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1. ABREVIACIONES

LPS: Lipopolisacarido (Lipopolysaccharide).

TLR: Receptor tipo Toll (Toll Like Receptor).

NF-kB: Factor nuclear kappa beta (Nuclear Factor kappa B).
IL: Interleuquina (Interleukin).

TNF: Factor de necrosis tumoral (Tumour Necrosis Factor).
IFN: Interferon (Interferon).

CD: Grupo de diferenciacion (Cluster of differentiation).

TCD4": Linfocito TCD4*.(CD4* T lymphocyte).
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Th: linfocito T colaborador (T helper).

TGF: Factor de crecimiento tumoral (Tumoral Growth Factor).

RANKL: Ligando del receptor nuclear kappa beta (Receptor Activador of Nuclear Factor
kappa B Ligand.

OPG: Osteoprotegerina (Qsteoprotegerin)

Treg: linfocito T regulador (T regulatory).

PBMC:s: Células periféricas mononucleares (Peripheral Blood Monocytes Cells).

PBS: Amortiguador de fosfato salino (Phosphate Buffer Saline).

GM-CSF: Factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos (Granulocytes and
Monocytes Colony Stimulating Factor).

MOI: Multiplicidad infectante incremental (Multiplicity of Infection).

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction).

ELISA: Ensayo de inmuno absorcion enzimatica (Enzymed-Linked Immunogorbent Assay).
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3. RESUMEN

Las periodontitis son un conjunto de enfermedades de naturaleza inflamatoria y etiologia
infecciosa. La biopelicula patogénica subgingival, constituida principalmente por bacterias anaerobias
Gram-negativas, es el factor etioldgico responsable del inicio y progresion de las periodontitis. Esta
biopelicula estd compuesta por una amplia variedad de bacterias, entre ellas, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans. Sobre la base de la antigenicidad del O-polisacarido componente del LPS, en
A. actinomycetemcomitans se describen distintos serotipos bacterianos y se ha propuesto que entre

ellos existe una virulencia y patogenicidad distinta.

Las bacterias periodonto-patdogenas son reconocidas por las células dendriticas periodontales.
Una vez activadas, las células dendriticas expresan moléculas co-estimuladoras y liberan citoquinas
pro-inflamatorias y quimioquinas, determinantes de la presentacion antigénica a los linfocitos T.
Durante esta presentacion antigénica, las células dendriticas inducen la activacion, proliferacion y
diferenciacion selectiva de los linfocitos TCD4* hacia los distintos fenotipos efectores, caracterizados
por la expresion y secrecion de un patrén especifico de citoquinas que determina el tipo de respuesta

inmune en el hospedero y, finalmente, el fenotipo clinico de las periodontitis.

En este estudio, se evaluo la respuesta de células dendriticas estimuladas con los serotipos a, b o
c de A. actinomycetemcomitans. Ante el serotipo b se detectaron mayores niveles de expresion y
secrecion de IL-1B, IL-12, IL-23, IFN-y y TNF-a en comparaciéon a las células dendriticas
estimuladas con los serotipos a o c. Adicionalmente, se analizd la activacion de los linfocitos TCD4*
naive ante células dendriticas autdlogas estimuladas con los serotipos a, b o ¢ de 4.
actinomycetemcomitans y se cuantificaron los niveles de expresion de los factores de transcripcion y
de expresion y secrecion de las citoquinas fenotipo-especificas. En los linfocitos TCD4" naive
activados por células dendriticas estimuladas con el serotipo b de 4. actinomycetemcomitans se
detectaron mayores niveles de expresion de los factores de transcripcion 7-bet y RORC2 y de
produccion de las citoquinas IL-1B, IL-6, IL-12, IL-17, IL-23, IFN-y, TNF-o y RANKL,
caracteristicos de un patron de respuesta inmune tipo Thl (pro-inflamatorio) y Thl7 (osteo-

destructivo), en comparacion a las mismas células estimuladas con los serotipos a o c.

En conjunto, estos datos permiten establecer un mayor potencial inmuno-estimulador del
11
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serotipo b de A. actinomycetemcomitans en las células dendriticas y linfocitos TCD4" naive. Los
mayores niveles de secrecion de citoquinas propias de un patron de respuesta tipo Thl y Th17 se
correlacionaron positivamente con la expresion de 7T-bet y RORC2, factores de transcripcion
determinantes de los fenotipos linfocitarios Thl y Thl7, respectivamente. Estos resultados nos
permiten especular una asociacion entre la mayor frecuencia de deteccion del serotipo b en lesiones
periodontales de pacientes con periodontitis y la mayor respuesta inducida en las células dendriticas y
linfocitos TCD4" naive establecida en este estudio, con una mayor patogenicidad del

microorganismo, en particular, con un fenotipo de enfermedad pro-inflamatorio y osteo-destructivo.
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4. INTRODUCCION

Aggregatibacter actinomycetemcomitans es un cocobacilo Gram-negativo, capnofilico, no
movil, perteneciente a la familia Pasteurellaceae (Suzuki et al., 2001). Clinicamente, se ha asociado
tanto a la etiologia de las periodontitis cronicas y agresivas (Genco et al., 1986; Asikainen et al.,
1991) como al desarrollo de trastornos cardiovasculares, ateroesclerosis, neumonias, parto prematuro
y bajo peso al nacer (Asikainen et al., 1991; Lopez et al., 2002; Lopez et al., 2005; Novak et al., 2008;
Zhang et al., 2010; Hyvérinen et al., 2012).

A. actinomycetemcomitans expresa diversos factores de virulencia, entre ellos, lipopolisacarido
(LPS), determinante clave del tipo de inmunidad inducida en los tejidos infectados del hospedero
(Perry et al., 1996a; Perry et al., 1996b; Kaplan et al., 2001; Diaz et al., 2012). El LPS es una
molécula presente en la membrana externa de bacterias Gram-negativas, cubre cerca del 75% de su
superficie y, en el caso de 4. actinomycetemcomitans, es esencial para la mantencion de la integridad
bacteriana y el anclaje a proteinas de adhesion (Perry et al., 1996a; Perry et al., 1996b; Kaplan et al.,
2001). Esta conformado por el lipido A, un esqueleto central de oligosacaridos y un O-polisacérido,
principal antigeno que estimula la respuesta inmune (Caroff and Karibian, 2003). Sobre la base de la
antigenicidad del O-polisacarido del LPS, en A. actinomycetemcomitans se distinguen 6 serotipos
bacterianos, denominados: a, b, c, d, e y f. Se ha postulado que entre ellos existen diferencias de
inmunogenicidad que pueden reflejarse en una variable patogenicidad (King and Tatum, 1962;

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

En europeos, latino-americanos, africanos y asiaticos, los serotipos a, b y ¢ de 4.
actinomycetemcomitans son los detectados mas frecuentemente (Kim et al., 2009; Chen et al., 2010;
Roman-Torres et al., 2010; Sakellari et al., 2011; Cortelli et al., 2012), con variaciones de prevalencia
dependiendo del estado clinico periodontal del sujeto. En efecto, el aislado més frecuente en lesiones
periodontales en pacientes afectados de periodontitis cronica y agresiva es el serotipo b (Paju et al.,

2000; Roman-Torres et al., 2010; Cortelli et al., 2012).

Los distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans difieren en su capacidad para co-agregarse
con Fusobacterium nucleatum. En este sentido, mientras que el LPS purificado del serotipo b (cepa

Y4) de A. actinomycetemcomitans interfiere en la union de A. actinomycetemcomitans con F.
13
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nucleatum, el LPS purificado del serotipo a (cepa ATCC® 29523™) no interfiere en esta uniéon (Rosen
et al., 2006). Ademas, los distintos serotipos inducen niveles variables de proliferacion celular y
produccion de citoquinas pro-inflamatorias en distintas células del hospedero. El serotipo b de A.
actinomycetemcomitans (ATCC® 29522™) inhibe la proliferacion de células epiteliales gingivales e
incrementa los niveles de expresion de IL-8 e ICAM-1 en comparacién con los serotipos a y ¢
(Shimada et al., 2008). Ademas, el LPS del serotipo b de A. actinomycetemcomitans induce mayores
niveles de secrecion de IL-1p en macréfagos murinos (Takahashi et al., 1991) y una mayor resistencia
a la fagocitosis y destruccion por neutrofilos (Yamaguchi et al., 1995) en comparacion al LPS de los
otros serotipos bacterianos. Estos estudios demuestran una variable inmunogenicidad en distintas
células del hospedero entre los distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans y estas variaciones
podrian determinar diferencias en su rol etioldgico en las periodontitis; sin embargo, los mecanismos
asociados a esta potencial variable patogenicidad ain no se han descrito (Zambon et al., 1983b;

Kaplan et al., 2001; Shimada et al., 2008; Henderson et al., 2010; Diaz-Zuiiga et al., 2013).

4.1 Células dendriticas

Las células dendriticas reconocen las bacterias a través de los receptores tipo 7o/l (del inglés
Toll-like receptor, TLR), las que identifican estructuras microbianas altamente conservadas, tal como
el LPS (Perry et al., 1996a; Perry et al., 1996b; Kaplan et al., 2001; Bhattacharyya et al., 2010;
Kachlany, 2010; Shao-Cong, 2011). Las células dendriticas reconocen el LPS de A4.
actinomycetemcomitans mediante TLR2 y TLR4 (Kikkert et al., 2007) y su via de sefializacion activa
los factores de transcripcion NF-kB y AP-1, asociados a la produccion de citoquinas y quimioquinas
(Banchereau et al., 2000; Wallet et al., 2005; Kikkert et al., 2007; Zhu and Paul, 2008; Nussbaum et
al., 2009; Bhattacharyya et al., 2010; Palucka et al., 2010; Shao-Cong, 2011). Al ser estimuladas con
LPS, las células dendriticas incrementan los niveles de expresion y secrecion de las citoquinas
interleuquina (IL)-1B, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-23, factor de necrosis tumoral (TNF)-a e interferon
(IFN)-v y de las moléculas co-estimuladoras de la presentacion antigénica CD80 y CD86 (Karin et al.,
1997; Jacobs-Helber et al., 1998; Brightbill et al., 1999; Banchereau et al., 2000; Gasparini et al.,
2009; Lawrence, 2009; Shao-Cong, 2011).

La activacion de CD80 induce la expresion y secrecion de IFN-y, la activacion de CD86 induce
14



la expresion y secrecion de IL-1B, IL-6, IL-12, IL-23 y TNF-o (Bhattacharyya et al., 2010; Shao-
Cong, 2011) y la activacion de CD83 es regulada por CD80 y CD86 (Lechmann et al., 2002). En un
estudio in vitro se analizaron los niveles de activacion de las células dendriticas estimuladas con los
distintos serotipos capsulares de Porphyromonas gingivalis, observandose un incremento en los
niveles de expresion de CD80, CD83 y CD86 y un incremento en los niveles de secrecion de
citoquinas pro-inflamatorias, dependiente del serotipo bacteriano infectante (Vernal et al., 2009).
Ademas, la cepa P. gingivalis 381 mostr6 un efecto inductor potente de secrecion de IL-12 en células
dendriticas (Cutler and Jowatni, 2004), en cambio, ante la cepa P. gingivalis O55:B5, se detectaron
bajos niveles de secrecion de IL-6, IL-8, IL-10 e IL-12 (Kanaya et al., 2004). Finalmente, la cepa P.
gingivalis 381 con fimbria fue mas eficaz que la cepa mutante P. gingivalis DPG3 carente de fimbria
en invadir las células dendriticas, inducir la expresion de CD80, CD83 y CD86 y la secrecion de IL-6,
IL-10, IL-12 y TNF-a (Cutler and Jowatni, 2004).

Las células dendriticas maduras secretan IL-1p, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12 e IL-18 (Brightbill et al.,
1999), las que, durante la presentacion antigénica, cumplen un rol fundamental en la activacion,
proliferacion y diferenciacion selectiva de los linfocitos TCD4". Asi, la diferenciacion a los distintos
fenotipos T colaboradores (del inglés T helper, Th) dependerd: (1) de la naturaleza del antigeno
presentado y asociado a la molécula del complejo mayor de histocompatibilidad tipo II, (2) del tipo y
concentracion de moléculas co-estimuladoras expresadas por las células dendriticas y (3) del patréon
de citoquinas que predomina en el territorio anatdémico donde ocurre la interaccion celular, muchas de

ellas producidas por las células dendriticas (Galy et al., 1995).

Ante un predominio de IL-12 se expresara el factor de transcripcion 7-bet que determinard la
diferenciacion selectiva hacia el fenotipo Thl, en presencia de IL-4 se expresara GATA-3 que
determinara el fenotipo Th2, ante TGF-B1 se expresara el factor de transcripcion Foxp3, determinando
el fenotipo T regulador (Treg) y en presencia de TGF-B1 e IL-6 se expresard RORC?2 que determinara el
fenotipo Th17 (Sozzani et al., 1998; Banchereau et al., 2000; Steinman et al., 2003; Azuma, 2006;
Veldhoen et al., 2008; Bluestone et al., 2009).
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4.2 Linfocitos Th1/Th2/Th17 y Treg

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-18, IL-12,
IFN-y, TNF-a y TNF-f, responsables de una respuesta pro-inflamatoria, el fenotipo Th2 secreta 1L-4,
IL-5 e IL-13, asociados a una respuesta moduladora de la inflamacién (Seder and Paul, 1994; Abbas
et al., 1996; Jankovic et al., 2001; Murphy and Reiner, 2002; Reiner, 2007), el fenotipo Th17 se
caracteriza por la secrecion de IL-6, IL-17, IL-21, IL-23 y RANKL, considerandose un fenotipo pro-
inflamatorio y osteo-destructivo al estimular la diferenciacion de los osteoclastos y la reabsorcion del
hueso alveolar (Harrington et al., 2006; Stockinger and Veldhoen, 2007), y el fenotipo Treg se
caracteriza por la expresion de IL-10 y TGF-B1, que cumplen un rol inmuno-supresor (Bluestone and

Abbas, 2003; Reiner, 2007; Vernal et al., 2008; Appay et al., 2008; Weaver and Hatton, 2009).

Durante las periodontitis, los linfocitos Thl participan en la activacion de la fagocitosis por
parte de macréfagos y neutrofilos y estimulacion de la secrecion de quimioquinas y citoquinas pro-
inflamatorias (Appay et al., 2008), asociandose a la inflamacion y osteo-destruccion local (Baker et
al., 1999; Garlet, 2010). En efecto, IFN-y induce in vivo la sobre-expresion de IL-1B, TNF-a y
RANKL (Garlet, 2010), la formacion de osteoclastos y la reabsorcion del hueso alveolar (Repeke et
al., 2010) y se ha detectado tanto en lesiones periodontales progresivas como severas (Garlet et al.,

2003).

Los linfocitos Th2 secretan principalmente I1L-4 y poseen una funciéon inmuno-moduladora al
inhibir la produccion de IFN-y (Appay et al., 2008; Bluestone et al., 2009) y RANKL (Ihn et al.,
2002; Giannopoulou et al., 2003) y en pacientes con periodontitis cronica y agresiva los bajos niveles

de IL-4 se asocian con un incremento en los niveles de IFN-y (Garlet et al., 2004).

Los linfocitos Th17 se han asociado con enfermedades osteo-destructivas de caracter cronico,
tal como las periodontitis (Vernal et al., 2006; Vernal et al., 2008; Cardoso et al., 2009), y se ha
correlacionado la produccion de sus citoquinas fenotipo-especificas con la progresion de las lesiones
periodontales activas (Takahashi et al., 2005; Vernal et al., 2005; Vernal et al., 2006; Sato et al., 2006;
Vernal et al., 2008; Dutzan et al., 2009; Ohyama et al., 2009; Tanaka, 2013; Caetano-Lopes et al.,

2013). RANKL cumple un rol fundamental en la modulacion fisioldégica y patologica de la
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reabsorcion 6sea (Walsh and Choi, 2003; Takahashi et al., 2005) y se ha establecido que los linfocitos
Th17 inducen la osteoclastogénesis y la reabsorcion dsea alveolar mediante su secrecion (Taubman
and Kawai, 2001; Takahashi et al., 2005; Vernal et al., 2005; Vernal et al., 2006; Cardoso et al., 2009;
Di Benedetto et al., 2013).

Los linfocitos Treg regulan la funcion de los linfocitos Thl, Th2 y Th17 mediante la secrecion
de TGF-B1 e IL-10, inhibiendo la expresion y secrecion de IL-1B, IL-4, IL-6, IL-12, IL-17, IFN-y,
TNF-a y RANKL (Garlet et al., 2004; Zhang and Teng, 2006; Claudino et al., 2008; Dutzan et al.,
2009; Hosokawa et al., 2009; Naundorf et al., 2009; Rossato et al., 2012).

Recientemente, se han descrito 2 nuevos fenotipos linfocitarios: Th9 y Th22. Los linfocitos Th9
se diferencian en presencia de TGF-B1 e IL-4, que activan al factor de transcripcion Spi.B, se
caracterizan por secretar IL-9 y tener una funcioén pro-inflamatoria e inmuno-supresora, dependiendo
de la patologia descrita (Chang et al., 2010; Takami et al., 2012; Leng et al., 2012; Goswami and
Kaplan, 2012; Baba et al., 2012). Los linfocitos Th22 se diferencian en presencia de TNF-a e IL-6,
que activan al factor de transcripcion 4AR, se caracterizan por secretar [L-22 y tener una funcién
osteo-destructora (Ikeuchi et al., 2005; Honda, 2012; Kim et al., 2012; Baba et al., 2012). No
obstante, el rol de los linfocitos Th9 y Th22 no ha sido establecido claramente en la etiopatogenia de

las periodontitis.

4.3 Reabsorcion osea

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 el factor de
transcripcion RORC?2, caracteristicos de un fenotipo linfocitario Th17 (Vernal et al., 2006). En efecto,
se han observado incrementos en los niveles d¢ RANKL e IL-17 en pacientes con periodontitis tanto
crénicas como agresivas (Vernal et al., 2005; Kikuchi et al., 2005; Vernal et al., 2006; Vernal et al.,

2008; Ohyama et al., 2009; Garlet, 2010; Hernandez et al., 2011).

RANKL es un regulador clave del metabolismo 6seo y es esencial en la diferenciacion y
activacion de osteoclastos durante la reabsorcion dsea patoldgica. Diferentes estudios han analizado

los niveles de RANKL y osteoprotegerina (OPG), su inhibidor bioldgico, en los tejidos periodontales
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de pacientes con periodontitis y sujetos sanos. En general, existe un aumento en la razon RANKL/
OPG en periodontitis en comparacion a salud periodontal y una disminucion luego de la terapia
periodontal (Taubman and Kawai, 2001; Takeichi et al., 2000; Vernal et al., 2005; Vernal et al., 2006;
Sakellari et al., 2008; Buduneli and Kinane, 2011). Entre las células que expresan y secretan RANKL
se describen los osteoblastos, fibroblastos y linfocitos Th17. Los osteoblastos reconocen el LPS
bacteriano mediante TLR1, TLR2, TLR4 y TLR6 y activan 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 A.
actinomycetemcomitans en condiciones patologicas. (Takahashi et al., 2005; Vernal et al., 2006;
Vernal et al., 2008; Cochran, 2008). Los linfocitos Th17 promueven la osteoclastogénesis en forma
directa mediante la produccion de RANKL y en forma indirecta mediante la produccion de citoquinas
que inducen la sintesis de RANKL en osteoblastos y fibroblastos (Vernal et al., 2006; Vernal et al.,
2008; Vernal and Garcia-Sanz, 2008).

IL-17 es una citoquina secretada por los linfocitos Th17 y es esencial en la diferenciacion y
activacion de los osteoclastos. Diferentes estudios han analizado los niveles de IL-17 en los tejidos
periodontales de pacientes con periodontitis (Boyle et al., 2003; Vernal et al., 2005; Sato et al., 2006;
Cardoso et al., 2009). En general, IL-17 induce la expresion y secrecion de RANKL en osteoblastos y
linfocitos Th17 y contribuye al reclutamiento de células que secretan citoquinas pro-inflamatorias,

como los linfocitos Th1 (Di Benedetto et al., 2013).

En términos generales, los linfocitos Th1l condicionaran un ambiente inflamatorio local y los
linfocitos Th17 determinardan la reabsorcion d6sea durante las periodontitis (Taubman and Kawai,
2001; Walsh and Choi, 2003; Brand et al., 2005; Vernal et al., 2005; Takahashi et al., 2005; Ikeuchi et
al., 2005; Vernal et al., 2006; Sato et al., 2006; Kramer and Gaffen, 2007; Sa et al., 2007; Ohyama et
al., 2009), asi, durante las periodontitis, microorganismos patdgenos periodontales con mayor

inmunogenicidad Th1 y Th17 potencialmente serian mas patogénicos.
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Aggregatibacter actinomycetemcomitans es una bacteria patdgena que se asocia ampliamente a
la etiologia de las periodontitis (Zambon, 1996; Socransky et al., 1998; Socransky and Haffajee, 2005;
Gajardo et al., 2005; d'Empaire et al., 2006; Lafaurie et al., 2007). Expresa distintos factores de
virulencia que permiten su adhesion a las células del hospedero, la invasion tisular, la evasion de la
fagocitosis y la destruccion tisular (Henderson et al., 2003; Ruiz et al., 2006; Tang and Mintz, 2010;
Kachlany, 2010; Henderson et al., 2010; Diaz et al., 2012). Entre los factores de virulencia de A.
actinomycetemcomitans, el LPS cumple un rol importante en su patogenicidad y sobre la base del O-
polisacarido que lo compone distintos serotipos son descritos (King and Tatum, 1962; Zambon et al.,

1983b; Gmiir et al., 1993; Kaplan et al., 2001).
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Cuando células dendriticas humanas diferenciadas in vitro a partir de monocitos de sangre

periférica fueron estimuladas con los distintos serotipos capsulares (K) de P. gingivalis, se detect6 que
los serotipos K1 y K2 indujeron mayor expresion de citoquinas en comparacion a los otros serotipos
(Vernal et al., 2009). Usando el mismo modelo experimental, una respuesta Th distinta fue descrita en
linfocitos T estimulados. En particular un fenotipo tanto Th1 como Th17 se indujo en presencia de los
serotipos K1 y K2, un fenotipo Th2 en presencia de los serotipos K3, K4 y K5 y un fenotipo Treg ante

la estimulacion con la cepa K- carente de cépsula extracelular (Vernal et al., 2014a).

El serotipo b de A. actinomycetemcomitans se detecta con mayor frecuencia en las lesiones
periodontales de pacientes con periodontitis e induce una respuesta mas potente en distintas células de
la inmunidad innata del hospedero, lo que sugiere un mayor potencial patogénico que podria asociarse
a una mayor inmunogenicidad en células dendriticas y linfocitos TCD4", tal como la descrita para los
serotipos K1 y K2 de P. gingivalis. En este contexto, el serotipo b de 4. actinomycetemcomitans
podria tener un mayor efecto inmuno-estimulador que los serotipos a o ¢ y podria inducir
predominantemente un patron de respuesta tipo Thl (pro-inflamatorio) y/o Th17 (osteo-destructivo)

durante la infeccion periodontal.
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6. HIPOTESIS

Los distintos serotipos de Aggregatibacter actinomycetemcomitans poseen una
inmunogenicidad diferente e inducen en los linfocitos TCD4* naive un patréon de respuesta distinto.

Particularmente, el serotipo b de 4. actinomycetemcomitans induce mayores niveles de produccion de
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citoquinas en comparacion a los otros serotipos bacterianos y principalmente un patrén de respuesta

asociado a los fenotipos Thl y Th17.
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7. OBJETIVO GENERAL

Determinar los niveles de expresion de los factores de transcripcion y de expresion y secrecion
de citoquinas asociadas a los fenotipos Thl, Th2, Th17 y Treg en linfocitos TCD4" naive activados
por células dendriticas autdlogas estimuladas con los serotipos de Aggregatibacter

actinomycetemcomitans mas frecuentemente detectados en la cavidad oral en humanos: a, b y c.

8. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Cuantificar los niveles de expresion y secrecion de 1L-4, IL-5, IL-10, IL-17, IFN-y, TNF-a y
TGF-B1 en linfocitos TCD4" naive activados por células dendriticas autodlogas estimuladas con los

serotipos a, b y ¢ de 4. actinomycetemcomitans.

2. Cuantificar los niveles de expresion y secrecion de RANKL producidos por los linfocitos
TCD4" naive activados por células dendriticas autdlogas estimuladas con los serotipos a, b 'y ¢ de 4.

actinomycetemcomitans.

3. Cuantificar los niveles de expresion de 7T-bet, GATA-3, RORC2 y Foxp3, factores de
transcripcion asociados a los fenotipos Thl, Th2, Th17 y Treg, respectivamente, en linfocitos TCD4*
naive activados por células dendriticas autdlogas estimuladas con los serotipos a, b y ¢ de A.

actinomycetemcomitans.

4. Asociar los niveles de secrecion de IL-4, IL-5, IL-10, IL-17, IFN-y, TNF-a y TGF-B1 con los
niveles de expresion de los factores de transcripcion T-bet, GATA-3, RORC2 y Foxp3 producidos por
los linfocitos TCD4* naive activados por células dendriticas autélogas estimuladas con los serotipos

a, by cde 4. actinomycetemcomitans.
5. Asociar los niveles de secrecion de RANKL con los niveles de expresion de los factores de

transcripcion T-bet, GATA-3, RORC2 y Foxp3 producidos por los linfocitos TCD4" naive activados

por células dendriticas autdlogas estimuladas con los serotipos a, by ¢ de 4. actinomycetemcomitans.
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9. MATERIAL Y METODOS

9.1 Cultivo de Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Las cepas de A. actinomycetemcomitans ATCC® 29523™ (serotipo a), ATCC® 43717™ (serotipo
a), ATCC® 29522™ (serotipo b), ATCC® 43718™ (serotipo b), ATCC® 29524™ (serotipo b), ATCC®
33384™ (serotipo ¢) y ATCC® 43719™ (serotipo ¢) se sembraron en medio de cultivo agar infusion
cerebro corazén (Oxoid LTD, Hampshire, England) e incubaron a 37°C en condiciones de capnofilia
(02 8% y CO2 12%) usando generadores CampyGen™ (Oxoid Ltd). Para obtener un nimero similar
de microorganismos de los distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans para la estimulacion

celular se realizaron curvas de crecimiento bacteriano.

9.2 Curvas de crecimiento bacteriano

Cada una de las cepas de A. actinomycetemcomitans se inoculd en 10 mL de caldo de cultivo
tripticasa de soya suplementado con extracto de levadura 2,5% hasta lograr una densidad optica (DO)
de 0,05 medida en espectrofotometro a un longitud de onda de 560 nm (Bio-Tek, Winooski, VT, USA).
Lecturas de espectrofotometro adicionales se midieron en distintos tiempos hasta que el
microorganismo alcanz6 la fase de crecimiento estacionario. Con cada medicion de DO se tomo6 una
muestra de 100 uL, que se diluy6 de forma seriada (logio) en amortiguador fosfato salino (PBS) y 100
uL de cada dilucion se sembrd en medio de cultivo agar tripticasa de soya suplementado con extracto
de levadura 2,5%. Luego de 5-7 dias, se cuantifico el nimero de unidades formadoras de colonias
(UFC) y se contrast6é con las DO correspondientes. Se graficaron las curvas DO versus tiempo y DO
versus UFC para obtener un numero conocido de UFC/mL en fase de crecimiento exponencial para

realizar la estimulacion de las células dendriticas.

9.3 Purificacion de LPS bacteriano

De cada cepa de 4. actinomycetemcomitans, 10° bacterias/mL se cultivaron en 200 mL de caldo

tripticasa de soya suplementado con extracto de levadura 2,5% para obtener LPS puro siguiendo un

22

78]
o
2
o
H
=
=
S
_
<
[a
=
<
=




protocolo descrito previamente (Marolda et al., 2006). Las bacterias se lisaron en un amortiguador
que contiene dodecyl sulfato de sodio (SDS) 2%, B-mercaptoetanol (2-ME) 4% y 0,5 M de Tris-HCI
(pH 6,8) y se procedio con la digestion y eliminacion de las proteinas con 20 pg/mL de proteinasa K y
una solucién de fenol 90%, 2-ME 0,1% y 8-hidroxiquinolona 0,2%. Finalmente, se removieron los
residuos de fenol con etil-éter saturado en 10 mM de Tris-HCl y 1 mM de EDTA (pH 8,0) y el LPS
obtenido se almacend a -20°C hasta la estimulacion celular. El LPS se visualizO mediante
electroforesis en un gel de poliacrilamida al 14% y SDS y Tris-glicina sulfato de poliacrilamida
(SDS-PAGE) revelado con tincion de acido peryodico de plata. EI LPS se cuantifico utilizando la

reaccion acida de malondialdehido tiobarbiturico.

9.4 Seleccion de los sujetos y obtencion de la muestra biologica

Muestras de sangre periférica se obtuvieron de 18 sujetos donantes sanos seleccionados por el
método no probabilistico de casos consecutivos en los bancos de sangre de los Hospitales Dr. Luis Calvo
Mackenna y del Salvador, pertenecientes al Servicio de Salud Metropolitano Oriente. A partir de las
leuco-reducciones obtenidas durante el proceso de plaquetoféresis, se purificaron los monocitos y
linfocitos TCD4" naive circulantes periféricos tal como se describe en detalle mas adelante. El protocolo
de investigacion se explico 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 (Anexo 1).

9.5 Purificacion de monocitos

Las células periféricas mononucleares (del inglés peripheral blood monocytes cells, PBMCs) se
aislaron usando una gradiente de Ficoll®, siguiendo las instrucciones del fabricante (Ficoll-Paque Plus,
Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden). Los monocitos se purificaron desde una fraccion de
las PBMCs mediante separacion inmuno-magnética (MACS; Miltenyi Biotec, Bergich Gladbach,
Germany), segun el siguiente protocolo: las PBMCs se lavaron 2 veces en PBS y posteriormente se
incubaron con un anticuerpo monoclonal de ratén anti-CD14 humano conjugado con particulas inmuno-

magnéticas durante 15 min a 4°C. Luego de ser lavadas, las células se resuspendieron en PBS y los
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monocitos se aislaron usando columnas de separacion MS montadas en un campo magnético. La
fraccion de células CD14* separadas corresponden a los monocitos, los que se contaron utilizando una
camara de Neubauer®. Su fenotipo se confirmé usando anticuerpos especificos analizados mediante

citometria de flujo (en detalle mas adelante).

9.6 Purificacion de linfocitos TCD4" naive

Posteriormente, se purificaron los linfocitos TCD4" naive utilizando un kit de deplecion celular
especifico y de acuerdo a las instrucciones del fabricante (MACS; Miltenyi Biotec). Para esto, una
fraccion de las PBMCs se incubo con los anticuerpos monoclonales de raton anti-CDS8, CD14, CD15,
CDl6, CD19, CD25, CD34, CD36, CD45RO, CD56, CD123, TCR v/3, HLA-DR y CD235a humanos
conjugados con biotina durante 20 min a 4°C y posteriormente con anticuerpo anti-biotina conjugado
con particulas inmuno-magnéticas durante 15 min a 4°C. Luego de ser lavadas, las células se
resuspendieron en PBS y los linfocitos TCD4* naive se aislaron 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

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

9.7 Diferenciacion de los monocitos a células dendriticas

Los monocitos purificados se sometieron inmediatamente a un protocolo estandarizado de
diferenciacion a células dendriticas (Vernal et al., 2008; Vernal et al., 2009; Diaz-Zuiiga et al., 2013).
Los monocitos CD14" se cultivaron durante 6 dias a una concentracion de 0,7x10° células/mL en 3mL de
medio de cultivo RPMI-1640 suplementado con 10% de suero bovino fetal (Gibco Invitrogen Corp.,
Grand Island, NY, USA) y 20 ng/mL de factor estimulante de colonias de granulocitos-macrofagos (GM-
CFS) y la citoquina IL-4 (R&D, Minneapolis, MN USA) a 37°C y 5% de COs..

9.8 Estimulacion de las células dendriticas

Las células dendriticas diferenciadas se estimularon durante 2 dias con los distintos serotipos de A.
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actinomycetemcomitans a una multiplicidad infectante incremental (del inglés multiplicity of infection,
MOI) de -1 a 2 (razén bacterias/células dendriticas) o con LPS de 4. actinomycetemcomitans a
concentraciones de 10, 20 y 50 ng/mL. 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) v,
como control negativo, se utilizaron células dendriticas no estimuladas. La diferenciacion y estimulacion
de las células dendriticas fue evaluada con anticuerpos especificos mediante citometria de flujo (en

detalle mas adelante).

9.9 Activacion de los linfocitos TCD4" naive

Las células dendriticas estimuladas se lavaron en medio de cultivo RPMI-1640 suplementado con
10% de suero bovino fetal, 50 UI/mL de penicilina y 50 pg/mL de estreptomicina y se co-cultivaron con
linfocitos TCD4" naive autdlogos a una razon de 1:10 durante 6 dias a 37°C y 5% CO,. Para cada

individuo, el experimento fue realizado de forma independiente.

9.10 Andalisis de fenotipo celular

La purificacion de los monocitos y su diferenciacion a células dendriticas se evalu6 mediante
citometria de flujo usando los siguientes anticuerpos monoclonales de raton anti-humano conjugados con
fluorocromos PE, FITC o PE/Cy5: anti-CD14 (monocitos) y anti-CD1a (células dendriticas inmaduras)
(BD Biosciences Pharmigen, San Jos¢, CA, USA), utilizando un equipo FACScan de citometria de flujo
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). La purificacion de linfocitos TCD4" naive se evaluod
usando los siguientes anticuerpos monoclonales de raton anti-humano conjugado con fluorocromos PE o

FITC: anti-CD4 (linfocitos TCD4") y anti-CD14 (monocitos) (BD Biosciences Pharmigen).

9.11 Expresion de CD80, CD83 y CD86

Con el objetivo de comparar los niveles de activacion de las células dendriticas ante los
distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans, la expresion de la molécula CD83 (marcador de
maduracion de células dendriticas) y CD80 y CD86 (moléculas co-estimuladoras de la presentacion
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antigénica a los linfocitos T) se evalué mediante citometria de flujo usando anticuerpos monoclonales de
ratobn anti-humano conjugados con fluorocromos PE y FITC, respectivamente (BD Biosciences

Pharmigen).

9.12 Expresion de CD25a

Con el objetivo de comparar los niveles de activacion de los linfocitos TCD4™ naive activados
por células dendriticas estimuladas con los distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans, la
expresion de la molécula CD25a (marcador de activacion de linfocitos T) se evalué mediante PCR en

tiempo real segun el protocolo descrito mas adelante.

9.13 Purificacion del RNA citoplasmadtico total

Luego de la estimulacion celular, mediante centrifugacion a 5.000 xg durante 10 min, se
obtuvieron las células para la extraccion del RNA citoplasmatico total. Las células se lavaron dos veces
en PBS y se lisaron en 400 pL de amortiguador de lisis conteniendo Igepal® CA-630 0,5% (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO, USA), 50 mM Tris-HCI pHS8, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl, y 10 mM del
vanadyl-ribonucleosidos (VRC) (Gibco Invitrogen, Carlsbad). Luego de centrifugar a 14.000 xg durante
10 seg, el sobrenadante fue digerido con 25 pg/mL de proteinasa K (Roche Ltd, Basel, Switzerland), SDS
1% y 15 mM de EDTA (Fluka Sigma-Aldrich) durante 30 min a 37°C. El RNA citoplasmatico total fue
extraido con 400 pL de solucién fenol:cloroformo:isoamilalcohol 25:24:1 (Fluka Sigma-Aldrich),
precipitado a -20°C con 0,3 M de acetato de sodio, 1 mL de etanol 100% y 1 uL de glicogeno (20 pg/pL)
(Roche Ltd), recuperado por centrifugacion a 14.000 xg durante 30 min y resuspendido en 30 pL de agua
milliQ libre de RNAsas. El RNA obtenido se evalu6 utilizando un bioanalizador (Agilent 2100B; Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA) y se cuantifico usando un espectrofotometro (Bio-Tek, Winooski, VT,

USA), para almacenarlo a -80°C a una concentracion final de 1 pg/uL.

9.14 Sintesis de la primera cadena de cDNA

A partir de 2 pg de RNA se procedid a la sintesis de la primera cadena de cDNA mediante
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transcripcion reversa, utilizando el kit SuperScript® III First-Strand Synthesis SuperMix de acuerdo a

las instrucciones del fabricante (Invitrogen, Grand Island, NY, USA).

9.15 Expresion de factores de transcripcion y citoquinas mediante PCR

La expresion de los mRNA de las citoquinas IL-1p, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-17, IL-23,

TNF-a, IFN-y, TGF-f1 y RANKL y de los factores de transcripcion 7-bet, GATA-3, RORC2 y Foxp3 se

analizaron a partir de 50 ng de cDNA mediante PCR en tiempo real, utilizando partidores especificos

(Tabla 1) y un kit KAPA SYBR® FAST gqPCR (Kapa Biosystems, MA, USA). Utilizando un

termociclador en tiempo real StepOne Plus (Applied Biosystem, CA, USA) se realizo el siguiente

protocolo de amplificacion: 95°C durante 3 minutos y 40 ciclos de 95°C durante 3 segundos y 60°

durante 30 segundos. Como control de amplificaciéon se analizaron los niveles de expresion de la

subunidad de RNA ribosomal 18S.

Tabla 1. Partidores utilizados para la amplificaciéon mediante PCR.

factoriitloeqtl;i:lfssciipcién Partidor—3" Partidor—"
IL-1B ctgtcctgegtgttgaaaga ttgggtaatttttgggatctaca
IL-4 caccgagttgaccgtaacag gcectgcagaaggtttee
IL-5 ctctgaggattcctgttectgt cagtacccccttgeacagtt
IL-6 gcccagcetatgaactcecettct gaaggcagcaggcaacac
IL-10 tgggggagaacctgaagac ccttgctcttgttttcacagg
IL-12 cactcccaaaacctgcetgag tctcttcagaagtgcaagggta
IL-17 tgggaagacctcattggtgt ggatttcgtgggattgteat
IL-23 agcttcatgcctcectactg ctgetgagtetcccagtggt
TNF-a cagcctcttctecttectgat gccagagggctgattagaga
IFN-y ggcattttgaagaattggaaag tttggatgctctggtcatett
TGF-B1 cacgtggagctgtaccagaa cagccggttgctgaggta
RANKL tgattcatgtaggagaattaaacagg gatgtgctgteatccaacga
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CD25 a caagcgagccttccagatt ggccactgetacctggtact
T-bet tccaagtttaatcagcaccaga tgacaggaatgggaacatcc
GATA-3 ctcattaagcccaagcegaag tctgacagttcgcacaggac
RORC2 agaaggacagggagccaag caagggatcacttcaatttgtg
Foxp3 acctacgccacgctcatc tcattgagtgtccgetgcet
18S rRNA ctcaacacgggaaacctcac cgctccaccaactaagaacg

9.16 Secrecion de citoquinas mediante ELISA

A partir de 100 6 200 pL del sobrenadante de los cultivos celulares, se cuantifico la secrecion de
las citoquinas IL-1B, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-23, IFN-y y TNF-a en c¢lulas dendriticas
estimuladas con los serotipos a, b y ¢ de A. actinomycetemcomitans y los niveles de secrecion de
RANKL en linfocitos TCD4" naive expuestos a células dendriticas autdlogas estimuladas con los
serotipos a, b y ¢ de 4. actinomycetemcomitans mediante ELISA, siguiendo las instrucciones del
fabricante (R&D, Minneapolis, USA) y evaluando la absorbancia a 460 nm y 560 nm usando un
espectrofotometro de placas (Bio-Tek, Winooski, VT, USA).

9.17 Analisis de los datos

Los datos de citometria de flujo se representaron como histogramas usando el software
WinMDi 2.9 (The Scripps Research Inst., La Jolla, CA, USA) y se expresaron como porcentaje
promedio + desviacion estdndar de células positivas sobre el total de células analizadas en cada
condicion experimental. Los niveles de citoquinas y factores de transcripcion evaluados mediante
ELISA y PCR en tiempo real se expresaron como concentracion (pg/ml) o niveles relativos de
expresion, respectivamente. Los datos se analizaron estadisticamente usando el software SPSS v.15.0
(Lead Technologies Inc., Charlotte, NC, USA). La normalidad de la distribucién de los datos se
determind usando la prueba de Kolgomorov-Smirnov. Las diferencias en la expresion de los
marcadores de superficie CD80, CD83 y CD86 se analizaron mediante la prueba y* y los niveles de

expresion de los factores de transcripcion y de expresion y secrecion de las citoquinas se analizaron
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utilizando la pruebas ANOVA y de Tukey (graficas de barra o puntos, mostrando promedio +
desviacion estandar) o de Kruskal Wallis y de Dunn (gréficas de cajas y clavijas, mostrando mediana,
recorrido intercuartilico Q-Qs e interpercentilico P1o-Poo). La asociacién entre la secrecion de las
citoquinas 0 RANKL con la expresion de los factores de transcripcion estudiados se analizo usando la
prueba de correlacion de Pearson o Spearman. Las diferencias se consideraron estadisticamente

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

10.1 Purificacion de monocitos

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
poblacién de monocitos de alta pureza, demostrado por los elevados niveles de expresion del marcador
especifico CD14 (> 97%). Un alto porcentaje de ellos (> 98%) se diferenciod 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 CD1a.

. Células
Monocitos ”
dendriticas
97,4 3,2
+0,8

Figura 1. Purificacion de monocitos y

diferenciacion a células dendriticas.
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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 poblacion 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%).

Linfocitos TCD4*

0,12 98,9 Figura 2. Purificacién de linfocitos TCD4*
(7] (2] .
X +0,1 o £2,5  naive
o N Analisis mediante citometria de flujo de los
; ; niveles de purificacion de linfocitos (células
O O CD4*) a partir de las PBMCs.
0o 0o
Z Z

10.3 Activacion de las células dendriticas

Los niveles de activacion de las células dendriticas fue evaluada analizando los niveles de
expresion de CD80, CD83 y CD86 mediante citometria de flujo (Figura 3). Un alto porcentaje de células
dendriticas activas se observd posterior a la estimulacion con los serotipos a, b y ¢ de A4.
actinomycetemcomitans, tal como se demuestra por el incremento de los marcadores CD80 (> 95%),
CD83 (> 95%) y CD86 (> 94%). No se observaron diferencias estadisticas en los niveles de activacion de
las células dendriticas ante la estimulacion con los distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans (CD83

p=0,938, CD80 p=0,532 y CD86 p=0,933).
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Figura 3. Activacion de las células dendriticas ante los serotipos a, b
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10.4 Activacion de linfocitos TCD4" naive

Los niveles de activacion de los linfocitos TCD4" naive fue evaluada analizando los niveles de
expresion de CD25a mediante PCR en tiempo real (Figura 4). Elevados niveles de expresion de CD25a
se observaron posterior a la estimulacién con los serotipos a (ATCC® 43717™), b (ATCC® 43718™) o ¢
(ATCC® 43719™) de A. actinomycetemcomitans, en comparacion a linfocitos TCD4* naive no inducidos
(p<0,05). No se observaron diferencias estadisticas en los niveles de expresion de CD25a entre los
linfocitos TCD4" naive activados por células dendriticas estimuladas con los serotipos a (ATCC®

43717™), b (ATCC® 43718™) 0 ¢ (ATCC® 43719™) de A. actinomycetemcomitans (Figura 4).

10.5 Secrecion de citoquinas en células dendriticas estimuladas con los serotipos a, b o c de A.

actinomycetemcomitans

En las células dendriticas estimuladas con los serotipos a (ATCC® 43717™), b (ATCC® 43718™)
0 ¢ (ATCC® 43719™) de A. actinomycetemcomitans (MOI=2) se determinaron los niveles de secrecion
(pg/mL) de las citoquinas IL-1, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-23, IFN y TNF, mediante ELISA
(Figura 5). Las células dendriticas presentaron un efecto dosis respuesta entre los niveles de secrecion
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de las citoquinas (MOIs=-1 a 2). Mayores niveles de secrecion de IL-1f, IL-12, IL-23, IFN-y y TNF-a

se detectaron en las células dendriticas estimuladas con el serotipo b (ATCC® 43718™) de A.

actinomycetemcomitans, en comparacion a los otros serotipos bacterianos. Estas diferencias fueron
detectadas para IL-1B (p=0,048), IL-12 (p=0,042), IL-23 (p=0,015), IFN-y (p<0,0001) y TNF-a
(p<0,001) a MOI=2 y para IFN-y (p=0,003) y TNF-a (p=0,002) e IL-23 (p<0,001) a MOI=1. Para las

citoquinas IL-5 e IL-10 no se detectaron diferencias entre los distintos serotipos de A.

actinomycetemcomitans. Ademas, no se detectaron diferencias de secrecion para ninguna citoquina

entre los serotipos a o ¢ de A. actinomycetemcomitans.

30+
| CD25a . *
6 *
= ]
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Q. ]
X
0}
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o
0 10;
g L+ I
Z
0 I I I 1 I
LinfocitosT  + + + + +
CDs - - + + -
Aa - - a b C
Serotipos

Figura 4. Linfocitos TCD4* naive
activados por células dendriticas
estimuladas por los serotipos a (ATCC®
43717™), b (ATCC® 43718™) o c
(ATCC® 43719™) de A.
actinomycetemcomitans.

Andlisis mediante PCR en tiempo real de
los niveles de expresion de CD25a que
evidencian la activacion de los linfocitos
TCD4" naive luego de 6 dias de
activacion por células dendriticas
estimuladas durante 48 horas con los
serotipos a (ATCC® 43717™), b
(ATCC® 43718™) o ¢ (ATCC® 43719™)
de A. actinomycetemcomitans (MOI=2).
*0<0,05.
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Figura 5. Secrecion de citoquinas en células dendriticas estimuladas con los serotipos a, b o c de A. actinomycetemcomitans.
A partir de 10 experimentos independientes, la secrecion de las citoquinas IL-1§, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-23, IFN-y y
TNF-o fue cuantificada mediante ELISA en células dendriticas estimuladas durante 48 horas con los serotipos a (ATCC®
43717™) b (ATCC® 43718™) o ¢ (ATCC® 43719™) de A. actinomycetemcomitans (MOIs=1 a 2). Como control positivo,

los niveles de secrecion de citoquinas fueron cuantificados en células dendriticas estimuladas durante 48 horas con 10 ng/

mL del LPS de Escherichia coli cepa 0111:B4 (LPS). *p<0,05.

34



10.6 Expresion de citoquinas en células dendriticas estimuladas con los serotipos a, b o c de A.

actinomycetemcomitans

El patron de citoquinas Th1/Th17 secretadas en células dendriticas estimuladas durante 48 horas
con los serotipos a (ATCC® 43717™), b (ATCC® 43718™) o ¢ (ATCC® 43719™) de A.
actinomycetemcomitans fue confirmado, mediante la cuantificacion de los niveles de expresion de los
mRNA de las citoquinas IL-1p, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-23, IFN-y y TNF-a por PCR en tiempo real
(Figura 6). Las células dendriticas estimuladas con el serotipo b (ATCC® 43718™) expresaron mayores
niveles de IFN-y (p=0,031 y p=0,02), TNF-a (p=0,006 y p=0,007), IL-1B (p=0,003 y p=0,01), IL-12
(p=0,004 y p=0,001) e IL-23 (p=0,009 y p=0,009) en comparacioén a cé¢lulas dendriticas estimuladas
con los serotipos a (ATCC® 43717™) o ¢ (ATCC® 43719™), respectivamente. Ademas, el serotipo b
indujo mayor nivel de expresion de IL-6 en comparaciéon al serotipo a (p=0,01), pero no en
comparacion al serotipo ¢ (p=0,28). No hubo diferencias en los niveles de expresion de las citoquinas

entre los serotipos a 'y c.

La expresion de citoquinas ante el serotipo b fue caracteristica de un patron de respuesta tipo Thl
demostrado por los elevados niveles de expresion de IL-1p, IL-12, IFN-y y TNF-a y de un patron Th17

con elevados niveles de expresion de 1L-6 e IL-23.

10.7 Expresion de citoquinas en células dendpriticas estimuladas con LPS purificado de los serotipos a,

b o c de A. actinomycetemcomitans

En las células dendriticas estimuladas con 10, 20 6 50 ng/mL de LPS purificado de los serotipos a
(ATCCP® 43717™), b (ATCC® 43718™) o ¢ (ATCC® 43719™) de A. actinomycetemcomitans (MOI=2)
se cuantificaron, mediante PCR en tiempo real, los niveles de expresion de las citoquinas IL-1p, IL-5,
IL-6, IL-10, IL-12, IL-23, IFN-y y TNF-a (Figura 7). Se detectaron mayores niveles de expresion de
IFN-y (p=0,025 y p=0,04), TNF-a (p=0,021 y p=0,012), IL-1f (p=0,012 y p=0,018), IL-6 (p=0,003 y
p=0,004), IL-12 (p=0,025 y p=0,022) e IL-23 (p=0,014 y p=0,003) en células dendriticas estimuladas
con 50 ng/mL de LPS del serotipo b, en comparacion a las c€lulas dendriticas estimuladas con el LPS

de los serotipos a o c, respectivamente. En células dendriticas estimuladas con 20 ng/mL de LPS, se
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detectd un incremento en los niveles de expresion de IL-1p (p=0,032 y p=0,039) e IL-23 (p=0,045 y

p=0,026) al ser estimuladas con el serotipo b en comparacion a los serotipos a o ¢, respectivamente.
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Figura 6. Expresion de citoquinas en células dendriticas estimuladas con los serotipos a, b o c de A. actinomycetemcomitans.

A partir de 10 experimentos independientes, la expresion de los mRNA de las citoquinas IL-1p, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12,
IL-23, IFN-y y TNF-o fue determinada mediante PCR cuantitativo en células dendriticas estimuladas durante 48 horas con
los serotipos a (ATCC® 43717™), b (ATCC® 43718™) o ¢ (ATCC® 43719™) de A. actinomycetemcomitans (MOI=2).

Como control negativo, se utilizaron células dendriticas no inducidas (n.i.). *p<0,05.
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Figura 7. Expresion de citoquinas en células dendriticas estimuladas con 10, 20 6 50 ng/mL de LPS purificado de los
serotipos a, by c de A. actinomycetemcomitans.

A partir de 8 experimentos independientes, La expresion de los mRNA de las citoquinas IL-1p, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12,
IL-23, IFN-y y TNF-a fue determinada mediante PCR cuantitativa en células dendriticas estimuladas durante 48 horas con
el LPS purificado del serotipo a (ATCC® 43717™), b (ATCC® 43718™) y ¢ (ATCC® 43719™) de A.
actinomycetemcomitans a una concentracion de 10, 20 y 50 ng/mL. Como control positivo células dendriticas fueron

estimuladas con 10 ng/mL de LPS de Escherichia coli cepa 0111:B4. *p<0,05.

10.8 Expresion de citoquinas en células dendriticas estimuladas con 50 ng/mL de LPS purificado de los

serotipos a, b o c de A. actinomycetemcomitans

En células dendriticas estimuladas con 50 ng/mL de LPS purificado de los serotipos a (ATCC®
43717™ y ATCC® 29523™) b (ATCC® 43718™, ATCC® 29522™ y ATCC® 29524™) y ¢ (ATCC®
43719™ y ATCC® 33384™), se cuantificaron, mediante PCR en tiempo real, los niveles de expresion
de las citoquinas IL-1p, IL-6, IL-12, IL-23, IFN-y y TNF-a (Figura 8). No se detectaron diferencias en
los niveles de expresion entre las cepas del serotipo a (ATCC® 43717™ y ATCC® 29523™)_ entre las
cepas del serotipo b (ATCC® 43718™, ATCC® 29522™ y ATCC® 29524™) o entre las cepas del
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serotipo ¢ (ATCC® 43719™ y ATCC® 33384™). Mayores niveles de expresion de las citoquinas IL-1p,

IL-6, IL-12, IL-23, IFN-y y TNF-a se detectaron en las células dendriticas estimuladas con todas las
cepas bacterianas pertenecientes al serotipo b (cepas ATCC® 43718™, ATCC® 29522™ y ATCC®

29524™) (p<0,05), en comparacion a las cepas pertenecientes a los serotipos a o c.

Niveles de expresion

Niveles de expresion

[ N N
® S

O N H O ®DOON SO

0,
IFN-y TNF-o
* 8.
*
%{{ ° :
} " t
' PR ;g
0-
, IL-1P N . IL-12
bep o T
44 i
2 ; +
b %
Fo2iyey Eaahxey
M~ WO N WO WOLNSM M~ WO N W WLWNSM
M O Mo MM MO O M MM
NI caraasrs
GOOLOLLHDL Y OOLOLOLOLOL O
OO0OO0OO0O0O0O0 OO0OO0O0O0O0O
FEEEEEE EFEEEEEE
<< CCICL L CCICL
b c a b c
Serotipos Aa Serotipos Aa

—

O N A O 0 O N O N H

L

¢

$

IL-6

[

L

[
=

ATCCP 29523™

ATCC® 43718™

ATCC® 29524™
ATCC® 43719™
ATCC® 33384™

o | ATCCP® 29522™ -

9]

Serotipos Aa

Figura 8. Expresion de citoquinas en células dendriticas estimuladas con 50 ng/mL de LPS purificado de los serotipos a, b o

¢ de A. actinomycetemcomitans.

A partir de 5 experimentos independientes, la expresion de los mRNA de las citoquinas IL-1p, IL-6, IL-12, IL-23, IFN-y y

TNF-a fue determinada mediante PCR en tiempo real en células dendriticas estimuladas durante 48 horas con el LPS
purificado de los serotipos a (ATCC® 43717™ y ATCC® 29523™), serotipos b (ATCC® 43718™ ATCC® 29522™ y,
ATCC® 29524™) o serotipos ¢ (ATCC® 43719™ y ATCC® 33384™) de A. actinomycetemcomitans a una concentracion de

50 ng/mL. Como control positivo células dendriticas fueron estimuladas con 10 ng/mL de LPS de Escherichia coli cepa

0111:B4.%p<0,05.
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10.9 Secrecion de citoquinas en linfocitos TCD4* naive activados

Para evaluar el patrén de citoquinas secretadas por los linfocitos TCD4" naive activados por
células dendriticas autdlogas estimuladas con los serotipos a, b o ¢ de A. actinomycetemcomitans se
cuantificaron los niveles de secrecion (pg/mL) de IL-1B, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12p40, IL-12p70,
IL-13, IL-17, IL-21, IL-23, IFN-y, TNF-a, TNF-B y TGF-B1 mediante ELISA (Figura 9). Mayores
niveles de secrecion de 1L-1B, IL-6, IL-12p40, IL-12p70, IL-17, IL-21, IL-23, IFN-y, TNF-a y TNF-
se detectaron en los linfocitos TCD4" naive activados por células dendriticas estimuladas con el
serotipo b (ATCC® 43718™) de A. actinomycetemcomitans, en comparacion a los otros serotipos
bacterianos. Estas diferencias fueron detectadas para IL-1B (p=0,0001 y p=0,0001), IL-6 (p=0,005 y
p=0,037), IL-12p40 (p=0,003 y p=0,001), IL-12p70 (p=0,008 y p=0,002), IL-17 (p=0,003 y p=0,017),
IL-21 (p=0,004 y p=0,023), IL-23 (p=0,028 y p=0,041), IFN-y (p=0,008 y p=0,014), TNF-a (p=0,003 y
p=0,001) y TNF-B (p=0,018 y p=0,006) en comparacion a linfocitos TCD4" naive activados con células
dendriticas estimuladas con los serotipos a (ATCC® 43717™) o ¢ (ATCC® 43719™) respectivamente,
para MOI=2. Para las citoquinas IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 y TGF-B1 no se detectaron diferencias entre
los distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans. Ademas, no se detectaron diferencias de secrecion

para ninguna citoquina entre los serotipos a o ¢ de 4. actinomycetemcomitans.

10.10 Secrecion de citoquinas en linfocitos TCD4" naive activados por células dendriticas estimuladas

con LPS purificado de los serotipos a, b o c de A. actinomycetemcomitans

En linfocitos TCD4" naive activados por células dendriticas autdlogas estimuladas con 10, 20 y
50 ng/mL de LPS purificado de los serotipos a (ATCC® 43717™), b (ATCC® 43718™) o ¢ (ATCC®
43719™) de A. actinomycetemcomitans (MOI=2) se cuantificaron, mediante ELISA, los niveles de
secrecion de las citoquinas 1L-1p, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12p40, IL-12p70, IL-13, IL-17, IL-21,
IL-23, IFN-y, TNF-a, TNF-B y TGF-B1 (Figura 10). Se detectaron mayores niveles de secrecion de
IL-1B (p=0,015 y p=0,002), IL-12p40 (p=0,018 y p=0,005), IL-12p70 (p=0,013 y p=0,004) e IL-23
(p=0,006 y p=0,01) en linfocitos TCD4* naive activados por células dendriticas autdlogas estimuladas
con 10 ng/mL de LPS del serotipo b en comparacion al a o ¢, respectivamente. Mayores niveles de

secrecion de IL-1B (p=0,002 y p=0,001), IL-6 (p=0,001 y p=0,023), IL-12p40 (p=0,009 y p=0,002),
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IL-12p70 (p=0,043 y p=0,011), IL-23 (p=0,024 y p=0,029) y TNF-a (p=0,016 y p=0,012) se detectaron
en linfocitos TCD4" naive activados por células dendriticas autélogas estimuladas con 20 ng/mL de
LPS del serotipo b en comparacion al a o ¢, respectivamente. Ademads, mayores niveles de secrecion de
IL-1B (p=0,0001 y p=0,0001), IL-6 (p=0,002 y p=0,009), IL-12p40 (p=0,012 y p=0,002), IL-12p70
(p=0,006 y p=0,007), IL-17 (p=0,011 y p=0,039), IL-23 (p=0,029 y p=0,031), IFN-y (p=0,001 y
p=0,003), TNF-a (p=0,002 y p=0,001) y TNF-B (p=0,001 y p=0,0001) se detectaron en linfocitos
TCD4" naive activados por células dendriticas autdlogas estimuladas con 50 ng/mL de LPS del
serotipo b en comparacién al a o c, respectivamente. Para las citoquinas IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IL-21
y TGF-B1 no se detectaron diferencias entre los distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans.
Ademas, no se detectaron diferencias de secrecion para ninguna citoquina entre los serotipos a o ¢ de 4.

actinomycetemcomitans.

10.11 Expresion de citoquinas en linfocitos TCD4" naive activados

En linfocitos TCD4* naive activados con células dendriticas autdlogas estimuladas con los
serotipos a (ATCC® 43717™), b (ATCC® 43718™) o ¢ (ATCC® 43719™) de A. actinomycetemcomitans
(MOI=2) se cuantificaron, mediante PCR en tiempo real, los niveles de expresion de las citoquinas
IL-1B, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-17, IL-21, IL-23, IFN-y, TNF-a y TGF-1 (Figura 11). Los
linfocitos TCD4" naive activados con células dendriticas autologas estimuladas con el serotipo b
(ATCC® 43718™) presentaron mayores niveles de expresion de IL-1B (p=0,0001 y p=0,0001), IL-6
(p=0,003 y p=0,014), IL-12 (p=0,0001 y p=0,001), IL-17 (p=0,0001 y p=0,0001), IL-21 (p<0,001 y
p<0,001), IL-23 (p=0,001 y p=0,006), IFN-y (p=0,0001 y p=0,001) y TNF-a (p=0,0001 y p=0,0001) en
comparacion a los linfocitos TCD4" naive activados con células dendriticas estimuladas con los

serotipos a (ATCC® 43717™) o ¢ (ATCC® 43719™), respectivamente.
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Figura 9. Secrecion de
citoquinas linfocitos TCD4*
naive activados por células
dendriticas estimuladas con
los serotipos a, b o c de A.
actinomycetemcomitans.

A partir de 8 experimentos
independientes, la secrecion
de las citoquinas IL-1p,
IL-4, IL-5, IL-6, IL-10,
1L-12p40, IL-12p70, IL-13,
IL-17, IL-21, IL-23, IFN-y,
TNF-a, TNF-f y TGF-Bl
fue cuantificada mediante
ELISA en linfocitos TCD4*
naive activados por células
dendriticas estimuladas
durante 48 horas con los
serotipos a (ATCC®
43717™) b (ATCC®
43718™) o ¢ (ATCC®
43719™)  de A.
actinomycetemcomitans
(MOI=2). Como control
positivo, los niveles de
secrecion de citoquinas
fueron cuantificados en
linfocitos TCD4* naive
activados por células
dendriticas no inducidas
(n.i.). ¥p<0,05.
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Figura 10. Secrecion de
citoquinas en linfocitos
TCD4*

por células dendriticas

naive activados

estimuladas con 10, 20 o
50 ng/mL de LPS
purificado de los serotipos
de A.

actinomycetemcomitans.

a, b y ¢

A partir de 8 experimentos
independientes, la
secrecion las citoquinas
IL-1p, IL-4, IL-5 IL-6,
IL-10, IL-12p40,
IL-12p70, IL-13, IL-17,
IL-21, IL-23, IFN-y, TNF-
a, TNF-f y TGF-p1 en
linfocitos TCD4*activados
por células dendriticas
autologas estimuladas con
10, 20 y 50 ng/mL de LPS

purificado de los serotipos
a (ATCC® 43717™), b

(ATCC® 43718™) o ¢
(ATCC® 43719™) de A.
actinomycetemcomitans
(MOI=2) fue determinada
mediante ELISA. Como
control negativo se
utilizaron linfocitos
TCD4*activados por
células dendriticas no
inducidas (n.i.). *p<0,05.
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Figura 11. Niveles de expresion de citoquinas en linfocitos TCD4* naive activados.

A partir de 8 experimentos independientes, la expresion de los mRNA de las citoquinas IL-1f, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12,
IL-17, IL-21, IL-23, IFN-y, TNF-0. y TGF-B1 en linfocitos TCD4*naive activados por células dendriticas autdlogas
estimuladas con los distintos serotipos a (ATCC® 43717™), b (ATCC® 43718™) o c¢ (ATCC® 43719™) de A.

actinomycetemcomitans (MOI=2), fue determinada mediante PCR cuantitativa. Como control negativo se utilizaron linfocitos

TCD4" naive activados por células dendriticas no inducidas (n.i.). *p<0,05.

10.12 Expresion de factores de transcripcion en linfocitos TCD4* naive activados

En linfocitos TCD4* naive activados con células dendriticas autdlogas estimuladas con los

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

(MOI=2) se cuantificaron, mediante PCR en tiempo real, los niveles de expresion de los factores de

transcripcion T-bet, GATA-3, RORC2 y Foxp3 (Figura 12). Los linfocitos TCD4" naive activados con

células dendriticas autdlogas estimuladas con el serotipo b (ATCC® 43718™) presentaron mayores
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niveles de expresion de los factores de transcripcion 7-bet (p=0,0001 y p=0,0001) y RORC2 (p=0,0001

y p=0,001) en comparacion a los linfocitos TCD4" naive activados con células dendriticas autdlogas

estimuladas con los serotipos a (ATCC® 43717™) o ¢ (ATCC® 43719™), respectivamente. No hubo

diferencias en los niveles de expresion de los factores de transcripcion en los linfocitos TCD4' naive
p p

activados con células dendriticas estimuladas con los serotipos a o c.
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Figura 12. Niveles de expresion de los

factores de transcripcion en linfocitos TCD4*

naive activados.

A partir de 8 experimentos independientes, la
expresion de los mRNA de los factores de
transcripcion T-bet, GATA-3, RORC2 y
Foxp3 en linfocitos TCD4"activados por
células dendriticas autologas estimuladas con
los serotipos a (ATCC® 43717™), b (ATCC®
43718™) o ¢ (ATCC® 43719™) de A.
actinomycetemcomitans (MOI=2) fue
determinada mediante PCR cuantitativa.
Como control negativo se utilizaron células

dendpriticas no inducidas (n.i.). *p<0,05.

10.13 Niveles de expresion y secrecion de RANKL en linfocitos TCD4* naive activados

En linfocitos TCD4" naive activados con células dendriticas autdlogas estimuladas con los

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

(MOI=2) se cuantificaron los niveles de expresion y secrecion de RANKL, mediante PCR en tiempo real

y ELISA, respectivamente (Figura 13). Los linfocitos TCD4" naive activados con células dendriticas
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estimuladas con el serotipo b (ATCC® 43718™) presentaron mayores niveles de expresion y secrecion
(p<0,05) de RANKL en comparacion a los linfocitos TCD4* naive activados con células dendriticas

autdlogas estimuladas con los serotipos a (ATCC® 43717™) o ¢ (ATCC® 43719™),

RANKL RANKL
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Figura 13. Niveles de expresion y secrecion de RANKL en linfocitos TCD4* naive activados.

A partir de 8 experimentos independientes, la expresion del mRNA de RANKL en linfocitos TCD4 activados por células
dendriticas autdlogas estimuladas con los serotipos a (ATCC® 43717™), b (ATCC® 43718™) o ¢ (ATCC® 43719™) de A.

actinomycetemcomitans (MOI=2) fue determinada mediante PCR en tiempo real. La secrecion de RANKL en linfocitos
TCD4*activados por células dendriticas estimuladas con los serotipos a (ATCC® 43717™), b (ATCC® 43718™) o ¢
(ATCC® 43719™) de A. actinomycetemcomitans (MOIs=1 a 2) fue determinada mediante ELISA. Como control negativo se

utilizaron células dendpriticas no inducidas (n.i.). *p<0,05.

10.14 Correlacion entre los niveles de expresion de los factores de transcripcion con los niveles de

secrecion de citoquinas

A partir de los resultados obtenidos en los linfocitos TCD4* naive activados por células
dendriticas estimuladas con los serotipos a (ATCC® 43717™), b (ATCC® 43718™) o ¢ (ATCC®
43719™) de A. actinomycetemcomitans (MOI=2), se calculd el coeficiente de correlacion de Pearson
(r) entre los niveles de expresion de los factores de transcripcion 7-bet (Thl), GATA-3 (Th2), RORC?2
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(Th17) y Foxp3 (Treg) y los niveles secretados de las citoquinas IL-1f3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10,
IL-12p40, IL-12p70, IL-13, IL-17, IL-21, IL-23, IFN-y, TNF-0, TNF-B y TFG-B1 (Tabla 2).

Para el perfil Thl, se detect6 una correlacion positiva entre 7-bet e IL-1p, IL-12p70, TNF-a y
TNF-B en los linfocitos TCD4" naive activados por células dendriticas estimuladas con el serotipo a
(ATCC® 43717™) de A. actinomycetemcomitans, una correlacion positiva entre T-bet e IL-1B,
IL-12p40, IL-12p70, IFN-y y TNF-a en los linfocitos TCD4" naive activados por células dendriticas
estimuladas con el serotipo b (ATCC® 43718™) de A. actinomycetemcomitans y una correlacion
positiva entre T-bet e IL-12p40, IL-12p70 e IFN-y en los linfocitos TCD4* naive activados por células

dendriticas estimuladas con el serotipo ¢ (ATCC® 43719™) de A. actinomycetemcomitans.

Para el perfil Th2, se detecté una correlacion positiva entre GATA-3 e IL-4 en los linfocitos
TCD4* naive activados por células dendriticas estimuladas con el serotipo a (ATCC® 43717™) o b
(ATCC® 43718™) de A. actinomycetemcomitans y una correlacion positiva entre GATA-3 e IL-4 e IL-5
en los linfocitos TCD4* naive activados por células dendriticas estimuladas con el serotipo ¢ (ATCC®

43719™) de A. actinomycetemcomitans.

Para el perfil Th17, se detect6 una correlacion positiva entre RORC?2 e IL-6, IL-21 e IL-23 en los
linfocitos TCD4" naive activados por células dendriticas estimuladas con el serotipo a (ATCC®
43717™), b (ATCC® 43718™) o ¢ (ATCC® 43719™) de A. actinomycetemcomitans y una correlacion
positiva entre RORC2 e IL-17A en los linfocitos TCD4" naive activados por células dendriticas

estimuladas con el serotipo a (ATCC® 43717™) o b (ATCC® 43718™) de A. actinomycetemcomitans.

Finalmente, para el perfil Treg, se detectd una correlacion positiva entre Foxp3 e IL-10 en los
linfocitos TCD4" naive activados por células dendriticas estimuladas con el serotipo a (ATCC®
43717™) de A. actinomycetemcomitans y una correlacion positiva entre Foxp3 e IL-17A e IL-21 en los
linfocitos TCD4" naive activados por células dendriticas estimuladas con el serotipo b (ATCC®

43718™) de A. actinomycetemcomitans.
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Cepas de Aggregatibacter actinomycetemcomitans

ATCC ATCC ATCC
(serotipo a) (serotipo b) (serotipo ¢)
r p-value r p-value r p-value
T-bet IL-1B 0,883* 0,02 0,859* 0,028 0,793 0,06
IL-12p40 0,791 0,061  0,843* 0,035 0,826* 0,043
IL-12p70 0,909* 0,012 0,818* 0,047 0,959* 0,002
IFN-y 0,714 0,111 0,892 0,02 0,873* 0,023
TNF-o 0,884 0,019 0,852% 0,031 0,798 0,057
TNF-B 0,835%* 0,039 0,645 0,167 0,763 0,077
GATA-3  1L-4 0,967* 0,002 0,908* 0,012 0,865* 0,026
IL-5 0,754 0,083 0,794 0,059 0,932%* 0,007
IL-13 0,553 0,255 0,447 0,374 0,525 0,285
RORC2  1L-6 0,853* 0,031  0,867* 0,025 0,846* 0,034
IL-17A 0,875* 0,022 0,886* 0,019 0,787 0,063
IL-21 0,891%* 0,017 0,898* 0,015 0,817* 0,047
IL-23 0,911% 0,012 0,887 0,018 0,841%* 0,036
Foxp3 IL-10 0,916* 0,01 0,772 0,072 0,73 0,099
TGF-B1 0,193 0,714 0,03 0,956 0,367 0,474
Foxp3 IL-17A 0,275 0,597  0,830% 0,041 0,024 0,964
IL-21 0,082 0,878 0,903* 0,14 0,375 0,464

Tabla 2. Correlacion entre los niveles de expresion de los factores de transcripcion y de secrecion de las citoquinas.

A partir de 8 experimentos independientes se calculo el coeficiente de correlacion de Pearson (r) entre los niveles de
expresion de mRNA de los factores de transcripcion T-bet (Thl), GATA-3 (Th2), RORC2 (Thi7) y Foxp3 (Treg) y los niveles
de secrecion de citoquinas asociadas a los linfocitos Thi, Th2, Thl7 y Treg en linfocitos TCD4" naive estimulados por las
células dendriticas sensibilizadas con las cepas ATCC ® 43717 ™ (serotipo a), ATCC ® 43718 ™ (serotipo b) 0 ATCC ®
43719 ™ (serotipo c) de A. actinomycetemcomitans a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 2. * p <0,05.

10.15 Correlacion entre los niveles de expresion de RANKL y los factores de transcripcion

A partir de los resultados obtenidos en los linfocitos TCD4" naive activados por células
dendriticas estimuladas con los serotipos a (ATCC® 43717™), b (ATCC® 43718™) o ¢ (ATCC®

43719™) de A. actinomycetemcomitans (MOI=2), se calculd el coeficiente de correlacion de Pearson
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(r) entre los niveles de expresion de RANKL y los niveles de expresion de los factores de transcripcion
T-bet (Thl), GATA-3 (Th2), RORC2 (Th17)y Foxp3 (Treg) (Figura 14).

Para el perfil Thl, se detect6 una coeficiente de correlacion positivo ante los serotipos a (ATCC®
43717™), b (ATCC® 43718™) o ¢ (ATCC® 43719™), sin observarse diferencias significativas. Para el
perfil Th17, una correlacion positiva con RANKL para los serotipos a (ATCC® 43717™, p=0,008), b
(ATCC® 43718™, p=0,003) y ¢ (ATCC® 43718™, p=0,003) de A. actinomycetemcomitans. Para los
perfiles Th2 y Treg, no hubo correlacion entre RANKL y los factores de transcripcion GATA-3 y

Foxp3, respectivamente.
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Figura 14. Correlacion entre los niveles de expresion de RANKL y los factores de transcripcion.

A partir de 8 experimentos independientes se calculd el coeficiente de correlacion de Pearson (v) entre los niveles de
expresion de mRNA de los factores de transcripcion T-bet (Thl), GATA-3 (Th2), RORC2 (Thi7) y Foxp3 (Treg) y los niveles
de expresion de RANKL en linfocitos TCD4" naive activados por células dendriticas estimuladas con las cepas ATCC ®
43717™ (serotipo a), ATCC® 43718™ (serotipo b), y ATCC® 43719™ (serotipo c¢) de Aggregatibacter

actinomycetemcomitans a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 2. * p <0,05.
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11. DISCUSION

En este estudio, se evalu6 la respuesta de las células dendriticas al ser estimuladas con los
serotipos a (cepas ATCC® 43717™ y ATCC® 29523™) b (cepas ATCC® 43718™, ATCC® 29522™
y ATCCP® 29524™) ¢ ¢ (cepas ATCC® 43719™ y ATCC® 33384™) de A. actinomycetemcomitans 'y
su LPS purificado. En células dendriticas estimuladas con el serotipo b, se detectaron mayores niveles
de expresion y secrecion de las citoquinas IL-1, IL-12, IL-23, IFN-y y TNF-a en comparacién a las
células dendriticas estimuladas con los serotipos a o c. Luego, se analizd la activacion de los
linfocitos TCD4" naive activados por células dendriticas autdlogas estimuladas con los distintos
serotipos de A. actinomycetemcomitans y se cuantificaron los niveles de expresion de los factores de
transcripcion y de produccion de las citoquinas fenotipo-especificas. Ante el serotipo b de A.
actinomycetemcomitans se detectaron mayores niveles de expresion de los factores de transcripcion 7-
bet y RORC?2 y de expresion y secrecion de las citoquinas IL-18, IL-6, IL-12, IL-17, IL-23, IFN-y y
TNF-a y la molécula RANKL, caracteristicos de un patréon de respuesta inmune tipo Thl (pro-
inflamatorio) y Th17 (osteo-destructivo), en comparacion a las mismas células estimuladas con los

serotipos a o C.

Dependiendo de la profundidad de los sacos periodontales que caracterizan la lesion
periodontal, existen variaciones en la cantidad y composicion microbiana de la biopelicula patogénica
subgingival (Socransky et al., 1998). La concentraciéon parcial de oxigeno disminuye a medida que se
incrementa la profundidad del saco periodontal permitiendo el crecimiento de bacterias en anaerobiosis
o capnofilia y, por lo tanto, la aparicion de bacterias mas virulentas, asociadas a la destruccion
periodontal (Holt et al., 1980; Dzink et al., 1985; Dzink et al., 1988; Haffajee and Socransky, 1994;
Socransky et al., 1998; Socransky and Haffajee, 2002; Socransky and Haffajee, 2005). El tipo de
sustrato, la disponibilidad de nutrientes, la respuesta inmune del hospedero y la terapia antibidtica
cumplen un rol clave en la limitacion del crecimiento de la biopelicula durante una infeccion cronica
(Socransky and Haffajee, 2005; Bjarnsholt et al., 2013). La cantidad y composicion de la biopelicula
subgingival no so6lo varia entre un individuo sano y un paciente con periodontitis, sino que también
entre sitios sanos y lesiones periodontales en un mismo individuo (Gajardo et al., 2005; Colombo et al.,
2006; Herrera et al., 2008). En términos generales, el comportamiento in vivo de las bacterias que

componen esta biopelicula se puede inferir sobre la base de los estudios in vitro que analicen sus
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factores de virulencia y su rol inmunogénico en las células inmunes del hospedero (van Winkelhoff et
al., 1993; Choi et al., 2001; Jowatni and Cutler, 2004; Holt and Ebersole, 2005; Shimada et al., 2008;
Hajishengallis, 2009; Pinheiro et al., 2011; Kelk et al., 2011; Kunnen et al., 2012).

A. actinomycetemcomitans es una bacteria capnofilica componente de la biopelicula subgingival
como un colonizador tardio (Asikainen and Chen, 1999; Faveri et al., 2009). Los serotipos a, b o ¢ de
A. actinomycetemcomitans se asocian con distintos fenotipos clinicos de la enfermedad, asi, el serotipo
a se asocia con salud periodontal, el serotipo b con periodontitis agresiva y el serotipo ¢, tanto con
salud periodontal como periodontitis cronica (Roman-Torres et al., 2010; Cortelli et al., 2012). Sin
embargo, en norteamericanos, el serotipo a se asocia a periodontitis cronica y, en europeos, el serotipo
c con salud periodontal (Zambon et al., 1983a; Asikainen et al., 1991). Los serotipos d, e y f difieren en
su frecuencia de deteccion, mientras los serotipos d y f no son detectables en pacientes con
periodontitis o individuos sanos, el serotipo e se detecta en el 1,8% de los pacientes con periodontitis
cronica, proporcion que incrementa al 28% en presencia de algin otro serotipo de A.

actinomycetemcomitans (Teixeira et al., 2006; Roman-Torres et al., 2010).

Generalmente, el 98% de los individuos son colonizados por un solo serotipo de A.
actinomycetemcomitans, con excepcion de la poblacion japonesa donde la proporcion de infeccidon por
2 6 3 serotipos aumenta al 33% (Rylev and Kilian, 2008). La infeccion por 2 6 3 serotipos ha sido
descrita en una proporcion cercana al 15% en poblaciones norteamericanas y menor al 2% en poblacion
brasilera (Chen et al., 2010; Cortelli et al., 2012). Recientemente, con el objetivo de cuantificar la
frecuencia de deteccion de los serotipos a, b o ¢ en pacientes con periodontitis cronica o agresiva, se
tomaron muestras microbioldgicas a 25 pacientes que asistieron a la clinica de Periodoncia de la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile, detectdndose la presencia de A.
actinomycetemcomitans en 4 pacientes con periodontitis agresiva, siendo 3 de ellos positivos para el
serotipo b. Estos resultados preliminares avalan la importancia de nuestro estudio que busca determinar
el potencial rol del serotipo b de A. actinomycetemcomitans en la induccion de una respuesta inmune
mas patogénica. Asi, sobre la base de la baja frecuencia de deteccion de 4. actinomycetemcomitans en
contraste con la elevada frecuencia de deteccion del serotipo b y su mayor asociacion con la
enfermedad podemos especular que posee un mayor potencial inmunogénico (Haubek et al., 2007;

Haubek et al., 2008; Xynogala et al., 2009; Claesson et al., 2011; Pinheiro et al., 2011).
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El serotipo b de 4. actinomycetemcomitans es capaz de inducir distintas respuestas en las
células del hospedero, a diferencia de los serotipos a o c¢. El serotipo b tiene la capacidad de evadir
mas eficazmente la fagocitosis por macrofagos (Asikainen et al., 1991), inhibir la proliferacion de
neutrofilos (Suzuki et al., 2001) e incrementar la secrecion de IgG, IgM e IgA por plasmocitos
(Ebersole et al., 1991). En células epiteliales gingivales, el serotipo b induce mayores niveles de
secrecion de microvesiculas citotoxicas, altera la funcidon protectora ante la invasion bacteriana y
disminuye la produccién de quimioquinas (Lai et al., 1981; Shimada et al., 2008). En fibroblastos de
ligamento periodontal humano induce mayores niveles de expresion de citoquinas pro-inflamatorias,
en osteoblastos inhibe su proliferacion (Rossa et al., 2008) y en macrdéfagos induce la secrecion de

citoquinas pro-inflamatorias (Ueda et al., 1995; Yamamoto et al., 1999).

La produccion de leucotoxina se considera uno de los factores de virulencia mas importante de
A. actinomycetemcomitans y, todas las cepas, independientemente de su serotipo, secretan esta toxina,
permitiéndole a las bacterias evadir la respuesta inmune del hospedero mediante la inducciéon de la
muerte por apoptosis de los leucocitos (Kachlany, 2010). Un clon altamente leucotdxico de A.
actinomycetemcomitans fue aislado por primera vez a principios de 1980, de un menor de 8 afios de
edad con periodontitis agresiva localizada (Tsai et al., 1984). Este clon se caracterizd6 como JP2 y ha
sido asociado a la patogénesis de la periodontitis agresiva (Haubek et al., 2007; Haubek et al., 2008;
Sakellari et al., 2011; Pinheiro et al., 2011; Claesson et al., 2011). En efecto, el clon JP2 se caracteriza
por secretar mayores cantidades de leucotoxinas, toxina distensora citoletal y proteina de adhesion a
matriz extracelular y estos factores, dependen del LPS bacteriano (Haubek et al., 2007; Haubek et al.,
2008; Sakellari et al., 2011; Pinheiro et al., 2011; Claesson et al., 2011; Tang et al., 2011). No obstante,
el O-polisacarido es el determinante de la serotipificacion de A. actinomycetemcomitans, sus
componentes estructurales le otorgan la identidad a cada uno de los serotipos. El lipido A posee la
misma conformacion estructural en todos los serotipos y es capaz de activar a los receptores TLR4
(Raetz and Whitfield, 2002). Recientemente, se cuantificaron los niveles de expresion de TLR2 y TLR4
en células dendriticas estimuladas con las cepas o su LPS purificado de los serotipos a, b o ¢ y se
detectd que el serotipo b induce mayores niveles de expresion de TLR2 en comparacion a los serotipos
a o ¢y, que ante TLR4 no hubo diferencias entre los distintos serotipos (datos no publicados). En
efecto, el O-polisacarido es el regulador del sistema de transporte vesicular, facilitando la secrecion de
leucotoxina, de toxina distensora citoletal y de la proteina de adhesién a matriz extracelular (Tang et
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al., 2011).

En conjunto, los datos obtenidos en este trabajo y los analizados en esta discusién permiten
concluir que la baja frecuencia de deteccion de A. actinomycetemcomitans en sitios periodontales es
compensada por la inmunogenicidad del serotipo infectante y que la mayor frecuencia de deteccion del
serotipo b se asocia con el fenotipo clinico mas severo de la enfermedad. A. actinomycetemcomitans es
un patdégeno-periodontal que coloniza tardiamente los sitios periodontales ubicandose en la superficie
de la biopelicula y su LPS cumple diversos roles en los distintos serotipos y determina su virulencia,
patogenicidad e inmunogenicidad. No obstante este es el factor de virulencia més importante, es la
respuesta inmune inducida en células del hospedero ante ellas, el principal determinante de la

destruccion e inflamacion de los tejidos periodontales del hospedero.

Inicialmente, en un modelo experimental se describid la existencia de 3 grupos de antigenos de
A. actinomycetemcomitans capaces de inducir 3 respuestas séricas distintas y se nombraron serotipos,
de acuerdo al International Code of Nomenclature of Bacteria and Viruses y la nomenclatura
serologica del grupo Haemophilus. Asi, se designaron a, b y ¢ de acuerdo al orden de su identificacion
(Zambon et al., 1983b). Posteriormente, se describio la estructura bioquimica de los O-polisacéaridos
del LPS de cada serotipo, identificando que los serotipos a y ¢ son enantidmeros, compuestos por
disacaridos de talosa, y que el O-polisacarido del serotipo b es un complejo de tricararidos
conformado por un esqueleto central de fucosa y ramnosa y una cadena lateral de P-N-acetil-
galactosamina (Perry et al., 1996a; Perry et al., 1996b; Kaplan et al., 2001). La variable estructural
entre estos serotipos le otorga al serotipo b una mayor virulencia e inmunogenicidad y, al bloquear la
enzima que cataliza la unidon de la cadena lateral a la ramnosa, pierde sus factores de virulencia
comportandose como un serotipo b sin O-antigeno (Li et al., 2006; Tang and Mintz, 2010; Tang et al.,

2012).

La variable induccion de la respuesta inmune determinada en este estudio en células dendriticas
y linfocitos T ante los distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans estaria definida sobre la base
de los cambios estructurales de su O-polisacarido. No obstante el O-polisacarido es un determinante
clave en la induccién de la respuesta inmune, no se puede descartar que la leucotoxina, la toxina
distensora citoletal u otro factor de virulencia tengan algin efecto sobre las células del hospedero

cuando se utiliza la bacteria ad integrum, tal como se utilizé en este estudio. Asi, con el objetivo de
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analizar la respuesta inducida en las células dendriticas ante los serotipos a, b o ¢, se estimularon no
solo con las distintas cepas bacterianas ad integrum, con todo su potencial inmunogénico, sino que
ademas con su LPS purificado, aislando el factor de virulencia determinante de su patogenicidad.
Tanto el serotipo b ad integrum (ATCC® 43718™) como el LPS purificado de todas las cepas
bacterianas pertenecientes al serotipo b (ATCC® 43718™, ATCC® 29522™ y ATCC® 29524™)
indujeron una respuesta inmune similar, lo que nos permitié concluir que el O-polisacarido
componente del LPS es el factor determinante de la inmunogenicidad del serotipo b y, la quiralidad
descrita en la estructura del O-polisacarido de los serotipos a y ¢ determina que compartan, al menos
en parte, las mismas propiedades fisicas y por tanto, una capacidad similar para inducir una respuesta
inmune en las células del hospedero. Por lo tanto, la variabilidad detectada en la respuesta inmune
inducida en las células dendriticas y en los linfocitos T se explica por la diferencia estructural del O-
antigeno, siendo asi un potencial objetivo terapéutico mediante el desarrollo de terapias
microbiologicas, con modificaciones en la cadena lateral del serotipo b para transformarlo en un
serotipo b sin O-antigeno, eliminando el O-polisacirido en los serotipos b que colonicen la
biopelicula subgingival o transformando genéticamente el serotipo b de 4. actinomycetemcomitans en

un serotipo “b-like-a” o un serotipo “b-like-c”.

El perfil de citoquinas expresadas y secretadas en las células dendriticas, en particular ante el
serotipo b, son determinantes clave de la induccidon de una respuesta inmuno-inflamatoria polarizada
Thl o Thl7 en los linfocitos TCD4" naive. En particular, IL-1B es una citoquina que media la
inflamacion y es conocida como un factor de activacion de osteoclastos (Wilton et al., 1992), IL-6
participa en la diferenciacion selectiva de linfocitos Th17 (Baker et al., 1999; Cardoso et al., 2008) y
la inhibicién de la diferenciacion de linfocitos Treg Foxp3* (Korn et al.,, 2008; Gaffen and
Hajishengallis, 2008). Ademas, IL-1p, IL-6 y TNF-a tienen particular importancia en la maduracion y
migracion de las células dendriticas, en la interaccion de ellas con los linfocitos T durante la
presentacion antigénica y en la definicion del estado clinico de la enfermedad (Gaffen and
Hajishengallis, 2008). Ademas, un incremento en los niveles de IL-12 e IL-23 ha sido detectado en
pacientes con periodontitis comparado con individuos sanos (Johnson and Serio, 2005) y estos se han
asociado a la actividad de las células dendriticas (Sasaki et al., 2008; Vernal et al., 2009) y, en

conjunto con IL-6 y TGF-B1, son capaces de inducir la diferenciacion selectiva de linfocitos Th17.
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Asi, con el objetivo de determinar la diferenciacion hacia los distintos fenotipos efectores Th,
linfocitos TCD4" naive humanos se activaron con células dendriticas autdlogas estimuladas con las
cepas o el LPS purificado de los serotipos a, b o ¢ de A. actinomycetemcomitans. En concordancia con
lo detectado en las células dendriticas, el serotipo b indujo mayores niveles de expresion y secrecion
de IL-1B, IL-6, IL-12, IL-17, IL-23, IFN-y y TNF-a y la molécula RANKL, ademas de mayores
niveles de expresion de los factores de transcripcion determinantes de la diferenciacion de los
fenotipos Th1l y Th17, T-bet y RORC?2 respectivamente. Ademas, no se detectaron diferencias en los
niveles de expresion y secrecion de las distintas moléculas en presencia de los serotipos a o ¢, tanto
con la bacteria ad integrum como su LPS purificado. Estos datos nos permiten proyectar el potencial
rol del serotipo b de A. actinomycetemcomitans en la definicion del tipo de linfocito Th predominante
en las lesiones periodontales luego de la presentacion antigénica. Asi, sobre la base de los datos
presentados en este trabajo podemos especular que el serotipo b de A. actinomycetemcomitans induce
la diferenciacion predominantemente de linfocitos Th1 y Th17. Esta especulacion es concordante con
datos obtenidos previamente por nuestro grupo de investigacion. En efecto, cuando las células
dendriticas fueron estimuladas con distintos serotipos capsulares K de P. gingivalis, se detectd que los
serotipos K1 y K2 indujeron una mayor expresion de citoquinas tipo Thl: IL-1p, IL-6, IL-12, IFN-y,
TNF-a y TNF-B, en comparacion a los otros serotipos (Vernal et al., 2009) y un patrén de respuesta
tipo Th1l o Th17 en linfocitos TCD4" naive activados por los mismos serotipos, con mayores niveles
de secrecion de IL-1pB, IL-2, IL-6, IL-12, IL-17, IL-23, IFN-y, TNF-o y TNF-B, y expresion de los
mRNAs de T-bet y RORC2 (Vernal et al., 2014a).

IL-17 es una citoquina pro-inflamatoria y osteo-destructiva que estimula la produccion de
RANKL en osteoclastos, fibroblastos y linfocitos Th17 (Sato et al., 2006; Vernal et al., 2008;
Hernéndez et al., 2011). IL-23 es una citoquina que se asocia con enfermedades osteo-destructivas y,
en particular, se ha detectado en lesiones periodontales de pacientes con periodontitis crénica
(Ohyama et al., 2009). Las citoquinas IL-6, IL-17 e IL-23 inducen la produccion de RANKL en
fibroblastos, osteoblastos y pre-osteoclastos (Suda et al., 1999; Taubman and Kawai, 2001; Walsh and
Choi, 2003; Takahashi et al., 2005; Vernal et al., 2006; Kramer and Gaffen, 2007) y RANKL induce la
diferenciacion de pre-osteoclastos, maduracion de osteoclastos y su presencia se asocia con actividad
osteo-destructiva en las periodontitis. Los osteoclastos son las células responsables de la reabsorcion
Osea y la presencia de RANKL, IL-18, IL-6, IL-17, IL-23, TNF-a e IFN-y es un determinante clave
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de su diferenciacion y activacion (Vernal et al., 2005; Vernal et al., 2006; Kawai et al., 2006). En
términos generales, en lesiones periodontales activas se expresan elevados niveles de citoquinas pro-
inflamatorias (Thl) y osteo-destructoras (Th17) y bajos niveles de citoquinas inmuno-moduladoras
(Th2) (Takeichi et al., 2000; Ukai et al., 2001; Vernal et al., 2005; Gaffen and Hajishengallis, 2008;
Dutzan et al., 2009) y las bacterias periodonto-patdgenas, entre ellas A. actinomycetemcomitans,
cumplen un rol central en la inducciéon de la respuesta pro-inflamatoria y osteo-destructiva, en
particular, la inducida ante el serotipo b. En conjunto, nuestros datos nos permiten establecer que en
pacientes con periodontitis agresiva las formas séricas mas inmunogénicas de A.
actinomycetemcomitans se asocian con la reabsorcion del hueso alveolar al inducir in vitro mayores

niveles de secrecion de citoquinas Thl y Th17.

La reabsorcion d6sea es uno de los eventos patoldgicos caracteristicos de las periodontitis y
determina, en las formas mas severas de la enfermedad, la pérdida de los dientes (Tonetti et al., 2005;
Cochran, 2008). Los osteoclastos son las células responsables de la reabsorcion dsea activa y durante
las periodontitis, se ha detectado un incremento en los osteoclastos TRAP* junto a un incremento en
los niveles de secrecion de RANKL (Jin et al., 2007; Han et al., 2013). Recientemente, se evalu6 el
efecto de la estimulacion de pre-osteoclastos con linfocitos TCD4" naive activados por células
dendriticas expuestos ante los distintos serotipos capsulares de P gingivalis detectindose un
incremento en el nimero de osteoclastos TRAP" y de los niveles de expresion y secrecion de RANKL
en presencia de los serotipos K1 (W83) y K2 (HG184) en comparacién a los otros serotipos

bacterianos (Vernal et al., 2014b).

RANKL es el ligando del receptor RANK, proteina transmembrana ubicada en los osteoblastos,
pre-osteoclastos y osteoclastos. La union entre el receptor y el ligando activa, mediante la proteina
TRAF6, a NF-«kB que trasloca al nicleo y activa al factor de transcripcion citoplasmatico de células T
activadas (NFATc1), modificando la expresion génica de la célula y comprometiéndola con la
diferenciacion a osteoclasto (Theill et al., 2002; Walsh and Choi, 2003; Jin et al., 2007; Datta et al.,
2008). La activacion de NFATc1 es dependiente de la interaccion RANKL-RANK que induce un
incremento en los niveles de calcio intracelular y de calcineurina activa (Theill et al., 2002; Walsh and
Choti, 2003; Jin et al., 2007; Datta et al., 2008). Una diferenciacion eficiente estara determinada por

un incremento del calcio intracelular, la activacion de calcineurina y la traslocacion al nucleo de
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NFATcl y NF-xB, ademas de la presencia de elevados niveles extracelulares de RANKL y bajos de
OPG. La razon RANKL/OPG regula el metabolismo 6seo y los procesos de remodelacion osea, un
equilibrio entre RANKL y OPG mantiene la homeostasis del tejido 6seo y el desequilibrio,
caracterizado por ejemplo por un incremento de RANKL, induce la reabsorcién dsea patologica
(Lacey et al., 1998; Boyle et al., 2003; Takahashi et al., 2005; Datta et al., 2008). Las citoquinas
secretadas por los linfocitos Th2 y Treg inhiben la expresion y secrecion de las citoquinas de los
perfiles Thl y Th17 y, en particular, las citoquinas IL-10 y TGF-B1 inhiben la secrecién de RANKL e
incrementan los niveles de expresion y secrecion de OPG (Garlet et al., 2004; Vernal and Garcia-
Sanz, 2008; Garlet, 2010; Hernandez et al., 2011). Recientemente, se describié que los linfocitos Treg
pueden diferenciarse a linfocitos Th17 en condiciones inflamatorias. En efecto, células CD4" Foxp3*
regulan negativamente la expresion de Foxp3 en presencia de IL-17 e IFN-y y modifican su funcion
de inmuno-reguladora a pro-inflamatoria (Zhou et al., 2009a; Zhou et al., 2009b; Gong et al., 2009;
Bovenschen et al., 2011; Liu et al., 2013).

En términos generales, la razon RANKL/OPG disminuye en salud periodontal y en lesiones
periodontales aumenta segiin la severidad (Sakellari et al., 2008; Buduneli and Kinane, 2011).
Ademas, se detecta un incremento en los niveles de RANKL en lesiones periodontales activas en
comparacion a lesiones inactivas (Dutzan et al., 2009) y se correlaciona con la deteccion local de P.
gingivalis y A. actinomycetemcomitans (Garlet et al., 2006; Wara-Aswapati et al., 2007; Sakellari et
al., 2008). En respuesta a los periodonto-patégenos P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans, en
lesiones periodontales activas se han identificado poblaciones de linfocitos TCD4* infiltrantes
secretores de RANKL (Herndndez et al., 2011). En este contexto, en modelos animales el LPS de 4.
actinomycetemcomitans y P. gingivalis induce, en linfocitos T, la expresion de RANKL, IL-1p, IL-6,
IL-17, IL-21, IL-23, IFN-y, TNF-a y TNF-f, citoquinas pro-inflamatorias y osteo-destructoras
(Ohnishi et al.,, 2010; Han et al., 2013), de forma similar a lo detectado en este trabajo de

investigacion.

Recientemente, se han desarrollado investigaciones que han permitido proyectar el desarrollo de
nuevas terapias microbioldgicas y farmacologicas para el tratamiento de las periodontitis. En el area
microbiologica se identificaron las enzimas que permiten sintetizar y secretar el O-polisacéarido de A.

actinomycetemcomitans y su deplecion genera clones no virulentos, carentes de LPS y por tanto,
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carentes de todos los factores de virulencia asociados al serotipo (Li et al., 2006; Tang and Mintz,
2010) y, en modelos de biopelicula, se ha logrado reemplazar a las bacterias periodonto-patogenas por
microorganismos beneficiosos para el hospedero con el objetivo de evitar que se induzca una
respuesta inmune pro-inflamatoria u osteo-destructiva (Caglar et al., 2005). En el area farmacologica,
mediante inyeccion de P. gingivalis se inducen periodontitis experimentales y se tratan con farmacos,
tales como el 4cido trans-retinoico (ATRA), detectaindose un incremento en los linfocitos Treg y una
disminucién de Thl7, permitiendo la regulacion de la respuesta inmune por células del hospedero
(Wang et al., 2013). Asi, el desarrollo de modelos experimentales de periodontitis, inducidas por 4.
actinomycetemcomitans, permitirian evaluar el uso de probiodticos con el objetivo de modificar la
composicion de la biopelicula, el uso de farmacos con el objetivo de modificar la expresion de genes
en una cepa especifica o la respuesta inmune del hospedero o el uso de bacterias que compitan por el
mismo nicho o que, mediante el quorum sensing, sean capaces de depletar los genes de las enzimas

que sintetizan el O-polisacarido.

La variable inmunogenicidad detectada en este estudio entre los distintos serotipos de A.
actinomycetemcomitans y, recientemente, los distintos serotipos de P. gingivalis (Vernal et al., 2009;
Vernal et al., 2014a) podria implicar un re-analisis de las estrategias actuales de identificacion de
patdgenos periodontales y su asociacion a la etiologia y progresion de las periodontitis. Asi, en vez de
describir la biopelicula periodonto-patdégena en una lesion periodontal en funcion de las especies
bacterianas que la componen, debiera de identificarse el tipo de serotipo bacteriano infectante para
una especie bacteriana. Ademads, podrian proyectarse nuevos enfoques terapéuticos centrados en la
modulacion de la respuesta inmune del hospedero ante los serotipos bacterianos mas inmunogénicos y
complementar la eliminacion local de la biopelicula patogénica para asegurar una terapia periodontal

mas exitosa y estable en el tiempo.
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12. CONCLUSIONES

1. En linfocitos TCD4" naive activados con células dendriticas autdlogas estimuladas con los distintos
serotipos de A. actinomycetemcomitans, el serotipo b induce mayores niveles de secrecion de IL-1p,
IL-6, IL-12p40, IL-12p70, IL-17, IL-21, IL-23, IFN-y, TNF-a y TNF-B, citoquinas asociadas a un

patron de respuesta inmune tipo Th1 y Th17, en comparacion a los serotipos a y c.
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2. En linfocitos TCD4* naive activados con células dendriticas autdlogas estimuladas con LPS

purificado de los distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans, el LPS purificado del serotipo b
induce mayores niveles de secrecion de IL-18, IL-6, IL-12p40, IL-12p70, IL-17, IL-23, IFN-y, TNF-
a y TNF-B, citoquinas asociadas a un patron de respuesta inmune tipo Thl y Th17, en comparacioén

al LPS de los serotipos a 'y c.

3. En linfocitos TCD4" naive activados con células dendriticas autdlogas estimuladas con los distintos
serotipos de A. actinomycetemcomitans, el serotipo b induce mayores niveles de expresion y
secrecion de RANKL, factor que induce la diferenciacion y maduracion de osteoclastos responsables

de la reabsorcion 6sea, en comparacion a los serotipos a 'y c.

4. En linfocitos TCD4" naive activados con células dendriticas autdlogas estimuladas con los distintos
serotipos de A. actinomycetemcomitans, el serotipo b induce mayores niveles de expresion de los
factores master-switch T-bet y RORC2, determinantes de la diferenciacion selectiva de los fenotipos

linfocitarios Th1 y Th17, en comparacion a los serotipos a y c.

5. El serotipo b de A. actinomycetemcomitans induce predominantemente un patrén de respuesta
linfocitario tipo Thl y Thl7 y esta respuesta es de mayor intensidad a la inducida por los otros
serotipos bacterianos, por lo tanto, su deteccion en la biopelicula patogénica subgingival contribuiria

a explicar los eventos inmuno-inflamatorios y osteo-destructivos que caracterizan las periodontitis.
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14. ANEXOS

14.1 Consentimiento Informado
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del provecto:

Impacto de la variabilidad bacteriana patégena periodontal en la respuesta inmune en humanos.

Asociacion de serotipos bacterianos especificos con la salud o enfermedad periodontal.

Obijetivo de la investigacion:

El proposito del presente estudio es entender la respuesta defensiva que se desarrolla en las
personas durante la infeccion de la encia y los dientes (gingivitis y periodontitis). En particular,
analizar ciertas moléculas llamadas citoquinas que se producen en las células defensivas cuando
se estimulan con 2 bacterias que causan la enfermedad: Aggregatibacter actinomycetemcontitans

y Pophyromonas gingivalis.

Personas estudiadas:

Se seleccionardn 30 pacientes enfermos de periodontitis. agresiva, 30 pacientes enfermos
de periodontitis cronica y 30 personas con las encias sanas. Todas las personas seran mayores de
30 afios de edad y seran invitados a participar voluntariamente del estudio.

La persona invitada a participar del estudio tiene el derecho de rechazar la incorporacion,
retirar sus datos o abandonar el estudio en cualquier momento, sin que ello afecte, modifique o
implique suspensién de su tratamiento dental.

Las personas que participen en el estudio NO recibiran retribucién econémica o material.

Examen clinico v toma de la muestra:

A las personas que participen del estudio se les realizard un examen dental completo y. si

ingresan al estudio. se le tomara de una muestra de 10 mililitros de sangre venosa, que se obtendr3

mediante puncion en una vena del antebrazo utilizando los procedimientos estandar

jeringa).
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Procedimiento de laboratorio v destino de las muestras de sangre:

Las muestras de sangre se utilizardn para aislar células. las que en los experimentos se
estimularan con las bacterias en estudio para analizar las citoquinas que producen. Cualquier resto
sobrante de sangre sera destruido.

En las muestras de sangre NO se realizaran estudios genéticos.

Complicaciones que pueden suceder por la toma de las muestras de sangre:

El procedimiento de toma de muestra de sangre es inocuo y estandar. Aun asi, en algunos
casos puede ocurrir una leve molestia durante la puncion con la aguja, desvanecimiento o la
aparicion de un hematoma o moretén en la zona de puncion pasado algunos minutos. Todas estas
complicaciones no implicaran riesgo. dafio ni detrimento alguno en la salud o en la integridad

fisica y/o siquica de las personas participantes.

Duracion de la participacion de las personas en el estudio:

Despues de realizado el examen dental v tomada la muestra de sangre. si es necesario, al
paciente se le realizara el tratamiento dental indicado en un plazo no superior a 2 semanas de
realizado el diagndstico. Una vez tomada la muestra de sangre. el paciente terminara su

participacion en el estudio.

Beneficios por participar en el estudio:

[.os pacientes NO recibiran beneficios directos por participar en el estudio.

El estudio contribuird a ampliar el conocimiento sobre las defensas de las personas cuando
existen infecciones de las encias y los dientes (gingivitis v periodontitis). Esto implica beneficios
para el investigador v eventualmente para la odontologia clinica.

Aunque los resultados del estudio no implicaran un cambio en ¢l tratamiento dental que los.

resultados del analisis individual y de todo el estudio.
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Confidencialidad de los datos:

Todos los datos del paciente seran reservados y s6lo se registraran el la ficha clinica del

paciente, manteniendo la confidencialidad tal como lo establece la normativa vigente.

Responsable del Provecto de Investigacion:

El responsable del Proyecto de Investigacion es el Profesor Dr. Rolando Vernal Astudillo,
quien trabaja en el Departamento de Odontologia Conservadora, Facultad de Odontologia,
Universidad de Chile y que para tal efecto se domicilia en la calle Sergio Livingstone 943,
Independencia, Santiago.

Los pacientes pueden contactar al investigador cuando lo deseen para plantear cualquier

duda que deseen aclarar,

Institucion patrocinante:

La institucion patrocinante del Responsable del Proyecto de Investigacion es la Facultad de

Odontologia de la Universidad de Chile.

Comité Etico Cientifico:

Este proyecto ha sido aprobado por el Comité Etico Cientifico de la Facultad de Odontologia
de la Universidad de Chile. Este Comité es presidido por el Prof. Dr. Juan Cortés Arava, quien se
domicilia en la calle Sergio Livingstone 943, Independencia, Santiago.

Este Comité es independiente de los investigadores v no tiene conflictos de interés con la
industria farmacéutica, cosmética v/o alimentaria.

El paciente que acepte participar en el presente estudio puede solicitar una copia del

certificado de aprobacion del Proyecto emitido por el Comité.
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FORMULARIO
CONSENTIMIENTO INFORMADO

Declaracion del paciente:

He comprendido las explicaciones que se me han dado, en un lenguaje claro y sencillo, v el
investigador me ha permitido realizar todas las observaciones y preguntas necesarias.

resolviéndome todas las dudas que le he planteado.

He comprendido que en cualquier momento v sin necesidad de dar explicacion alguna

puedo revocar el consentimiento que presto ahora y abandonar la investigacion.

Acepto voluntariamente tomar parte en el estudio.

Identificacion del Paciente: Identificacion del Investigador Responsable:
Nombre: Nombre: Rolando Vernal Astudillo |
Rut: Rut: 11.635.874-3
Fono: Fono: +56-3-9781815

Firma Firma

Fecha de la firma del paciente:

Edicion del Formulario de Consentimiento Informado: Diciembre de 2010
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Revision Bibliografica
Virulencia y variabilidad de Porphyromonas gingivalis y

Aggregatibacter actinomycetemcomitans y su asociacion a
la periodontitis

Virulence and variability on Porphyromonas gingivalis and Aggregatibacter
actinomycetemcomitans and their association to periodontitis

Diaz Zuiiga J', Yafez Figueroa J', Melgar Rodriguez S, Alvarez Rivas C',
Rojas Lagos C', Vernal Astudillo R!

RESUMEN

Las periodontitis son un conjunto de patologias de naturaleza inflamatoria y etiologia infecciosa producidas por el biofilm patogénico subgingival.
Porphyromonas gingivalis y Aggregatibacter actinomycetemcomitans son bacterias periodonto-patégenas que pueden causar dafio directo a las
estructuras periodontales a través de los diversos factores de virulencia que expresan. Sobre la base de estos factores de virulencia, distintos geno-
tipos y serotipos bacterianos se han descrito, cada uno de ellos con una potencial variable patogenicidad. En esta revision bibliografica se describen
diferentes factores de virulencia de P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans y se discute la variable inmunogenicidad y patogenicidad de los distintos
genotipos y serotipos descritos para ellos. Tanto P. gingivalis como A. actinomycetemcomitans poseen diversos factores de virulencia asociados
al inicio, progresion y severidad de las periodontitis. En P. gingivalis, los factores de virulencia para los cuales se describen distintos genotipos y/o
serotipos son fimbria, LPS y capsula bacteriana, y en A. actinomycetemcomitans son leucotoxina A, Cdt y LPS. Cada uno de estos distintos genotipos
y serotipos induce una respuesta inmuno-inflamatoria diferente en el hospedero vy, por lo tanto, se podrian asociar a una variable patogenicidad y
podrian determinar las caracteristicas clinicas de la enfermedad.

Rev. Clin. Periodoncia Implantol. Rehabil. Oral Vol. 5(1); 40-45, 2012.

Palabras clave: Virulencia, genotipos, serotipos, Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

ABSTRACT

Periodontitis represents a heterogenic group of periodontal infections elicited by bacteria residing at the subgingival biofilm. Although this biofilm is
constituted by a broad variety of bacterial species, only a limited number has been associated with the periodontitis aetiology, among them Porphy-
romonas gingivalis and Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Both P. gingivalis and A. actinomycetemcomitans express a number of virulence
factors that contribute to direct tissue damage and, based on them, distinct genotypes and serotypes have been described, each one with a potential
variable pathogenicity. This review aimed to analyze the different virulence factors described for P. gingivalis and A. actinomycetemcomitans and to
discuss the variable immunogenicity and pathogenicity of their serotypes and genotypes. P. gingivalis and A. actinomycetemcomitans express different
virulence factors and they determine the initiation, progression, and severity of periodontitis. In P. gingivalis, distinct serotypes and/or genotypes are
described based on fimbriae, LPS, and capsule. Additionally, in A. actinomycetemcomitans distinct serotypes and/or genotypes are described based on
leucotoxin A, Cdt, and LPS. These distinct serotypes and genotypes induce a differential immunoinflammatory response and, thus, could be associated
with variations in pathogenicity and reflected in clinic characteristics of the disease.

Rev. Clin. Periodoncia Implantol. Rehabil. Oral Vol. 5(1); 40-5, 2012.

Key words: Virulence, genotypes, serotypes, Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

INTRODUCCION actual ha asociado a P. gingivalis con la destruccion activa del aparato de
soporte periodontal® y con el inicio y severidad de ciertas enfermedades
y condiciones sistémicas, tales como trastornos cardiovasculares y parto

prematuro con bajo peso del neonato™9.

Las periodontitis son un conjunto de patologias de naturaleza
inflamatoria y etiologia infecciosa producidas por el biofilm subgingival que

coloniza el surco gingivodentario". Se caracterizan por la destruccion del
soporte periodontal, que estd conformado por el ligamento periodontal,
el cemento radicular y el hueso alveolar, y eventualmente provocan la
pérdida de los dientes(. En términos generales, son una de las patologias
de mayor prevalencia en seres humanos y, ademas del dafo local que
inducen, son un factor modificante de la salud general del individuo®.

Las bacterias periodontopatégenas son los agentes
etiolégicos de las periodontitis®, entre ellas, Porphyromonas gingivalis
y Aggregatibacter actinomycetemcomitans han sido ampliamente
asociadas al inicio, progresion y severidad de las enfermedades
periodontales®#9. Sin embargo, aunque estas bacterias pueden
causar dafio directo a los tejidos periodontales, es la respuesta inmune
del hospedero inducida ante los periodontopatégenos el principal
determinante del caracter destructivo de la enfermedad®“®.

P. gingivalis es una bacteria patégena de alta prevalencia
tanto en periodontitis cronica como agresiva®’®. La evidencia cientifica

En tanto, A. actinomycetemcomitans ha sido ampliamente
asociada a periodontitis agresiva y se ha relacionado con el desarrollo
de trastornos cardiovasculares, tal como la ateroesclerosis('®.

Distintos serotipos se han descrito en bacterias que tienen
la capacidad de inducir enfermedades infecciosas. En efecto, para
Toxoplasma gondii y Escherichia coli se han descrito distintos serotipos,
algunos de ellos asociados a enfermedad y otros a salud?'3). De igual
forma, para P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans se han propuesto
distintos serotipos caracterizados por una virulencia diferente(™.

El objetivo de esta revision bibliografica es analizar los
principales factores de virulencia que expresan P. gingivalis y A.
actinomycetemcomitans y como los distintos genotipos y/o serotipos
descritos para ellos se podrian asociar con una inmunogenicidad y
patogenicidad diferente durante las periodontitis.

1. Laboratorio de Biologia Periodontal. Facultad de Odontologia, Universidad de Chile. Chile.

Correspondencia autor: Jaime Diaz Z. zaidemiaj@gmail.com. Trabajo recibido el 03/11/2011. Aprobado para su publicacién el 04/03/2012.
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Trabajo de Investigacion

Variabilidad de la sintesis de citoquinas por células
dendriticas humanas estimuladas con los distintos serotipos
de Aggregatibacter actinomycetecomitans

Variability in the cytokine synthesis by human dendritic
cells in response to different Aggregatibacter
actinomycetemcomitans serotypes

Diaz-Zufiga J', Melgar-Rodriguez S' y Yafiez JP', Alvarez C', Rojas C', Benitez A', Ciuchi P!, Monasterio G', Vernal R

RESUMEN

Objetivo: Sobre la base de la antigenicidad del polisacarido O del LPS, en A. actinomycetemcomitans se describen distintos serotipos bacterianos y
entre ellos se ha especulado una patogenicidad e inmunogenicidad diferente. El objetivo de este trabajo es analizar las diferencias en la sintesis de
citoquinas producidas por células dendriticas cuando son estimuladas con los distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans. Metodologia: Células
dendriticas diferenciadas a partir de monocitos circulantes periféricos humanos fueron estimuladas a MOIs=10-'-102 con los serotipos a, b y ¢ de
A. Actinomycetemcomitans. Mediante PCR y ELISA se evaluaron los niveles de expresion y secrecion de citoquinas. Resultados: En las células
dendriticas, la produccién de citoquinas fue diferente ante los distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans, con mayores niveles de secrecion
de IL-1B, IL-6, IL-12, IL-23, IFN-y y TNF-a cuando el microorganismo estimulante fue la cepa ATCC® 43718™ (serotipo b). Conclusion: El serotipo b
de A. actinomycetemcomitans posee un mayor potencial inmuno-estimulador de células dendriticas comparado con los otros serotipos bacterianos y
potencialmente contribuiria a inducir un patrén de respuesta inmune tipo Th1 y/o Th17 durante las periodontitis.
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ABSTRACT

Objective: A. actinomycetemcomitans expresses a number of virulence factors that contribute to direct tissue damage and, based on the antigenicity of
LPS O-polysaccharide, distinct serotypes have been described. The aim of this study was to determine the pattern of cytokine expression and secretion
on dendritic cells stimulated with A. actinomycetemcomitans serotypes a, b and c. Methods: Using different multiplicity of infections of the serotypes
a, b, and ¢ of A. actinomycetemcomitans, the mRNA expression and secretion levels for cytokines IL-18, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-23, TNF-a, and
IFN-y were determined in stimulated dendritic cells using PCR and ELISA. Results: A dose-dependent increase in the secretion levels for IL-1p, IL-5,
IL-6, IL-10, IL-12, IL-23, TNF-a, and IFN-y was elicited on dendritic cells following stimulation with each of the serotypes of A. actinomycetemcomitans.
In addition, A. actinomycetemcomitans serotype b (ATCC® 43718 ™) induced higher levels of IL-1B, IL-6, IL-12, IL-23, IFN-y y TNF-a compared with
the other strains. Conclusion: These data demonstrate that the distinct A. actinomycetemcomitans LPS O-polysaccharide serotypes induce both
quantitative and qualitative differences in the dendritic cell response. Furthermore, the observed dendritic cell response to A. actinomycetemcomitans
b serotype was characteristic of a Th1 and Th17 pattern of cytokine expression.
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INTRODUCCION

Las periodontitis son un conjunto de enfermedades de
naturaleza inflamatoria y etiologia infecciosa, cuya causa principal son
las bacterias que residen en el biofilm patogénico subgingival-?. Aunque
las bacterias pueden causar dafiar a los tejidos, es la respuesta inmune
del hospedero la principal causa de la destruccion del aparato de soporte
periodontal®4. Estas interacciones (bacteria-hospedero) inducen la
sintesis de citoquinas y quimioquinas, las que pueden determinar la
destruccion del tejido conectivo y dseo caracteristico de las periodontitis
y, eventualmente, pueden llevar a la pérdida de los dientes®8),

En las periodontitis, las células dendriticas reconocen las
bacterias patégenas del biofilm subgingival, las fagocitan y destruyen,
y luego procesan y conjugan sus antigenos a moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC) para presentarlos a los linfocitos
TCD4* y asi, iniciar la respuesta inmune adaptativa®'?. Las células

dendriticas maduras secretan interleuquina (IL)-1B, IL-5, IL-6, IL-10,
IL-12, IL-23, interferon (IFN)-y, factor de necrosis tumoral (TNF)-a y
TNF-B™), las que durante la presentacion antigénica cumplen un rol
fundamental en la activacion y diferenciacion de los linfocitos TCD4*
a alguno de los fenotipos efectores: T-helper (Th)-1, Th2, Th17 o T
reguladores (Treg) inducidos'®. Los linfocitos cumplen un rol central en
la inmunidad durante la infeccién periodontal y sus distintos fenotipos
efectores determinan las caracteristicas clinicas de la enfermedad('2516),
El biofilm patogénico subgingival, constituido principalmente
por bacterias anaerobias Gram-negativo, es el factor etiolégico
responsable del inicio y progresion de las periodontitis?'-19). Las
bacterias periodonto-patdgenas que componen este biofilm pueden
causar dafio directo a los tejidos periodontales; sin embargo, es la
respuesta inmuno-inflamatoria inducida en el hospedero ante ellas la
principal responsable de la destruccion de los tejidos de soporte de los
dientes: ligamento periodontal, cemento radicular y hueso alveolar®.
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Serotype-dependent response of
human dendritic cells stimulated
with Aggregatibacter
actinomycetemcomitans

Diaz-Zuniga J, Ydnez JP, Alvarez C, Melgar-Rodriguez S, Herndndez M, Sanz M,
Vernal R. Serotype-dependent response of human dendritic cells stimulated with
Aggregatibacter actinomycetemcomitans. J Clin Periodontol 2014, 41: 242-251.
doi: 10.1111]jcpe.12205.

Abstract

Aim: Different serotypes of Aggregatibacter actinomycetemcomitans have been
described based on the lipopolysaccharide (LPS)-O-polysaccharide antigenicity. In
turn, a distinct effect of A. actinomycetemcomitans serotypes has been described
on cell proliferation and pro-inflammatory cytokine production in different
human cells. This study was aimed to investigate the differential dendritic cell
(DC) response when stimulated with different bacterial strains belonging to the
most prevalent serotypes of A. actinomycetemcomitans (a—c).

Materials and Methods: Dendritic cells were obtained from healthy subjects and
stimulated with increasing multiplicity of infection (MOI = 10~'—10%) of 4. actino-
mycetemcomitans, serotypes a—c, or their lipopolysaccharide (10-50 ng/ml). The levels
for interferon (IFN)-y, tumour necrosis factor (TNF)-a, interleukin (IL)-1, IL-5,
IL-6, IL-10, IL-12 and IL-23 were quantified by real-time RT-PCR and ELISA.
Results: Variable DC responses were detected when stimulated with the different
strains of A. actinomycetemcomitans. DCs stimulated with A. actinomycetemcomi-
tans strains belonging to the serotype b or their purified LPS expressed higher
levels of IL-1p, 1L-6, IL-12, IL-23, IFN-y and TNF-o than DCs stimulated with
the other serotypes.

Conclusions: Aggregatibacter actinomycetemcomitans strains belonging to the
serotype b demonstrated a higher capacity to trigger Thl and Thl7-type cytokine
production on DCs. These increased potential is likely explained by a higher
immunogenicity of their LPS.
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Activation of RANKL-induced
osteoclasts and memory T
lymphocytes by Porphyromonas
gingivalis is serotype dependant

Vernal R, Diaz-Ziniga 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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Abstract
Obijective:

Aggregatibacter actinomycetemcomitans is a gram-negative and capnophilic bacterium associated with onset,
progression and severity of periodontitis. Based on the antigenicity of its lipopolysaccharide (LPS) O-
polysaccharide, distinct serotypes have been described. In humans, serotypes a, b and c are the most frequently
detected and, during periodontitis, the serotype b is the most frequently detected in active periodontal lesions.
This study aimed to analyze if the serotype b of A. actinomycetemcomitansinduce a Thl and Th17-related
immune response, which associate with inflammation and alveolar bone resorption during periodontitis

Method:

In human CD4* T lymphocytes activated with dendritic cells stimulated with 10, 20 or 50 ng/mL of LPS purified
from A. actinomycetemcomitans a-c serotypes, the expression and secretion levels for the cytokines IL-1B, IL-5,
IL-6, IL-10, IL-12, IL-17, IL-21, IL-23, IFN-y, TNF-a, TNF- and TGF-1 and the expression levels for the
transcription factors T-bet, GATA3, RORC2 and Foxp3were quantified by real-time RT-PCR and ELISA.

Result:

A dose-dependent cytokine secretion and transcription factor expression was detected on CD4*T lymphocytes
activated with dendritic cells stimulated with LPS purified from the different A. actinomycetemcomitans
serotypes. LPS purified from serotype b induced higher expression and secretion levels of Th1/Th17-associated
transcription factors and cytokines compared with LPS purified from the other serotypes.

Conclusion:

These results demonstrate a different potential of LPS purified from the different A. actinomycetemcomitans
serotypes to induce Th1/Th17 differentiation and function. In particular, they demonstrate a higher capacity of
serotype b LPS to trigger a Thl and Th17 immune response.
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