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1. ABREVIACIONES

Th: Linfocito T helper.

Treg: Linfocito T regulador.

LPS: Lipopolisacarido.

TCD4": Linfocito T CD4 positivo.

TRAP": Fosfatasa acida resistente a tartrato.

RANK: Receptor activador del factor nuclear kappa B.
RANKL: Ligando del receptor activador del factor nuclear kappa B.
OPG: Osteoprotegerina.

NF-kB: Factor nuclear kappa B.

IL: Interleuquina.

IFN: Interferon.

TNF: Factor de necrosis tumoral.

TGF-B1: Factor de crecimiento tumoral-beta 1.

TLR: Receptor tipo Toll.

CD: Grupo de diferenciacion.

PBMC:s: Células periféricas mononucleares.

RPMI: Roswell Park Memorial Institute.

PE: Ficoeritrina.

FITC: Isotiocianato de Fluoresceina.

PE/CyS5: Ficoeritrina/Cianina$.

PBS: Tampon de fosfato salino.

GM-CSF: Factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos.
MOI: Multiplicidad infectante incremental.

UFC: Unidades formadoras de colonias.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.

ELISA: Ensayo por inmuno-absorcion ligado a enzimas.
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3. RESUMEN

Las periodontitis son un conjunto de enfermedades de naturaleza inflamatoria y etiologia
infecciosa cuya causa es la biopelicula subgingival. Esta biopelicula estd conformada por una
amplia variedad de bacterias Gram-negativas anaerobias, entre ellas, Porphyromonas gingivalis
y Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Sobre la base de la antigenicidad de la capsula de P.
gingivalis y del lipopolisacarido de A. actinomycetemcomitans se describen distintos serotipos
bacterianos y se ha demostrado que entre estos distintos serotipos existe una potencialidad
inmunogénica distinta en los linfocitos TCD4". En particular, ante los serotipos K1 o K2 de P.
gingivalis o el serotipo b de A. actinomycetemcomitans se describe un patron de respuesta

predominantemente tipo Thl y Th17.

En este estudio, linfocitos TCD4" naive humanos fueron activados por células dendriticas
autdlogas estimuladas con los serotipos KI1-K6 de P. gingivalis o a-c de A.
actinomycetemcomitans. Ante los serotipos K1 o K2 de P. gingivalis se detectaron mayores
niveles de expresion de los factores de transcripcion T-bet (Thl) y RORC2 (Th17), de secrecion
de RANKL vy de diferenciacién de osteoclastos TRAP" en comparacion a los otros serotipos
bacterianos. Ante el serotipo b de 4. actinomycetemcomitans se detectaron mayores niveles de
expresion de T-bet y RORC?2 y de secrecion de RANKL en comparacion a los serotipos a o c.
Ademas, se analizo la frecuencia de proliferacion de linfocitos TCD4 ™ de memoria obtenidos de
pacientes con periodontitis y se detectd mayor respuesta ante los serotipos K1 o K2 de P.

gingivalis o b de A. actinomycetemcomitans.

Estos resultados confirman que los serotipos K1 o K2 de P. gingivalis o b de A.
actinomycetemcomitans inducen un patron de respuesta inmune predominantemente tipo Thl
(pro-inflamatorio) y Th17 (osteo-destructivo). Este patron de respuesta Th1/Th17 se asocid a un
incremento en la diferenciacion de osteoclastos TRAP" mediada por la produccion de mayores
niveles de RANKL. Finalmente, la mayor frecuencia de proliferacion de linfocitos T de memoria
ante los serotipos K1 o K2 de P. gingivalis o b de A. actinomycetemcomitans permite especular
su participacion durante la patogenia de la periodontitis, reflejada por la induccién de memoria

inmunoldgica antigeno-especifica.
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En conclusion, se demuestran diferencias en la respuesta de los linfocitos TCD4 " ante los
distintos serotipos de P. gingivalis o A. actinomycetemcomitans y una mayor asociacion de los
serotipos K1 o K2 de P. gingivalis o b de A. actinomycetemcomitans a los fenomenos celulares y

moleculares que explican la reabsorcion 6sea caracteristica de las periodontitis.
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4. INTRODUCCION

Las periodontitis son un conjunto de enfermedades de naturaleza inflamatoria y etiologia
infecciosa cuya causa principal son las bacterias patogenas que residen en la biopelicula
subgingival (Armitage, 1999). Aunque estas bacterias pueden provocar dafio directo a los tejidos
de insercion de los dientes, la principal causa de la destruccion tisular es la respuesta inmune del
hospedero que se induce ante ellas (Teng, 2003). Durante esta respuesta inmune, en los tejidos
periodontales se produce un incremento en la produccion de mediadores pro-inflamatorios,
citoquinas, quimioquinas, metaloproteinasas de matriz (MMPs) y factores osteo-destructivos, los
que determinan la destruccion del ligamento periodontal y la reabsorcion del hueso alveolar que
finalmente lleva a la pérdida de los dientes (Listgarten, 1986, Tonetti et al., 2005, Garlet, 2010,
Hernandez et al., 2011, Di Benedetto et al., 2013).

Porphyromonas gingivalis y Aggregatibacter actinomycetemcomitans se han definido
como los agentes etioldgicos principales de las periodontitis cronica y agresiva (Socransky et al.,
2002). Distintos serotipos bacterianos se describen sobre la base de la antigenicidad de las
cadenas de polisacaridos componentes de la capsula extracelular de P. gingivalis y del O-
polisacarido componente del lipopolisacarido (LPS) de A. actinomycetemcomitans. La frecuencia
de deteccion de los distintos serotipos de P. gingivalis (K1-K6) y A. actinomycetemcomitans (a-
f) varia segiin el estado clinico periodontal del sujeto, segiin su localizacion geografica e,
inmunolégicamente, inducen una respuesta diferente en distintas células del hospedero (Zambon

et al., 1983b).

En linfocitos TCD4" activados con células dendriticas autoélogas estimuladas con los
diferentes serotipos de P. gingivalis o A. actinomycetemcomitans se evidenciaron niveles
variables de expresion de citoquinas (Vernal et al., 2008b, Vernal et al., 2009, Diaz-Zuiiga et al.,
2014). En particular, los serotipos K1 o K2 de P. gingivalis o el serotipo b de A.
actinomycetemcomitans indujeron un incremento en los niveles de produccion de citoquinas
asociadas a un patrén de respuesta tipo T colaboradora (del inglés T helper, Th) 1 y Thl7, en

comparacion a los otros serotipos bacterianos.

Los linfocitos TCD4" son determinantes clave de la patogénesis de las periodontitis y el

patron de citoquinas pro-inflamatorias y osteo-destructivas que ellos producen define el fenotipo
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clinico de la enfermedad. Una respuesta tanto tipo Thl como Th17 se ha asociado al inicio y
progresion de las periodontitis y una respuesta tipo Th2 y/o T reguladora (Treg) se ha vinculado
a la remision de la enfermedad (Gemmell et al., 2007). En términos generales, los linfocitos Thl
secretan citoquinas que condicionaran un ambiente inflamatorio local y los linfocitos Th17
secretan citoquinas que determinaran la reabsorcion dsea durante las periodontitis (Taubman et
al., 2001), por lo tanto, ambos fenotipos linfocitarios podrian asociarse directa o indirectamente a

la reabsorcion dsea alveolar producida durante las periodontitis.

4.1 Porphyromonas gingivalis y Aggregatibacter actinomycetemcomitans

P. gingivalis es una bacteria pequefia, motil, Gram-negativa, anaerobia estricta y
sacarolitica, miembro del genero Porphyromonas que pertenece a la familia de Bacteroidaceae
(Holt et al., 1999). En cultivo, crece formando colonias convexas, lisas y brillantes de 1 a 2 mm
de diametro, con un color oscuro debido a la produccion de protohemo (complejos quelatos con

alto contenido de Fe”) (White et al., 1981).

P. gingivalis expresa diversos factores de virulencia, entre ellos, produce una capsula
extracelular compuesta de polisacaridos cargados negativamente (Schifferle et al., 1989). Sobre
la base de la antigenicidad de los polisacaridos capsulares (K), se describen seis serotipos
bacterianos diferentes: K1-K6 (van Winkelhoff et al., 1993, Laine et al., 1996, Laine et al., 1997,
Laine et al., 1998), los que se distribuyen de manera diferente entre los pacientes afectados de

periodontitis y los sujetos sanos (Dzink et al., 1988).

Los distintos serotipos de P. gingivalis interactian y producen respuestas diferentes en
diversas células del hospedero. En efecto, el serotipo K4 se adhiere mas eficazmente a las células
epiteliales de los sacos periodontales (Dierickx et al., 2003), los serotipos K1 y K2 tienen una
mayor resistencia a la fagocitosis y destruccidon por neutrofilos (Sundqvist et al., 1991) y el
serotipo K1 induce una mayor expresion y secrecion de citoquinas y quimioquinas en
macrofagos murinos (Cutler et al., 1999), mayor produccion de citoquinas en células dendriticas
(Vernal et al., 2008b) y un patrén de respuesta tipo Thl y Th17 en linfocitos TCD4" naive

(Vernal et al., 2014), en comparacién a los otros serotipos.
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Aggregatibacter actinomycetemcomitans es un cocobacilo Gram-negativo, pequefio, no
motil, anaerobio facultativo, microaerofilico y capnofilico (Henderson et al., 2002), miembro del
género Aggregatibacter perteneciente a la familia Pasterurellaceae (Norskov-Lauritsen et al.,
2006). En cultivo, las colonias tienen forma circular aplanada con borde festoneado,

generalmente con una forma de estrella central (Fine et al., 1999).

Diversos factores de virulencia se han descrito en A. actinomycetemcomitans, entre ellos
el LPS, que compone cerca del 75% de su membrana externa y es esencial para la mantencion de
la integridad celular (Shimada et al., 2008). Estd conformado por un lipido A, una cadena central
de oligosacaridos y un O-polisacarido, principal inductor de la respuesta inmune del hospedero
(Holt et al.,, 1980). Sobre la base de la antigenicidad del O-polisacarido, en A.
actinomycetemcomitans se describen 6 serotipos bacterianos diferentes: a-f (King et al., 1962,

Zambon et al., 1983b, Zambon et al., 1983a, Gmur et al., 1993, Kaplan et al., 2001).

Los serotipos de A. actinomycetemcomitans detectados mas frecuentemente en la cavidad
oral en humanos son a, b y c, siendo el serotipo b el detectado con mayor frecuencia en pacientes
afectados de periodontitis agresiva (Asikainen et al., 1991). Ademads, el serotipo b de A.
actinomycetemcomitans se ha asociado a una induccion de respuesta mas potente en distintas
células de la inmunidad innata del hospedero. En efecto, el serotipo b inhibe la proliferacion de
células epiteliales gingivales e incrementa en ellas los niveles de expresion de interleuquina (IL)-
8 y de la molécula de adhesion intracelular (ICAM)-1 en comparacion con los serotipos a o ¢
(Shimada et al., 2008). Ademas, su LPS induce mayores niveles de secrecion de IL-1p en
macrofagos murinos (Takahashi et al., 1991) y una mayor resistencia a la fagocitosis y
destruccion por neutréfilos (Yamaguchi et al., 1995) en comparacion al LPS de los otros
serotipos bacterianos. Finalmente, el serotipo b produce mayor niimero de micro-vesiculas
citotoxicas recubiertas de LPS que invaden los tejidos periodontales (Asikainen et al., 1991),
estimula a las células dendriticas a producir mayores niveles de citoquinas (Vernal et al., 2008b)
y en linfocitos TCD4" produce un incremento en la expresion de factores de transcripcion y
secrecion de citoquinas asociadas a un patron de respuesta tipo Thl y Th17 (Diaz-Zuiiga et al.,

2014), en comparacién a los otros serotipos.
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La variable inmunogenicidad detectada en diferentes células del hospedero entre los
distintos serotipos de P. gingivalis o A. actinomycetemcomitans podria determinar diferencias en
su rol etiopatogénico durante las periodontitis; sin embargo, los mecanismos asociados a esta

potencial variable patogenicidad no se han descrito claramente.

4.2 Linfocitos Thl, Th2, Th17y Treg

La respuesta inmune del hospedero, en particular el fenotipo y funcion de los linfocitos
TCD4", es un factor determinante del inicio, progresion y severidad de las periodontitis (Houri-
Haddad et al., 2007). Diversos estudios han establecido que los periodonto-patdgenos son
capaces de inducir una respuesta inmune linfocitaria particular y, en este sentido, la presencia de
un serotipo bacteriano mas inmunogénico dentro de una especie particular podria determinar un

tipo de respuesta linfocitaria mas patogénica (Kaplan et al., 2001).

Luego de la presentacion antigénica mediada por las células presentadoras de antigenos,
tal como las células dendriticas periodontales, los linfocitos TCD4" naive se activan, proliferan y
diferencian selectivamente en 4 tipos efectores distintos: Th1l, Th2, Th17 y Treg (Abbas et al.,
1996). La diferenciacion del fenotipo Thl estd determinada por la expresion del factor de
transcripcion 7-bet (Seder et al., 1994), el fenotipo Th2 por la expresion del factor de
transcripcion GATA-3 (Amano et al., 2004), la diferenciacion del fenotipo Th17 por la expresion
del factor de transcripcion RORC?2 (Harrington et al., 2006) y el fenotipo Treg por la expresion
del factor de transcripcion Foxp3 (Vernal et al., 2008a).

Los linfocitos Thl, Th2, Th17 y Treg secretan distintos patrones de citoquinas que
determinan su funcion durante las periodontitis. El fenotipo Thl se caracteriza por la secrecion
de IL-1pB, IL-12, interferon (IFN)-y, factor de necrosis tumoral (TNF)-a y TNF-f, responsables
de una respuesta pro-inflamatoria, el fenotipo Th2 secreta IL-4, IL-5 e IL-13, asociados a una
respuesta moduladora de la inflamacion (Seder et al., 1994), el fenotipo Th17 se caracteriza por
la secrecion de IL-6, IL-17, IL-21, IL-23 y el ligando del receptor activador nuclear kappa B
(RANKL), considerandose un fenotipo pro-inflamatorio y osteo-destructivo al estimular la

diferenciacion y activacion de los osteoclastos (Harrington et al., 2006), y el fenotipo Treg se
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caracteriza por la secrecion de IL-10 y el factor de crecimiento transformante (TGF)-B1 que

cumplen un rol inmuno-regulador (Reiner, 2007).

En los tejidos periodontales afectados de periodontitis se describe un patron de respuesta
linfocitario predominantemente tipo Thl y Thl7. En modelos animales, se produce mayor
secrecion de IL-1B, IL-6 e IL-12 en los tejidos afectados de periodontitis (Baker et al., 1999) y en
humanos, se produce un incremento en los niveles de IFN-y, IL-17, T-bet y RORC?2 en las
lesiones periodontales activas (Dutzan et al., 2009b). Similarmente, en pacientes afectados de
periodontitis cronica, mayores niveles de IL-1p, IL-8, IL-17, RANKL y RANTES se detectan en
el fluido gingival crevicular y mayores niveles de IL-17, IL-23, TNF-a y RANKL son
producidos por fibroblastos gingivales (Takahashi et al., 2005, Zhu et al., 2011, Baek et al.,
2013).

Los linfocitos Thl se asocian a la inflamacion y osteo-destruccion local (Baker et al.,
1999). Cuando P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans son detectados en las lesiones
periodontales, se asocian con mayores niveles locales de IL-1B e IFN-y (Baker et al., 1999). En
este contexto, elevados niveles de IFN-y provocan un incremento en la expresion de TNF-a, IL-
IB y RANKL vy, de esta forma, la induccion indirecta de la diferenciacion y activacion de

osteoclastos y la consecuente reabsorcion del hueso alveolar (Garlet, 2010).

Los linfocitos Th17 se han asociado con diversas enfermedades osteo-destructivas de
caracter cronico, tal como las periodontitis (Vernal et al., 2006b) y se ha correlacionado la
produccion de sus citoquinas fenotipo-especificas con la progresion de la destruccion periodontal
(Takahashi et al., 2005). RANKL cumple un rol fundamental en la modulacion fisioldgica y
patologica de la reabsorcion 6sea (Walsh et al., 2003) y se ha establecido que los linfocitos Th17
inducen la osteoclastogénesis y la reabsorciéon oOsea directamente mediante la secrecion de

RANKL (Taubman et al., 2001).

En conjunto, los linfocitos Thl y Thl7 secretan las citoquinas osteo-activas que
incrementan indirectamente y directamente los niveles de secrecion de RANKL en los tejidos
periodontales infectados, en particular por la induccién de fibroblastos, osteoblastos y pre-
osteoclastos, y, en este escenario, se induce la diferenciacion y activacion de osteoclastos y se

produce la reabsorcion del hueso alveolar (Taubman et al., 2001).
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4.3 Reabsorcion osea

La homeostasis del tejido dseo depende del equilibrio entre la reabsorcién y formacion
osea mediadas por osteoclastos y osteoblastos. En condiciones fisioldgicas, el principal factor
regulador de la actividad de los osteoclastos es RANKL. Las periodontitis se caracterizan por la
destruccion del hueso alveolar que rodea a los dientes y esta destruccion se asocia a incrementos
en la produccion de RANKL, IL-6, IL-17 y la expresion del factor de transcripcion RORC?2,
caracteristico de los linfocitos Th17 (Vernal et al., 2006a, Cardoso et al., 2009, Garlet, 2010,
Hernandez et al., 2011, Di Benedetto et al., 2013). En efecto, se han observado incrementos en
los niveles de RANKL e IL-17 en pacientes con periodontitis tanto cronicas como agresivas
asociados a la actividad de los linfocitos Thl y/o Th17 (Vernal et al., 2005, Dutzan et al., 2009a,
Dutzan et al., 2009b, Schenkein et al., 2010).

Diferentes estudios han analizado los niveles de RANKL y osteoprotegerina (OPG), su
regulador biologico natural, en los tejidos periodontales de pacientes con periodontitis y sujetos
sanos. En general, existe un aumento en la razon RANKL/OPG en periodontitis en comparacion
a la salud periodontal y una disminucion luego del tratamiento periodontal (Taubman et al.,
2001). Entre las células que expresan y secretan RANKL se describen los osteoblastos,
fibroblastos y linfocitos Th17. Los osteoblastos reconocen el LPS bacteriano mediante el
receptor tipo Toll (TLR)1, TLR2, TLR4 y TLR6 y, mediante el complejo NEMO-IKKa-IKK},
activan la via de sefializacion NF-kB incrementando los niveles de expresion de RANKL
(Matsumoto et al., 2012). Los fibroblastos expresan bajas concentraciones de RANKL en
condiciones fisiologicas e incrementan su secrecion luego del reconocimiento de P. gingivalis o
A. actinomycetemcomitans en condiciones patoldgicas (Takahashi et al., 2005). Los linfocitos
Th17 promueven la osteoclastogénesis en forma directa mediante la produccion de RANKL y los
linfocitos Th1 en forma indirecta mediante la produccion de citoquinas que inducen la sintesis de
RANKL en osteoblastos y fibroblastos (Vernal et al., 2008a). Durante la activacion de los
osteoclastos, RANKL induce la expresion de fosfatasa acida resistente a tartrato (TRAP), MMPs
y catepsina K, determinando un aumento en su actividad osteo-destructiva (Udagawa et al.,
1989). En efecto, la expresion de TRAP es utilizada como un marcador especifico de

osteoclastos maduros en ensayos in vitro de reabsorcion 6sea (Hallen, 2003).
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En términos generales, la asociacion entre los linfocitos Th1 y Th17 con los osteoclastos
es determinada por la secrecion de sus citoquinas fenotipo-especificas que inducen la
diferenciacion de sus precursores y la activacion de los osteoclastos diferenciados (Vernal et al.,
2008a). Asi, durante las periodontitis, se ha observado que los mayores niveles de RANKL se

asocian a la progresion de la enfermedad y a la presencia de los factores de transcripcion T-bet

(Thl) y RORC2 (Th17) (Kawai et al., 2006).
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans son bacterias patdogenas asociadas a la etiologia
de las periodontitis (Socransky et al., 2002). Entre los factores de virulencia que expresan, los
polisacaridos capsulares de P. gingivalis y el LPS de A. actinomycetemcomitans cumplen un rol
importante en su patogenicidad y sobre la base de su antigenicidad se describen distintos
serotipos (King et al., 1962). Los polisacaridos capsulares y el O-polisacarido expresados por P.
gingivalis y A. actinomycetemcomitans, respectivamente, desencadenan la respuesta inmune del
hospedero alterando el equilibrio entre la reabsorcion y aposicion o6sea (Kong et al., 1999). En
este sentido, existe una asociacion entre el estado periodontal del sujeto y los niveles de
anticuerpos séricos bacteria-especificos, sugiriendo su participacion en la induccion de la

inmunidad innata y adaptativa durante la progresion de la enfermedad (Ebersole et al., 1982).

Los serotipos K1 o K2 de P. gingivalis o el serotipo b de 4. actinomycetemcomitans se
detectan con mayor frecuencia en las lesiones periodontales de pacientes con periodontitis e
inducen una respuesta de mayor intensidad en distintas células de la inmunidad innata del
hospedero en comparacion a los otros serotipos bacterianos, lo que sugiere un mayor potencial
patogénico que podria asociarse a una mayor inmunogenicidad en linfocitos TCD4 " naive y de
memoria (Vernal et al., 2008b, Vernal et al., 2009, Vernal et al., 2014, Diaz-Zudiga et al.,
2014). En las células dendriticas, los diferentes serotipos de P. gingivalis o A.
actinomycetemcomitans inducen diferencias cualitativas y cuantitativas en la sintesis de
citoquinas (Jotwani et al., 2004) y, en linfocitos TCD4" naive, los serotipos de K1 o K2 de P.
gingivalis o el serotipo b de A4. actinomycetemcomitans inducen mayor diferenciacion y
actividad de los linfocitos Thl y Thl17, determinantes de una respuesta pro-inflamatoria y

osteo-destructiva periodontal (Vernal et al., 2014).

En términos generales, los serotipos de K1 o K2 de P. gingivalis o el serotipo b de A.
actinomycetemcomitans podrian asociarse a una mayor activacion de osteoclastos TRAP y
posterior reabsorcion 6sea, los que se producirian por un incremento en la actividad de
. . + . 7 7 4
linfocitos Th17 RORC2" mediante la secrecion de RANKL. Ademas, podrian generar un
incremento en la memoria inmunologica durante las periodontitis, evidenciandose con mayores

. . s . . + . ’ 4
niveles de activacion de linfocitos TCD4  de memoria especificos ante los antigenos de estos

serotipos bacterianos.

19



6. HIPOTESIS

Los serotipos K1 o K2 de Porphyromonas gingivalis o b de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans inducen mayor producciéon de RANKL y expresion de 7-bet y RORC2
en linfocitos TCD4" naive en comparacion a los otros serotipos bacterianos y estos mayores
niveles se asocian a una mayor activacién de osteoclastos TRAP'. Ademas, estos serotipos
bacterianos inducen un incremento en la frecuencia de proliferacion en linfocitos TCD4" de

memoria, obtenidos de pacientes con periodontitis en comparacion a los de sujetos sanos.
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7. OBJETIVO GENERAL

Determinar la produccion de RANKL y la expresion de 7T-bet, GATA-3, RORC2 y Foxp3
en linfocitos TCD4" naive al ser estimulados con los distintos serotipos de Porphyromonas
gingivalis o Aggregatibacter actinomycetemcomitans y establecer su asociacion con la activacion
de osteoclastos TRAP". Ademas, determinar la frecuencia de proliferacion en linfocitos TCD4"
de memoria obtenidos de pacientes con periodontitis y sujetos sanos al ser estimulados con los

distintos serotipos.

8. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Cuantificar los niveles de expresion y secrecion de RANKL en linfocitos TCD4 " naive
estimulados con los serotipos K1 a K6 de P. gingivalis o a, b o ¢ de A.
actinomycetemcomitans.

2. Cuantificar los niveles de expresion de los factores de transcripcion T-bet, GATA-3,
RORC2 'y Foxp3 en linfocitos TCD4" naive estimulados con los serotipos K1 a K6 de P.
gingivalis 0 a, b o ¢ de A. actinomycetemcomitans y asociarlos con los niveles secretados
de RANKL.

3. Cuantificar la activacion de osteoclastos TRAP" inducida por linfocitos TCD4" naive
estimulados con los serotipos K1 a K6 de P. gingivalis.

4. Cuantificar la frecuencia de proliferacion de linfocitos TCD4" de memoria obtenidos de
pacientes con periodontitis y sujetos sanos al ser estimulados con los serotipos K1 a K6

de P. gingivalis 0 a, b o ¢ de A. actinomycetemcomitans.
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9. MATERIALES Y METODOS

9.1 Seleccion de los sujetos

Para los experimentos que involucraron la purificacion y estimulacion de linfocitos
TCD4" naive, se seleccionaron mediante el método no probabilistico por conveniencia 18 sujetos
sanos donantes de plaquetas que concurrieron al Banco de Sangre de los Hospitales Dr. Luis
Calvo Mackenna o Del Salvador, pertenecientes al Servicio de Salud Metropolitano Oriente.
Para los experimentos que involucraron la purificacion y estimulacion de linfocitos T de
memoria, se seleccionaron mediante el método no probabilistico de casos consecutivos 10
sujetos sanos y 10 afectados de periodontitis cronica asistentes a la Clinica de Periodoncia y de
Protesis Fija de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile. Los individuos
seleccionados no tenian antecedentes de tratamiento periodontal en los 6 meses previos al
estudio, no tenian alguna enfermedad distinta a periodontitis, por ejemplo diabetes, artritis
reumatoide, colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn, SIDA, cancer o enfermedades
cardiovasculares, no ingirieron antibidticos durante los 3 meses previos a su seleccion y, en caso
de ser mujer, no estaban embarazadas. El protocolo de investigacion se explicé a todos los
participantes del estudio, quienes firmaron un consentimiento informado aprobado por el Comité
Etico-Cientifico de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile y de CONICYT

(Anexos).
9.2 Diagnostico de la condicion periodontal

A todos los sujetos se les realizd6 un examen clinico periodontal utilizando una sonda
periodontal manual (UNC 15, HuFriedy, Chigaco, IL, USA) y evaluando los siguientes
parametros clinicos: profundidad al sondaje (PS), nivel de insercion clinica (NIC), sangrado al
sondaje (BOP) e indice de higiene (IH) registrados en 6 sitios periodontales por diente: mesio-
vestibular, medio-vestibular, disto-vestibular, mesio-lingual, medio-lingual y disto-lingual
(Herrera et al., 2008). El diagnéstico de periodontitis cronica se realizé cuando los pacientes
tenian 3 6 mas sitios periodontales con PS > 5 mm y NIC > 2 mm y evidencia radiografica de
reabsorcion o6sea, siguiendo los criterios establecidos en el Consenso de Clasificacion de

Enfermedades y Condiciones Periodontales realizado por la Academia Americana de
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Periodontologia (Armitage, 1999, Gajardo et al., 2005). El diagnéstico de salud periodontal se

realizd ante la ausencia de signos clinicos de enfermedad periodontal (Anexos).
9.3 Obtencion de la muestra biologica

En los sujetos donantes sanos, se purificaron los monocitos y linfocitos TCD4" naive a
partir de 10 mL de sangre periférica obtenida de los filtros de leuco-reducciones durante el
proceso de plaquetoféresis. En los pacientes con periodontitis y salud periodontal, se purificaron
los monocitos y linfocitos TCD4" de memoria a partir de 40 mL de sangre venosa obtenida

mediante puncion braquial mediante métodos estandar.

9.4 Purificacion de los monocitos

Células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) fueron aisladas mediante una
gradiente de Ficoll® de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Ficoll-Paque Plus, Amersham
Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden). Los monocitos se purificaron a partir de las PBMCs
mediante separacion inmuno-magnética (MACS; Miltenyi Biotec, Bergich Gladbach, Germany).
Para ello, las PBMCs se lavaron 2 veces en amortiguador fosfato salino (PBS) y posteriormente
se incubaron con un anticuerpo monoclonal de raton anti-CD14 humano conjugado con
particulas inmuno-magnéticas durante 10 min a 4°C. Luego de ser lavadas, las células se
resuspendieron en PBS a 4°C y los monocitos se purificaron usando columnas de separacion MS
montadas en un campo magnético. La fraccion de células CD14 " purificadas corresponden a los
monocitos, los que se contabilizaron usando una cimara de Neubauer” y se analizaron en
relacion a su viabilidad determinando el porcentaje de células que incorporaron el pigmento azul
de Tripan, para finalmente confirmar su fenotipo celular usando anticuerpos especificos

analizados mediante citometria de flujo (en detalle mas adelante).

9.5 Diferenciacion de los monocitos a células dendriticas

Los monocitos purificados se sometieron inmediatamente a un protocolo estandarizado de

diferenciacion in vitro a células dendriticas (Vernal et al., 2008b, Vernal et al., 2009, Diaz-
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Zuiiiga et al., 2014). Brevemente, los monocitos CD14" fueron cultivados por 6 dias a una
concentracién de 0,7x10° células/mL en 3 mL medio de cultivo RPMI-1640 suplementado con
10% de suero bovino fetal (Gibco Invitrogen Corp., Grand Island, NY, USA) y 20 ng/mL del
factor estimulante de colonias de granulocitos-macrofagos (GM-CSF) e IL-4 (R&D,
Minneapolis, MN USA), a 37°C y 5% de CO,. El fenotipo celular se confirm6 usando

anticuerpos especificos analizados mediante citometria de flujo (en detalle mas adelante).

9.6 Purificacion de linfocitos TCD4" naive

Los linfocitos TCD4" naive se purificaron para realizar los experimentos de
determinacion de los niveles de secrecion y expresion de RANKL, expresion de 7-bet (Thl),
GATA-3 (Th2), RORC2 (Th17)y Foxp3 (Treg) y activacion de osteoclastos, utilizando un kit de
deplecion celular especifico de acuerdo con las instrucciones del fabricante (MACS; Miltenyi
Biotec). Para esto, una fracciéon de PBMCs se incub6 con los anticuerpos monoclonales de raton
anti-CDS§, CD14, CD15, CD16, CD19, CD25, CD34, CD36, CD45RO, CD56, CD123, TCR v/,
HLA-DR y CD235a humanos conjugados con biotina durante 20 min a 4°C y posteriormente
con un anticuerpo anti-biotina conjugado con particulas inmuno-magnéticas durante 10 min a
4°C. Luego de ser lavadas, las células se resuspendieron en PBS a 4°C y los linfocitos TCD4"
naive se purificaron usando columnas de deplecion LD montadas en un campo magnético. La
fraccion de células CD4" separadas corresponden a los linfocitos TCD4' naive, los que se
contaron utilizando una camara de Neubauer”. El fenotipo celular se confirmé con anticuerpos

especificos analizados mediante citometria de flujo (en detalle mas adelante).

9.7 Purificacion de linfocitos TCD4" memoria

Los linfocitos TCD4™ de memoria se purificaron para realizar el experimento de
frecuencia de proliferacion ante los distintos serotipos bacterianos de P. gingivalis o A.
actinomycetemcomitans, utilizando un kit de deplecion celular especifico de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (MACS; Miltenyi Biotec). Para esto, una fraccion de PBMCs se
incub6d con los anticuerpos monoclonales de raton anti-CD8, CD14, CD16, CD19, CD36,
CD45RA, CD56, CD123, TCR /6 y glicoforina A humanos conjugados con biotina durante 10
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min a 4°C y posteriormente con un anticuerpo anti-biotina conjugado con particulas inmuno-
magnéticas durante 15 min a 4°C. Luego de ser lavadas, las células se resuspendieron en PBS a
4°C y los linfocitos TCD4" de memoria se purificaron usando columna de deplecion LD
montadas en un campo magnético. Se determin6 el numero de células usando una cadmara de
Neubauer®. El fenotipo celular se confirmé usando anticuerpos especificos analizados mediante

citometria de flujo (en detalle mas adelante).

9.8 Cultivos de P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans

Las cepas encapsuladas de P. gingivalis W83 (Serotipo K1), HG184 (Serotipo K2),
A7A1-28 (Serotipo K3), ATCC® 49417™ (Serotipo K4), HG1690 (Serotipo K5) o HG1691
(Serotipo K6) o la cepa ATCC® 33277™ carente de capsula extracelular (K') fueron cultivadas
en medio agar sangre de caballo al 5%, suplementado con hemina (5 mg/L) y menadiona (1
mg/L), a 37°C en condiciones anaerobias (80% Nj, 10% CO;, y 10% H») usando generadores
AnaeroGen™  (OxoidLtd, Basingstoke, Hampshire, England). Las cepas de A.
actinomycetemcomitans ATCC® 43717™ (Serotipo a), ATCC® 43718™ (Serotipo b) 0 ATCC®
43719™ (Serotipo c) fueron cultivadas en medio agar infusién cerebro-corazén (OxoidLtd) a
37°C en condiciones de capnofilia (8% O, y 12% CO;) usando generadores CampyGen™
(OxoidLtd).

9.9 Curvas de crecimiento bacteriano

Para tener un numero conocido de unidades formadoras de colonias (UFC) para la
estimulacion de las células dendriticas, se confeccionaron curvas de crecimiento bacteriano de
cada cepa de P. gingivalis o de A. actinomycetemcomitans. Cada cepa bacteriana se inoculd en
10 mL de caldo de cultivo sangre de caballo al 5% suplementado con hemina y menadiona o
caldo infusidon cerebro-corazon hasta lograr una densidad oOptica (DO) de 0,05 medida en
espectrofotometro a un longitud de onda de 560 nm (Halo RB-10 UV-VIS Spectophotometer,
Dynamica, Germany). Lecturas de espectrofotometro adicionales se realizaron en distintos
tiempos hasta que el microorganismo alcanzé la fase de crecimiento estacionario. Con cada

medicion de DO, se tomd una muestra de 100 uL, la que se diluy6 de forma seriada (log;o) en
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PBS y 100 pL de cada dilucidén se sembro en agar sangre de caballo al 5% suplementado con
hemina y menadiona o medio de cultivo infusion cerebro-corazén. Luego de 5-7 dias, se
cuantific6 el nimero de unidades formadoras de colonias y se contrastdé con las DO
correspondientes. Se grafico las curvas DO versus tiempo y DO versus UFCx10%mL para
obtener un numero conocido de UFC/mL en fase de crecimiento exponencial para realizar la

estimulacion celular.

9.10 Estimulacion de las células dendriticas

Las células dendriticas diferenciadas se estimularon durante 2 dias y a una multiplicidad
infectante incremental (MOI) de 107" a 10° (razon bacterias/células dendriticas) con los distintos
serotipos de P. gingivalis o A. actinomycetemcomitans. Como control positivo, células
dendriticas se estimularon con 10 ng/mL de LPS de Escherichia coli cepa 0111:B4 (Fluka,
Sigma-Aldrich Chemie, Buchs, Switzerland). Células dendriticas no estimuladas fueron
utilizadas como control negativo. La estimulacion de las células dendriticas se evalu6 con

anticuerpos especificos mediante citometria de flujo (en detalle més adelante).

9.11 Estimulacién de los linfocitos TCD4" naive

Los linfocitos TCD4 " naive fueron activados con células dendriticas estimuladas con los
serotipos K1 a K6 de P. gingivalis o a, b o ¢ de A. actinomycetemcomitans, a una razéon de 10:1
(linfocitos T:células dendriticas), durante 5-7 dias y a una concentracién de 1x10° células/mL en

medio de cultivo RPMI-1640 suplementado con 10% de suero bovino fetal.

9.12 Analisis del fenotipo celular

La purificacion de monocitos, su diferenciacion a células dendriticas y su posterior
estimulacion en presencia de los distintos serotipos de P. gingivalis o A. actinomycetemcomitans
se evaludé usando los siguientes anticuerpos de raton anti-humano conjugados con los

fluorocromos PE, FITC o PE/Cy5: anti-CD14 (monocitos), CDla (células dendriticas
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inmaduras), CD83 (c¢lulas dendriticas maduras), CD80 y CD86 (moléculas co-estimuladoras de
la presentacion antigénica) (BD Biosciences Pharmigen, San José, CA, USA) y utilizando un
equipo FACSCalibur de citometria de flujo (BD Biosciences Pharmigen). La purificacion de
linfocitos TCD4" se evalué usando los anticuerpos de ratén anti-humano anti-CD4 (linfocitos T
CD4"), CD14 (monocitos), CD45RA (linfocitos TCD4" naive) y CD45RO (linfocitos T de

memoria) conjugados con los fluorocromos PE o FITC (BD Biosciences Pharmigen).

9.13 Extraccion de RNA citoplasmadtico total

Luego de 5 dias de estimulacion celular, los linfocitos TCD4" naive fueron recuperados
mediante centrifugacion a 10.000 xg durante 10 min a 4°C y los sobrenadantes de cultivo celular

fueron almacenados a -80°C para los siguientes experimentos.

Para la extraccion del RNA citoplasmatico total, las células fueron lavadas 2 veces en
PBS y lisadas en 400 pL de amortiguador de lisis que contiene 0,5% Igepal® CA-630 (Rhodia
Inc, Cranbury, NJ, USA), 50 mM Tris-HCI pH 8, 100 mM NaCl y 5 mM MgCl,, suplementado
con 10 mM del complejo vanadyl-ribonucleosidos (VRC)-40 (Gibco). La lisis celular completa
se llevo a cabo resuspendiendo vigorosamente las células 10 veces en el amortiguador de lisis. El
nucleo fue removido mediante centrifugacioén por 10 seg a 14.000 xg y 400 puL del sobrenadante
fueron sometidos a digestion con 25 pg/mL de proteinasa K (Roche Ltd, basel, Switzerland), en
presencia de SDS 1% y 15 mM EDTA (Fluka) por 30 min a 37°C. Posteriormente, el RNA fue
extraido con 400 uL de fenol:cloroformo:isoamylalcohol 25:24:1 (Fluka) centrifugado por 10
min a 14.000 xg a temperatura ambiente. E1 RNA presente en la solucién acuosa se precipitd por
1 hora a -20°C con 0,3 M acetato de sodio, 1 mL de etanol 100% y 20 pg/uL de glicogeno
(Roche), se recuperd mediante centrifugacion por 30 min a 14.000 xg y se resuspendié en 20 uL
de agua milli-Q libre de RNAsas. El RNA citoplasmatico fue cuantificado usando un
espectrofotometro a una longitud de onda de 260 nm (Halo RB-10 UV-VIS Spectophotometer) y

almacenado a -80°C a una concentracion de 1 pg/pL.
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9.14 Sintesis de la primera cadena de cDNA

Para obtener la primera cadena de cDNA, 2 pg/uL de RNA total fueron retrotranscritos
usando un kit especifico y siguiendo las recomendaciones del fabricante (Transcriptor First

Strand cDNA, Roche).

9.15 Analisis de la expresion de RANKL y factores de transcripcion

Los niveles de expresion de los mRNA de RANKL, 7-bet (Thl), GATA-3 (Th2), RORC2
(Th17) y Foxp3 (Treg) fueron determinados mediante PCR en tiempo real a partir de 20 ng de
cDNA, utilizando partidores especificos (Tabla 1). La amplificacion mediante PCR en tiempo
real se realizé utilizando un reactivo especifico (KAPA SYBR Fast qPCR Master Mix Universal,
KAPA Biosystems, Boston, MA, USA) y se cuantifico en un termociclador en tiempo real
(StepOnePlus, Applied Biosystems). Como control de amplificacion se analizaron los niveles de

expresion de la subunidad de rRNA 18S

Tabla 1. Partidores utilizados para la amplificacion mediante PCR en tiempo real

Nombre Partidor->3’ Partidor->5’
RANKL tgattcatgtaggagaattaaacagg gatgtgctgtgatccaacga
T-bet tccaagtttaatcagcaccaga tgacaggaatgggaacatcc
GATA-3 ctcattaagcccaagcgaag tctgacagttcgcacaggac
RORC2 agaaggacagggagccaag caagggatcacttcaatttgtg
Foxp3 acctacgccacgctcatc tcattgagtgtccgetgcet
18S rRNA ctcaacacgggaaacctcac cgctccaccaactaagaacg
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9.16 Analisis de la secrecion de RANKL

A partir de 100 pL del sobrenadante de cultivo celular de linfocitos TCD4" naive se
cuantificd la secrecion de RANKL mediante ELISA siguiendo el protocolo descrito por el
fabricante (R&D Systems, Quantikine®, MN, USA) en un espectrofotémetro a 492 nm (ELx800
Universal Microplate Reader, Biotek Instruments, INC. Virginia, USA).

9.17 Analisis de frecuencia de respuesta de linfocitos T de memoria

La frecuencia de proliferacion de linfocitos T de memoria, obtenidos de sujetos sanos y
con periodontitis, se analizd mediante dilucion limite. Los linfocitos TCD4" de memoria
expuestos a células dendriticas estimuladas con los distintos serotipos de P. gingivalis o A.
actinomycetemcomitans se cultivaron a una concentracion de 1x10° células/mL en 200 pL de
medio de cultivo RPMI-1640 suplementado con 10% de suero bovino fetal en placas de cultivo
de 96 pocillos en diluciones seriadas (logs) a 37°C y 5% CO,. Luego de 5 dias, se analiz6 la
frecuencia de proliferacion de los linfocitos TCD4" de memoria utilizando microscopio de luz
(Axiostar plus, Carl Zeiss, Germany) y un kit de proliferacion de acuerdo con las instrucciones
del fabricante (Formazan, MTT Assay, R&D Systems). La frecuencia de proliferacion de
cultivos celulares capaces de proliferar en cada condicion experimental se determinéd
contabilizando los pocillos negativos y comparando con el estimado de células/pocillo

proliferantes positivas en escala logaritmica con la distribucion de Poisson como referencia.

9.18 Activacién de osteoclastos TRAP'

Macrofagos/monocitos RAW 264.7 (TIB-71) se cultivaron en medio DMEM (Dulbeco’s
Minimal Essential Medium, Gibco Invitrogen Corp.), suplementado con 1,5 g/L de bicarbonato
de sodio y 10% de suero bovino fetal, y se diferenciaron a osteoclastos en presencia de 50 ng/mL
de RANKL durante 5 dias. Los osteoclastos diferenciados se lavaron 2 veces en PBS para
dejarlos libres de RANKL vy se cultivaron a una concentracion de 1x10° células/cm” durante 7

dias en medio DMEM en presencia 100 puL de los distintos sobrenadantes de los cultivos de
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linfocitos TCD4" naive expuestos a células dendriticas estimuladas con los distintos serotipos de
P. gingivalis. La activacion de los osteoclastos se cuantificd determinando el nimero de células
multinucleadas TRAP" utilizando un kit de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Cayman

Chemical, Ann Arbor, MI, USA) observadas en un microscopio de luz (Axiostar plus).

9.19 Analisis de los datos

Los datos de la citometria de flujo se representaron como histogramas y se expresaron
como porcentajes de células positivas usando el software WinMDi 2.9 (The Scripps Research
Inst., La Jolla, CA, USA). Los datos de citometria de flujo (%), PCR en tiempo real (niveles de
expresion), ELISA (pg/mL) y activacion de osteoclastos (nimero absoluto) se expresaron como
promedio + desviacion estandar y fueron analizados usando el programa estadistico SPSS 15.0
(Lead Technologies Inc., Charlotte, NC, USA). La normalidad de la distribucion de los datos se
determind usando la prueba estadistica de Shapiro-Wilk. Los datos de citometria de flujo se
analizaron mediante la prueba de y*. Los niveles de expresion de RANKL, T-bet (Thl), GATA-3
(Th2), RORC2 (Th17) y Foxp3 (Treg) evaluados mediante PCR en tiempo real, los niveles de
RANKL analizados mediante ELISA y el niimero de osteoclastos TRAP" fueron analizados
utilizando las pruebas estadisticas de ANOVA y el post-hoc de Tukey. La frecuencia de
proliferacion, evaluada mediante dilucion limite, se analizd usando un programa disponible on-
line (http://bioinfo.wehi.edu.au/software/limdil/index.html) (The Walter & Eliza Hall Institute of
Medical Research, Melbourne, Australia). Los coeficientes de correlacion se obtuvieron usando
las pruebas estadisticas de Pearson. Las diferencias se consideraron estadisticamente

significativas cuando p-value fue <0,05.
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10. RESULTADOS

10.1 Purificacion de monocitos y diferenciacion a células dendriticas

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

CDla.

Células
dendriticas

" 32
: # :"‘ ) Figura 1. Purificacion de monocitos y
r :l \. » f| "‘ diferenciacion a células dendriticas.
s L e Analisis mediante citometria de flujo de los niveles
CD14—> de purificacién de monocitos (células CD14") a
— 46 98,8 partir de las PBMCs y de su diferenciacion a
s . L _.'\:J—f células dendriticas (células CD1a") en presencia de
: f GM-CSF ¢ IL4.
> L - A
CD1a—»

10.2 Purificacion de linfocitos TCD4" naive

La purificacion de linfocitos TCD4" naive fue evaluada mediante citometria de flujo
(Figura 2). A partir de las PBMCs aisladas de sangre periférica, se obtuvo una poblacién de
linfocitos de alta pureza, demostrado por los elevados niveles de expresion del marcador especifico

CD4 (> 98%) y bajos niveles de expresion del marcador CD14 de monocitos (< 0,12%).
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10.3 Activacion de células dendriticas

Los niveles de activacion de las células dendriticas fueron evaluados analizando los
niveles de expresion de CD80, CD83 y CD86 mediante citometria de flujo (Figura 3a y 3b). Un
alto porcentaje de células dendriticas activas se observo posterior a la estimulacién con los serotipos
K1 a K6 de P. gingivalis tal como se demuestra por el incremento de los marcadores CD80 (> 97%)
y CD83 (> 94%) o con los serotipos a, b o ¢ de 4. actinomycetemcomitans, tal como se demuestra
por el incremento de los marcadores CD80 (> 95%), CD83 (> 95%) y CD86 (> 94%). No se
observaron diferencias estadisticamente significativas en los niveles de activacion de las células
dendriticas ante la estimulacion con los distintos serotipos P. gingivalis o A.

actinomycetemcomitans.

K- K1 K2 K3 K4 K5 K6

CD83

10° 10" 10% 10" 10° 107 10" 10% 10" 10" 10° 10" 10" 10" 10° 10 10' 10* 10° 10° 107 10" 10% 10° 10° 107 10' 10* 10° 10° 10° 10 0% 10 10°

Figura 3a. Activacion de las células dendriticas ante los serotipos K1 a K6 o K de P. gingivalis.

Analisis mediante citometria de flujo de los niveles de expresion de CD80 y CD83 que evidencian la
activacion de las células dendriticas luego de la estimulacion durante 48 horas con los serotipos K1
(W83), K2 (HG184), K3 (A741-28), K4 (ATCC® 49417"™), K5 (HG1690) o K6 (HGI169I) o la cepa

carente de capsula extracelular K- (ATCC® 33277™) de P. gingivalis (MOI=10°). 32
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10.4 Activacion de linfocitos TCD4" naive

Figura 3b. Activacion de las células dendriticas

ante los serotipos a, b o ¢ de A
actinomycetemcomitans.

Andlisis mediante citometria de flujo de los niveles
de expresion de CD83, CD80 y CD86 que
evidencian la activacion de las células dendriticas
luego de la estimulacion durante 48 horas con los
serotipos a (ATCC® 43717™), b (ATCC® 43718™)
0 c (ATCC®  43719™) de A

actinomycetemcomitans (MOI=10°).

Los niveles de activacion de los linfocitos TCD4 " naive fueron evaluados analizando los

niveles de expresion de CD25, CD62L y CD69 mediante citometria de flujo (figura 4). Un alto

. . . + . . 7 3 . 7 4
porcentaje de linfocitos TCD4  naive activos se observé posterior a la estimulacion por 5 dias con

el serotipo K1 (W83) de P. gingivalis tal como se demuestra por el incremento de los marcadores

CD25 (> 14,3%), CD62L (> 17,9%) y CD69 (> 13,5%).

Recuento de células Recuento de células
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Figura 4. Cinética de activacién de linfocitos TCD4".

Analisis mediante citometria de flujo de los niveles de
expresion de CD25, CD62L y CD69 los dias 1, 2, 3,4 6
5 luego de la activacion de los linfocitos TCD4 con
células dendriticas estimuladas con el serotipo KI
(W83) de P. gingivalis (MOI=10°), detectindose

mayores niveles de activacion al quinto dia.
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Niveles de expresién

Niveles de expresion

10.5 Niveles de expresion y secrecion de RANKL en linfocitos TCD4" naive

En linfocitos TCD4" naive activados con células dendriticas autélogas estimuladas con
los serotipos K1 (W83), K2 (HG184), K3 (A7A1-28), K4 (ATCC® 49417™), K5 (HG1690) o
K6 (HG1691) o la cepa carente de capsula K- (ATCC® 33277™) de P. gingivalis (MOI=10") o
los serotipos a (ATCC® 43717™), b (ATCC® 43718™) o ¢ (ATCC® 43719™) de A.

actinomycetemcomitans (MOI=10%) se cuantificaron los niveles de expresion y secrecion de

RANKL, mediante PCR en tiempo real y ELISA, respectivamente (Figura 5). Los linfocitos

TCD4" naive activados con células dendriticas estimuladas con el serotipo K1 (W83) o K2

(HG184) de P. gingivalis o el serotipo b (ATCC® 43718™) de A. actinomycetemcomitans

presentaron mayores niveles de expresion y secrecion (p<0,05) de RANKL en comparacion a los

linfocitos TCD4" naive activados con células dendriticas autélogas estimuladas con los otros

serotipos de P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans.
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Serotipos

n.i.

Porphyromonas gingivalis
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ni. K K1 K2 K3 K4 K5 K6

Serotipos

Aggregatibacter actinomycetemcomitans

a

*

b

Cc

Serotipos
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_m B

n.i.
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b
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Serotipos

Figura 5. Niveles de expresion y secrecion de RANKL

en linfocitos TCD4" naive activados.

La expresion y secrecion de RANKL en linfocitos
TCD4" activados por células dendriticas autélogas
estimuladas con los serotipos K1 (W83), K2 (HG184),
K3 (A741-28), K4 (ATCC® 49417"), K5 (HG1690) o
K6 (HG1691) o la cepa K (ATCC® 33277™) de P.
gingivalis (MOI=10°) o a (ATCC® 43717"), b
(ATCC® 43718™) o ¢ (ATCC® 43719") de A.
actinomycetemcomitans (MOI=10°) fue determinada
mediante PCR en tiempo real y ELISA,
respectivamente. Como control negativo se utilizaron

células dendriticas no inducidas (n.i.). *p<0,05.
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10.6 Niveles de expresion de los factores de transcripcion en linfocitos TCD4" naive

Los niveles de expresion de los factores de transcripcion 7-bet (Thl), GATA-3 (Th2),
RORC?2 (Th17) y Foxp3 (Treg) en linfocitos TCD4" naive activados con células dendriticas
autdlogas estimuladas con los serotipos K1 (W83), K2 (HG184), K3 (A7A1-28), K4 (ATCC®
49417™), K5 (HG1690) 0 K6 (HG1691) o la cepa carente de capsula K- (ATCC® 33277™) de P.
gingivalis (MOI=10%) o los serotipos a (ATCC® 43717™), b (ATCC® 43718™) o ¢ (ATCC®
43719™) de A. actinomycetemcomitans (MOI=107) se cuantificaron mediante PCR en tiempo
real (Figura 6a y 6b). Los linfocitos TCD4" naive activados con células dendriticas autdlogas
estimuladas con K1 (W83) o K2 (HG184) de P. gingivalis o el serotipo b (ATCC® 43718"") de
A. actinomycetemcomitans presentaron mayores niveles de expresion de los factores de
transcripcion 7-bet (Thl) (p<0,05) y RORC?2 (Th17) (p<0,05) en comparacién a los linfocitos
TCD4" naive activados con células dendriticas autologas estimuladas con los otros serotipos de
P. gingivalis o A. actinomycetemcomitans. No hubo diferencias en los niveles de expresion de
los factores de transcripcion en los linfocitos TCD4" naive activados con células dendriticas

estimuladas con los otros serotipos de P. gingivalis o A. actinomycetemcomitans.
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© Figura 6a. Niveles de expresion de los factores de
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n.i. K* K1 K2 K3 K4 K5 K6

n.i. K K1 K2 K3 K4 K5 K6

no inducidas (n.i.). *p<0,05.
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10.7 Correlacion entre los niveles de expresion de los factores de transcripcion y de secrecion

de RANKL

En los linfocitos TCD4" naive activados con células dendriticas estimuladas con los
serotipos K1 (W83) o K2 (HG184) de P. gingivalis (K1, p < 0.05) o los serotipos a (ATCC"
43717™), b (ATCC® 43718™) o ¢ (ATCC®™ 43719™) de A. actinomycetemcomitans (a, b o ¢, p
< 0.05) se detectd una correlacion positiva entre los niveles de expresion T-bet (Thl) y RORC2
(Th17) con los niveles de secrecion de RANKL y una ausencia de correlacion entre los niveles
de expresion de GATA-3 y Foxp3 con RANKL (Figura 7a y 7b). En linfocitos TCD4" naive
activados con células dendriticas estimuladas con los serotipos K3-K6 o la cepa carente de
capsula K™ de P. gingivalis se observo ausencia de correlacion entre los niveles de expresion de
T-bet, GATA-3, RORC2 y Foxp3 con RANKL. Estos datos sugieren una asociacion entre los
serotipos K1 o K2 de P. gingivalis o a, b o ¢ de A. actinomycetemcomitans con la diferenciacion

y activacion de los linfocitos Th17 y la produccion de RANKL.
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Figura 7a. Correlacion entre los factores de transcripcion y los niveles de secrecion de RANKL.

K1

K2

La correlacion entre los niveles expresados del mRNA de los factores de transcripcion T-bet, GATA-3, RORC2 y Foxp3 y

los niveles de RANKL producidos por los linfocitos TCD4" naive activados con células dendriticas autélogas estimuladas

con los serotipos K1 (W83) o K2 (HG184) de P. gingivalis (MOI=10°). Los coeficientes de correlacion de Pearson (r)

fueron calculados a partir de 10 experimentos independientes. *p<0,05
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Figura 7b. Correlacion entre los factores de transcripcion y los niveles de secrecion de RANKL.

La correlacion entre los niveles expresados del mRNA de los factores de transcripcion T-bet, GATA-3, RORC2 y Foxp3 y

los niveles de RANKL producidos por los linfocitos TCD4" naive activados con células dendriticas autélogas estimuladas

con los serotipos a (ATCC® 43717™), b (ATCC® 43718™) o ¢ (ATCC® 43719™) de A. actinomycetemcomitans

(MOI=10°). Los coeficientes de correlacion de Pearson (r) fueron calculados a partir de 10 experimentos independientes.

9<0,05
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10.8 Niveles de activacion de osteoclastos mediante la secrecion de TRAP'

Para confirmar el rol de los diferentes serotipos K de P. gingivalis en la diferenciacion y
activacion de osteoclastos, se cuantificoé el numero de osteoclastos TRAP' inducidos en
respuesta a los sobrenadantes recuperados de cada condicion de estimulacion en los linfocitos
TCD4" naive activados con células dendriticas estimuladas con los serotipos K1 (W83), K2
(HG184), K3 (A7A1-28), K4 (ATCC"™ 49417™), K5 (HG1690) o K6 (HG1691) o la cepa
carente de capsula K~ (ATCC® 33277™) de P. gingivalis (MOI=10%). Después de 5 dias de
cultivo, el niimero de osteoclastos TRAP" fue mayor en presencia de los sobrenadantes de
linfocitos TCD4 " naive activados con células dendriticas estimuladas con los serotipos K1 o K2
de P. gingivalis en comparacion con los serotipos K3-K6 o la cepa carente de capsula K™ de P.

gingivalis (p <0,05) (Figura 8).

No se detectaron diferencias significativas en el nimero de células TRAP" entre los
linfocitos TCD4" naive activados con las células dendriticas estimuladas con los serotipos K3-
K6 o la cepa carente de capsula K" de P. gingivalis. Estos resultados demostraron un incremento
en la osteoclastogénesis inducida por los linfocitos TCD4" naive expuestos a células dendriticas
estimuladas con los serotipos K1 o K2 de P. gingivalis en comparacion con los otros serotipos.
Estos mayores niveles de induccion se correlacionan con los elevados niveles expresados y

secretados de RANKL.

Figura 8. Niveles de activacion de osteoclastos

40 - TRAP".
2 30 El niimero de células multinucleadas TRAP"
&) .
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: con los serotipos K1 (W83), K2 (HG184), K3
% 10 4 (A7A41-28), K4 (ATCC® 49417™), K5 (HG1690)
©
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Pg - - - K K1 K2 K3 K4 K5 K6

pocillo. Cada experimento se realizé6 en

triplicado. *p<0,05
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10.9 Frecuencia de proliferacion de linfocitos T de memoria

Para determinar si los distintos serotipos de P. gingivalis o A. actinomycetemcomitans
estan asociados con diferencias en la frecuencia de proliferacion de linfocitos TCD4" de
memoria obtenidos de pacientes con periodontitis y sujetos sanos, se realizaron experimentos de
dilucién limite para analizar la respuesta ante los serotipos K1 (W83), K2 (HG184) o K4
(ATCC® 49417™) o la cepa carente de capsula K~ (ATCC® 33277™) de P. gingivalis o los
serotipos a (ATCC® 43717"), b (ATCC® 43718") o ¢ (ATCC® 43719™) de A.
actinomycetemcomitans (Figura 9). En sujetos sanos no se mostraron diferencias significativas
en la frecuencia de proliferacion de los linfocitos TCD4 " de memoria en respuesta a los distintos
serotipos de P. gingivalis o A. actinomycetemcomitans; sin embargo, en los pacientes con
periodontitis, los serotipos K1 o K2 de P. gingivalis o el serotipo b de A. actinomycetemcomitans
indujeron significativamente una mayor la frecuencia de proliferacion de los linfocitos TCD4" de

memoria en comparacion a los otros serotipos.

La frecuencia de proliferacion de los linfocitos TCD4" de memoria ante los distintos
serotipos K de P. gingivalis o a, b o ¢ de A. actinomycetemcomitans presentaron diferencias
significativas entre los sujetos sanos y los pacientes afectados con periodontitis. Ante los
serotipos K1 o K2 de P. gingivalis o el serotipo b de A. actinomycetemcomitans la frecuencia de
proliferacion esta incrementada en pacientes con periodontitis en comparacion a sujetos sanos.
Estos datos demuestran una asociacién entre la activacion de los linfocitos TCD4" de memoria
ante los serotipos K1 o K2 de P. gingivalis o el serotipo b de A. actinomycetemcomitans y la

presencia de periodontitis.

39



Frecuencia de pocillos Frecuencia de pocillos
que no responden (log)

Frecuencia de pocillos

Frecuencia de pocillos

que no responden (log) que no responden (log)

que no responden (log)

Numero de células/pocillo (x10%)

0 50 100

150 200

K1
p =0,041*

----- sujetos sanos

— pacientes con periodontitis

Frecuencia de pocillos
que no responden (log)

Frecuencia de pocillos

Frecuencia de pocillos
que no responden (log)

que no responden (log)

Numero de células/pocillo (x10°)

-2

-3

-4

0 50 100 150 200
a
p=0,153

p=0,036*

----- Sujetos sanos
— Pacientes con periodontitis

Figura 9. Frecuencia de proliferacion

de linfocitos TCD4" de memoria.

Para determinar la frecuencia de los
linfocitos TCD4" de memoria capaces
de activarse en
serotipos K1 (W83), K2 (HG184) o K4
(ATCC" 49417") o0 la cepa K (ATCC®
33277™) de P. gingivalis (MOI=10°)
0o a (ATCC® 43717"), b (ATCC®
43718") o ¢ (ATCC® 43719") de A.

respuesta a los

actinomycetemcomitans (MOI=107), se
aislaron las células de pacientes con
periodontitis cronica. Sujetos sanos se
utilizaron como control.

Los datos son expresados como la
frecuencia de los pocillos que no
respondieron versus el numero de

células cultivadas por pocillo. Cada

fue
duplicado. *p<0,05
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11. DISCUSION

La homeostasis del tejido 6seo depende de un equilibrio dindmico entre los osteoblastos,
células capaces de formar hueso, y osteoclastos, células responsables de la reabsorcion dsea
(Karsenty et al., 2002). Este acoplamiento celular esta regulado por diversas moléculas osteo-
activas, entre ellas RANKL. Durante las periodontitis, este equilibrio celular y molecular se
desregula debido a los cambios en la respuesta inmune local provocados por la infeccion
periodontal, produciéndose una mayor actividad de osteoclastos, un incremento en la reabsorcion
del hueso alveolar y, finalmente, la pérdida de los dientes (Listgarten, 1986, Tonetti et al., 2005,
Garlet, 2010, Hernandez et al., 2011, Di Benedetto et al., 2013). El tipo de respuesta inmune
inducido en el hospedero durante la infeccion periodontal determina el fenotipo clinico osteo-
destructivo de la enfermedad; en particular, se ha asociado una respuesta linfocitaria tipo Thl y
Th17 a la destruccidon del hueso alveolar (Rodan et al., 2000, Nagasawa et al., 2007). En este
trabajo de investigacion se cuantificaron los niveles de expresion de los factores de transcripcion
que determinan la diferenciacion de los fenotipos Thl, Th2, Thl17 y Treg posterior a la
activacion de linfocitos TCD4" naive por células dendriticas autdlogas estimuladas con los
distintos serotipos de P. gingivalis y A. Actinomycetemcomitans. Ademas, se analizd la
activacion de los osteoclastos, mediante la cuantificacion de los niveles expresion y secrecion de
RANKL vy la induccion de osteoclastos TRAP'. Finalmente, se evalud la frecuencia de
proliferacion de linfocitos TCD4" de memoria ante los serotipos mas inmunogénicos de P.

gingivalis y A. actinomycetemcomitans.

Ante los serotipos K1 o K2 de P. gingivalis o el serotipo b de A. actinomycetemcomitans
se detectaron mayores niveles de expresion de los factores de transcripcion 7-bet y RORC?2,
determinantes de un patron de respuesta inmune tipo Thl (pro-inflamatorio) y Th17 (osteo-
destructivo), respectivamente, y de expresion y secrecion de RANKL, en comparacién a las
mismas células estimuladas con los otros serotipos de P. gingivalis o A. actinomycetemcomitans.
Ante estos mismos serotipos se detectd también una mayor induccion de osteoclastos TRAP" en
comparacion a los otros serotipos bacterianos. Finalmente, también se observo mayor frecuencia
de proliferacion celular en los linfocitos TCD4" de memoria ante estos serotipos bacterianos
cuando las células se obtuvieron de pacientes con periodontitis cronica en comparacion a los de

sujetos sanos. En conjunto, estos datos nos permiten especular que los serotipos K1 y K2 de P.
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gingivalis y b de A. actinomycetemcomitans tienen un rol en la actividad de los osteoclastos y la
reabsorcion osea alveolar que ocurre durante las periodontitis a través de una mayor actividad de

los linfocitos Th1 y Th17 mediada por RANKL.

Los linfocitos TCD4" cumplen un rol central en la patogénesis de las periodontitis. Los
linfocitos Thl producen citoquinas pro-inflamatorias que facilitan la inflamacion local
mediante el reclutamiento y activacion de células inmunes y, ademas, ejercen una actividad
osteoclastogénica indirecta al inducir la expresion de RANKL en fibroblastos, osteoblastos y
linfocitos Th17 (Boyle et al., 2003, Sato et al., 2006, Dutzan et al., 2009a, Dutzan et al., 2009b,
Garlet, 2010, Hernandez et al., 2011, Di Benedetto et al., 2013). Por otro lado, los linfocitos
Th17 producen IL-17 y RANKL, induciendo tanto indirectamente como directamente una
actividad osteoclastogénica (Cardoso et al.,, 2009, Okui et al., 2012, Kayal, 2013).
Indirectamente, IL-17 incrementa la reabsorcion 6sea mediante la induccion de la produccion
de RANKL en fibroblastos, osteoblastos, pre-osteoclastos y linfocitos Th17 (Boyle et al.,
2003). Directamente, la produccion de RANKL induce la diferenciacion y activacion de
osteoclastos mediante la estimulacioén de su receptor especifico RANK (Boyle et al., 2003). En
efecto, en las lesiones periodontales el incremento en los niveles de RANKL se correlaciona
con la deteccion local de P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans (Wara-aswapati et al.,
2007) y la expresion del telopéptido C-terminal del coldgeno tipo I (ICTP), marcador de
reabsorcion osea (Arikan et al., 2011). En conjunto, durante la reabsorcion infecciosa del hueso
alveolar, el incremento en los niveles de IL-1B, IL-6, IL-17, IL-21, IL-23, TNF-a, IFN-y y
RANKL son determinantes clave de la diferenciacion de los pre-osteoclastos y activacion de
los osteoclastos maduros (Vernal et al., 2005, Vernal et al., 2006c). Considerando los hallazgos
de este trabajo de investigacion, el rol de los linfocitos Thl y Th17 en la reabsorcién del hueso

alveolar inducida por P. gingivalis o A. actinomycetemcomitans es serotipo-dependiente.

No obstante, los linfocitos Th17 se asocian a la actividad osteo-destructiva directa
durante las periodontitis, también se describen otras células del sistema inmune que producen
moléculas osteo-activas y contribuyen a la reabsorcion osea (Kayal, 2013). En animales
infectados con A. actinomycetemcomitans, los linfocitos B activados producen mayores niveles
de RANKL e inducen un incremento significativo en la diferenciaciéon de osteoclastos,

provocando la reabsorcion 6sea (Han et al., 2006, Kawai et al., 2006, Kayal, 2013). Los
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linfocitos T y B en conjunto secretan el 20% de los niveles de RANKL detectados en sujetos
sanos y entre el 50% y 90% de los detectados en pacientes con periodontitis (Kawai et al.,
2006). Por otro lado, se ha descrito que los neutrofilos cumplen un rol central en la patogenia
de las periodontitis mediante la produccion de citoquinas y productos citotoxicos (Kayal,
2013). Los neutrofilos producen 16n superoxido, perdxido de hidrogeno, radicales libres,
elastasas y colagenasas los que, junto a las citoquinas pro-inflamatorias, favorecen la
inflamacion periodontal y la reabsorcion de hueso alveolar al inducir la produccion de RANKL
en fibroblastos y osteoblastos (Galli et al.,, 2011, Cooper et al., 2013). Finalmente, los
macrofagos son importantes mediadores de la inflamacién en los tejidos periodontales
mediante la secrecion de citoquinas y la presentacion de antigenos bacterianos a los linfocitos T
(Dennison et al., 1997). En presencia de RANKL, los macrofagos son capaces de producir
TNF-a y favorecer la activacion y diferenciacion de los osteoclastos (Lam et al., 2000).
Ademas, la presencia de macréfagos se asocia con incrementos en los niveles de RANKL,
deteccion local de P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans y produccion de IL-1B, IL-6,
TNF-a y prostaglandina E2 (Zadeh et al., 1999, Crotti et al., 2003, Pollreisz et al., 2010, Hung
etal., 2014).

En términos generales, los linfocitos Th17 son las principales células secretoras de
RANKL durante la infeccion periodontal y las citoquinas que producen, IL-6, IL-17, IL-21 e
IL-23, determinan un ambiente pro-inflamatorio que favorece la migracion de células del
sistema inmune hacia el foco infeccioso. Un incremento en la concentracion de RANKL y una
disminucién de OPG determinara la diferenciacion de los pre-osteoclastos y la activacion de

osteoclastos maduros, desencadenando la reabsorcion Osea.

Durante las periodontitis, una respuesta inmune tipo Thl y Thl7 se asocia con la
presencia de P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans. En este contexto, la deteccion de los
serotipos K1 o K2 de P. gingivalis o b de A. actinomycetemcomitans en la biopelicula
subgingival seria responsable de la respuesta inmune osteo-destructiva. Recientemente, se
analiz6 la composicidon microbiana subgingival de pacientes afectados de periodontitis cronica
o agresiva que asistieron a la Clinica de Periodoncia de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile, con el objeto de caracterizar la composicion serotipica de P. gingivalis y

A. actinomycetemcomitans. Los serotipos K1 y K2 de P. gingivalis fueron identificados en 40%
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de los pacientes y el serotipo b de A. actinomycetemcomitans en 16% de ellos (datos no
publicados). La frecuencia de deteccion de estos serotipos asociada a la reactividad inducida en
los linfocitos T de memoria permite establecer, al menos en parte, la importancia de la

colonizacidn subgingival de estos serotipos bacterianos en la etiopatogenia de las periodontitis.

Con el objetivo de evaluar la respuesta inmune de memoria ante P. gingivalis y A.
actinomycetemcomitans en pacientes con periodontitis y sujetos sanos, linfocitos TCD4"™ de
memoria circulantes periféricos fueron purificados y expuestos ante los distintos serotipos
bacterianos. Una mayor frecuencia de linfocitos TCD4" de memoria reactivos ante los serotipos
K1 o K2 de P. gingivalis o b de A. actinomycetemcomitans se detectd en los pacientes
afectados con periodontitis en comparacion a los sujetos sanos, evidenciando una exposicion
previa a estos serotipos bacterianos y sugiriendo su asociacion a la periodontitis. Ademas, ante
el serotipo K4 y la cepa carente de capsula K™ de P. gingivalis se observd una mayor frecuencia
de proliferacion de linfocitos T de memoria en sujetos sanos en comparacion a pacientes con
periodontitis, lo que sugiere una asociacion a la salud periodontal. Sin embargo, no podemos
descartar la posibilidad que las periodontitis se asocien tanto a una mayor respuesta ante los
serotipos K1 y K2 de P. gingivalis, como a una menor respuesta ante el serotipo K4 y la cepa

carente de capsula K.

La existencia de una memoria inmunoldgica en pacientes con periodontitis ante los
serotipos mas inmunogénicos de P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans permite proyectar el
desarrollo e implementacion de nuevas terapias enfocadas en la modulacion de la respuesta
inmune, las que permitirian controlar el desencadenamiento de los eventos biomoleculares
asociados al proceso de reabsorcion Osea, por ejemplo, mediante el incremento de los niveles
de OPG o mediante trasplantes autdlogos de linfocitos Treg. Estas terapias son utilizadas para
el tratamiento complementario de otras patologias; sin embargo, el ain limitado conocimiento
de la etiopatogenia de las periodontitis no ha permitido su oportuna aplicacion. En este sentido,
nuestros resultados contribuyen a una mejor comprension de la etiopatogenia de las
periodontitis como consecuencia de una serie de eventos biomoleculares desencadenados por
serotipos bacterianos particulares con la capacidad de inducir una respuesta inmune pro-
inflamatoria y osteo-destructiva; sin embargo, en la actualidad persisten vacios en el

conocimiento y comprension de los mecanismos que regulan la respuesta celular ante la
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estimulacion con distintas bacterias inmunogénicas. En este contexto, se proponen mecanismos
intracelulares capaces de regular la expresion génica acoplada al sefialamiento intracelular via
receptores tipo 7o/l y nuestro grupo de investigacion ha postulado que aquellas bacterias mas
inmunogénicas y sus serotipos tendrian una capacidad diferencial para bloquear la inhibicion de
la respuesta inmuno-inflamatoria o activar la inhibicion de la respuesta inmuno-reguladora,
sugiriendo que la respuesta inmune estaria siendo definida en eventos anteriores a la
presentacion antigénica a través de mecanismos regulados por RNAs nucleares pequefios, tales

como los microRNAs.

El rol de los distintos serotipos de P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans en la
etiopatogenia de las periodontitis esta recién emergiendo y la proyeccion de estrategias
microbiologicas o inmuno-terapéuticas de prevencion y/o tratamiento de las periodontitis sobre
la base de su distinta asociacion a salud o enfermedad periodontal es atn hipotética. Una
interpretacion de los datos presentados en este trabajo de investigacion se puede proyectar al
diagnostico microbioldgico periodontal, en los cuales la evaluacion de la composicion
microbiana serotipo-especifica seria necesaria para P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans.
Por otro lado, se podrian implementar terapias que busquen modificar la composicion de la
biopelicula patogénica subgingival con el objetivo de reemplazar del nicho ecoldgico de P.
gingivalis y/o A. actinomycetemcomitans a los serotipos bacteriano mas inmunogénicos y
patogénicos por aquellos mas asociados a la salud periodontal. Finalmente, se podrian disefiar
estrategias genéticas dirigidas a modificar la secuencia de los genes codificantes involucrados en
la composicion y estructura de los polisacaridos capsulares de P. gingivalis o del LPS de A.
actinomycetemcomitans, con el objetivo de transformar los serotipos mas inmunogénicos en
serotipos con capsula o LPS menos inmunogénicos y patogénicos. Nuestros resultados
permitirian proveer nuevos enfoques terapéuticos centrados en la modulacion de la respuesta
inmune del hospedero ante los distintos serotipos bacterianos, en lugar de la disminucién a la

exposicion bacteriana total, corriente actual de la practica clinica periodontal.
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12. CONCLUSIONES

1. Los serotipos K1 y K2 de P. gingivalis y b de A. actinomycetemcomitans inducen
mayores niveles de expresion y secrecion de RANKL en comparacion a los otros
serotipos.

2. Los serotipos K1 y K2 de P. gingivalis y b de A. actinomycetemcomitans inducen
mayores niveles de expresion de los factores de transcripcion 7-bet (Thl) y RORC2
(Th17) en comparacion a los otros serotipos.

3. Los mayores niveles de expresion del factor de transcripcion RORC2 (Th17) inducidos
por los serotipos K1 de P. gingivalis y b de A. actinomycetemcomitans se correlacionan
positivamente con los niveles de secrecion de RANKL.

4. Los serotipos K1y K2 de P. gingivalis inducen mayor activacion de osteoclastos TRAP"
en comparacion a los otros serotipos.

5. Los serotipos K1 y K2 de P. gingivalis y b de A. actinomycetemcomitans inducen mayor
frecuencia de proliferacion de linfocitos T de memoria obtenidos de pacientes con
periodontitis en comparacion a los obtenidos de sujetos sanos.

6. Los serotipos K1 y K2 de P. gingivalis y b de A. actinomycetemcomitans tienen un rol en
la actividad de los osteoclastos y la reabsorcion 6sea alveolar que ocurre durante las
periodontitis a través de una mayor actividad de los linfocitos Thl y Th17 mediada por

RANKL.
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14. ANEXOS

14.1 Consentimiento informado

Pigina 14

CONSENTIMIENTO INFORMADO

litulo del pravecia:

Impacto de la variabilidad bacteriana patdeena periodontal en [a respuesta inmune  en humanos,

Azociacion de serotipos bacterianes especilicos von la salud ¢ enlermedad periodontal.

El propdsito del presente estudio es entender la respuesta defensiva que se desarrolla en las
persenas durante la infeccion de la encia v los dientes (gingivitis ¥ periodentitis). Cn particular,
analizar ciertas moléculas llamadas citoquinas que se¢ producen en las células defensivas cuando
s¢ estimulan con 2 bacterias gue causan lu enfermedad: Aggreganibacter actinomycetemeamitans

¥ Paphvramonas gingivalis.
Personas estudiadas:

Se seleccionaran 30 pacientes enfermos de periodentitis agresiva, 30 pacientes enfermos
de pericdontitis cronica y 30 personas con las encias sanas. Todas las personas seran mayaores de
30 anos de edad y seran invitados & participar veluntariamente del estudia.

La persona invitada a participar del estudio tiene el derecho de rechazar la incorporacion,
retirar sus dates o abandonar ¢l estudio en cualguier momento, sin que ello afecte, modifique o
impligue suspension de su tratamiento dental,

Las personas que participen en el estudio N0 recibiran retribucion econdmica o material.

Examen ¢linico v toma de la muestra:

A las persenas que participen del estudio se les realizard un examen dental completo v. si

ingresan al estudio, se le tomard de una muestra de 10 mililitros de sangre venosa, que se ablen

medianle puncion en vna vena del antebrazo utilizando los procedimientos estandar 3 \
jeringa). CoMiTe \m
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Pagina 274

Precedimient de luboratorio v desting de Iss mucstras de sangre:

Lus muestras de sangre sc utilizaran para aislar celulas, las que en los experimentos s¢
estimularan con lus bacterins en estudio para snalizar lus citnquinas que producen. Cualguier rest
sobrante de sungre serg destruida.

L Jas muestras de sangre NO se realizaran cstudins gencticos.

Complicuciones que pueden suceder por 12 toma Jde las muestras de sangre:

Ll procedimiento de tema de muestra de sangre es inocuo v estindar, Adn asi, en algunes
casos puede scunr una leve maolestia durante la puncion con la ageja, desvanecimicnto o Iz
aparicion de un hematoma o maretén en la zana de puncidn pasada algunos minutos. Todas estas
camplicaciones ne implicardan riesgo, daice o detrimento algune en la selud o en e intepridad

fisica y/e siquica de Jas personas participantes.

Duracion de la participacion de lss persenas on ¢l ¢studia;

Després de realizado el examen dental v tomada la muestra de sangre. si es neeesarie. a!
paciente se le realizard ¢l tratamiente dental indicado en un plazo no superior a 2 semanas de

realizade el diagnostive. Una ves lomade la muoestrn de sangre. ¢l paciente terminara su

participacian en el estudio.

[Los pacientes NO recibiran beneficios directos par participar en el estudio
Ll estudio coninbuird g ampliar ¢l conacimicnro sobre las defensas de las personas cuande
existen infecciones de las encias v Jos dientes {gingivitis v periodontitis), Cste implicn benelicios

para el investgadar v eventualmente para la edoztelogia clinica.

resultados del andlisis individual v de wév el estudiv.
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Todos los datos del paciente serdn reservados v sdlo se registrarin el la ficha clinica del

Confidencialidad de los dstos:
paciente, manteniendo la confidencialidad tal como lo establece la normativa vigente,

Responsable del Provecto de Investigacion:
El responsable del Proyecte de [nvestigacion es el Profesor Dr. Rolande Vemal Astudille,

quien trabaje en el Deppriamento de Odentelogin Consenvadora. Fueultad de Odentologin.
que pora tal efecto se domiciliz en Ja calle Sergio Livingstone 943,

Universidad de Chile »

Indlependencia, Santiage.
Los pucientes pueden conlactar al investigader cuando [o deseen para pluntear cualyuier

duda que deseen aclarar,

Institucion patnocinunte:
La institucion patrucinante del Responsable del Provecto de Investigacion cs la Facultad de

Odontologia de la Universidad de Chile.

Comité Etico Cientifico:
Este proyecto hu sido sprobado por el Comite Etica Cientifico de |s Facultad de Odontologia

de lo Universidad de Chile. Fste Comité es presidido per el Prof. D Juan Cortés Araya, quien se

demicilia en la calle Sergio Livingstone 943, Independencia, Santiago.
Lste Comité es independiente de los investigadores v no tiene conflictos de interés con la

industria farmacéutica, cosmética vio alimentaria,
Cl paciente que acepte participar en el presente estudio puede solicitar una copia del
Jeslab

certificado de aprohacion del Proyecto emitide por el Comité,
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FORMLLARIO

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Decluracion del pacients:

He comprendido lus explicaciones que se me han dadoe. en un lenguaje claro y sencillo. y el

mvestigador me  ha permilide realizar todas las obscrvaciones v preguntas  necesarias.

resolviéndome todas las dudas que le he planteado.

He comprendide que en cualguier memento ¥ sin necesidad de dar explicacion alguna

puade revovar el consentimiento gue presto shors v sbandonar la investigacian,

Acepto veluntariamente tomar parte en el estudio,

Identificacion del Paciente:

Nombre:
Rut:

Fone:

Cechs de |3 firma del paciente:

Identificacion del [nvestizador Responsable:

Nambre: Rolande Vernal Astudillo
Rut: 11.635.874-3
Fana: +36-3.9781815

Fimna

LIRS
A25RY Dg
£\ <

=

o \ | 1
) o s ) . . . 3 L DE
Edicidn de! Forimulario de Conseatimivito Toforoado: Diciemére de 2010 "i& ETICA ‘&,
oA
Jo Cﬂ“‘(
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14.2 Diagnéostico de la condicion periodontal

En la siguiente tabla, se muestran las condiciones clinicas de los pacientes con periodontitis
cronica y sujetos sanos seleccionados para realizar el ensayo de proliferacion.

La edad, la profundidad al sondaje y el nivel de insercion clinico se expresa en promedio +
desviacion estdndar. La distribucion por género se expresa en porcentaje de hombres
seleccionados para cada condicion. El sangrado al sondaje y placa bacteriana se expresan como

el porcentaje de superficies positivas para cada indice, considerando 4 superficies por diente.

Los datos de periodontitis cronica corresponden a 17 pacientes, de los cuales en 10 se realizd la
frecuencia de proliferacién ante los distintos serotipos de P. gingivalis y 7 ante los distintos
serotipos de A. actinomycetemcomitans. Los datos de los sujetos sanos corresponden a 10
donantes, de los cuales en 5 se realizo la frecuencia de proliferacion ante los distintos serotipos
de P. gingivalis y 5 ante los distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans.

Pacientes con periodontitis (17)

Sujetos sanos (10)

Edad (Rango)

Masculino (%)

Profundidad al sondaje (mm)
Nivel de insercidn clinico (mm)
Sangrado al sondaje (%)

Placa bacteriana (%)

441 £5,77
35,29
5,70 £1,27
7,21 £1,59
81,52

76,45

36,1 +6,18
29,41
1,83 £0,42
1,23 £ 0,39
0,36

28,17
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14.3 Resumenes de presentaciones a congresos nacionales e internacionales

1. 4° Curso de Metodologia de la Investigacion en Periodoncia, Facultad de Odontologia,
Universidad de Valparaiso, Noviembre 2011.

2. X Congreso Latinoamericano de Inmunologia, Lima, Peru, Mayo 2012.
3. 15th International Congress of Immunology, Mildn, Italia, Agosto 2013.

4. XXV Reunion Anual de la International Association for Dental Research (IADR),
Division Chile, Octubre 2013.

5. 7th Annual Congress of the IADR/PER, Dubroknik, Croacia, Setiembre 2014
(Aceptado).

59



14.4 Distincion

1. Premio al mejor trabajo de investigacion durante el 4° Curso de Metodologia de la
Investigaciéon en Periodoncia, Facultad de Odontologia, Universidad de Valparaiso,
Noviembre 2013.
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14.5 Publicacion IST

J Clin Periodontol 2014; 41: 451-459 doi: 10.1111]jcpe.12236

Activation of RANKL-induced
osteoclasts and memory T
lymphocytes by Porphyromonas
gingivalis is serotype dependant

Vernal R, Diaz-Zuniga J, Melgar-Rodriguez S, Pujol M, Diaz-Guerra E, Silva A,
Sanz M, Garcia-Sanz JA. Activation of RANKL-induced osteoclasts and memory
T lymphocytes by Porphyromonas gingivalis is serotype dependant. J Clin
Periodontol 2014, 41: 451-459. doi: 10.1111]jcpe.12236.

Abstract

Aim: Destructive periodontitis is associated with a Th1-Th17 immune response
and activation of RANKL-induced osteoclasts. In addition, Porphyromonas gingi-
valis K1 and K2 serotypes induce a strong Th1-Th17 response. This study aimed
to investigate whether these P. gingivalis serotypes induce higher osteoclasts acti-
vation, by increased Thl7-associated RANKL production, and an antigen-specific
memory T-lymphocyte response.

Material and Methods: The RANKL production and TRAP " osteoclast induc-
tion were quantified on naive T lymphocytes stimulated with dendritic cells
primed with the P. gingivalis serotypes. The T-bet, GATA-3, RORC2 and Foxp3
expression was correlated with RANKL production. The frequency of proliferat-
ing memory T lymphocytes in response to P. gingivalis serotypes was determined
in both periodontitis and healthy subjects.

Results: T lymphocytes stimulated by K1 or K2-primed dendritic cells elicited
higher levels of RANKL and TRAP " osteoclasts than cells stimulated with the
other serotypes. RANKL positively correlated with RORC2. Whereas periodonti-
tis patients had a higher frequency of memory T lymphocytes responding to K1
or K2, healthy subjects had a higher frequency of memory T lymphocytes
responding to K4 or K.

Conclusions: P. gingivalis serotypes K1 and K2, but not others, are associated
with an increased production of the osteoclastogenesis-related factor RANKL.
This important information suggests that these serotypes could elicit a greater
bone resorption in vivo and have a role in the periodontitis pathogenesis.
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Periodontitis is one of the most
common human infectious diseases
and one of the primary causes of
tooth loss in adults (Tonetti & Cla-
ffey 2005, Cochran 2008). It is char-
acterized by the destruction of
periodontal connective tissues and
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