana y el recorrido intercuartilico. C-,

macréfagos sin estimulo.
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