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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-'-10-2 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 c 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-18, 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 dafar 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®?®.

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 infeccion periodontal y sus distintos fenotipos
efectores determinan las caracteristicas clinicas de la enfermedad('21519),
El biofilm patogénico subgingival, constituido principalmente
por bacterias anaerobias Gram-negativo, es el factor etioldgico
responsable del inicio y progresion de las periodontitis@®'-'9). Las
bacterias periodonto-patdégenas que componen este biofilm pueden
causar dafo directo a los tejidos periodontales; sin embargo, es la
respuesta inmuno-inflamatoria inducida en el hospedero ante ellas la
principal responsable de la destruccién de los tejidos de soporte de los
dientes: ligamento periodontal, cemento radicular y hueso alveolar®.
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Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis 'y
Aggregatibacter actinomycetemcomitans son bacterias patégenas que
han sido ampliamente asociadas a la etiologia de las periodontitis.
Choi y cols. observaron una modulacion de la respuesta inmune inducida
por P. gingivalis ante la exposicion previa del hospedero a F. nucleatum,
simulando la infecciéon bacteriana secuencial observada durante la
periodontitis, evidenciando un cambio a una respuesta Th2 en vez de la
respuesta inmune Th1 original®’. Ademas, Kopitar y cols. demostraron
que el tipo de respuesta Th inducido depende del tipo de bacteria que
estimula las células dendriticas, al diferenciarse un fenotipo linfocitario
Th distinto ante extractos antigénicos preparados de Bacteroides
fragilis, Streptococcus mitis y Propionibacterium acnes, en particular una
respuesta tipo Th1, Th2 y Treg, respectivamente®. Estos datos sugieren
que la respuesta inmune inducida depende del tipo de bacteria con la
cual las células dendriticas son estimuladas.

Recientemente se ha demostrado que las distintas cepas
bacterianas de una misma especie de microorganismo también se
podrian asociar a la induccién de una variable respuesta inmune. En
efecto, aunque la cepa P. gingivalis 381, caracterizada por la presencia
de fimbria, mostré un efecto inductor potente de la secrecion de IL-12?%,
al estimular las células dendriticas con la cepa P. gingivalis O55:B5 se
detectdé una débil respuesta inmuno-estimuladora de la secrecion de
IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 y RANTES®*. Confirmando estos datos, Jotwani
y Cutler demostraron que la cepa P. gingivalis 381 con fimbria es mas
eficaz que la cepa mutante P. gingivalis DPG3 carente de fimbria en
invadir y penetrar células dendriticas, inducir la expresiéon de HLA-DR,
CD83, CD80 y CD86 y la secrecion de IL-6, IL-10, IL-12 y TNF-a en
células dendriticas, y estimular la proliferacion y secrecion de IFN-y en
linfocitos T®.

Sobre la base de la antigenicidad de la capsula extracelular
de P. gingivalis, se han descrito 6 serotipos capsulares (K) diferentes:
K1-K6529). Al analizar la respuesta de las células dendriticas humanas
ante estos distintos serotipos K de P. gingivalis se demostré que existen
diferencias cuantitativas en la sintesis de citoquinas; en particular, los
serotipos K1 y K2 mostraron un mayor potencial inmuno-estimulador
comparado con los otros serotipos bacterianos®). La variable
inmunogenicidad de los distintos serotipos K de P. gingivalis también ha
sido demostrada en linfocitos TCD4*, en los que indujeron una respuesta
Th distinta. En efecto, un fenotipo tanto Th1 como Th17 se indujo en
presencia de los serotipos K1y 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 capsula extracelular®’2),

Sobre labase de laantigenicidad del polisacarido-O componente
del lipopolisacarido (LPS) bacteriano, en A. actinomycetemcomitans se
han identificado seis serotipos diferentes: a-f*3", Los serotipos de A.
actinomycetemcomitans mas frecuentemente detectados en la cavidad
oral en humanos son a, b y c, siendo el serotipo b el detectado con
mayor frecuencia en pacientes afectados de periodontitis agresiva®?.
En este contexto, la mayor frecuencia de deteccion del serotipo b de
A. actinomycetemcomitans en pacientes con periodontitis agresiva
sugiere un mayor potencial patogénico y este podria asociarse a una
mayor inmunogenicidad y virulencia®). En efecto, el serotipo b evade
mas eficazmente la fagocitosis por macrofagos®, inhibe con mayor
intensidad la proliferacion de macrofagos y neutrofilos®®, produce
mayores niveles de microvesiculas citotéxicas® e induce un incremento
en la secrecion de IgG, IgM e IgA por linfocitos B activados®. En efecto,
el LPS es importante en A. actinomycetemcomitans dado que induce
varibailidad en la respuesta inmune desplegada por el hospedero,
a diferencia de los demas factores de virulencia (leucotoxina, toxina
distensora citoletal, entre otros). Los distintos serotipos bacterianos
podrian asociarse a un distinto potencial virulento, a una variable
patogenicidad y a una asociacion diferente en los estados de salud y
enfermedad periodontal®). Sin embargo, el rol de los distintos serotipos
de A. actinomycetemcomitans aun no se ha definido en las células
dendriticas.

La activacion de la respuesta inmune involucra una serie de
acontecimientos celulares y moleculares altamente coordinados cuyo rol
fundamental es la defensa frente a la infeccion®® y las células dendriticas
son determinantes esenciales del tipo de respuesta inmune desarrollada
ante el biofilm“3). En este estudio, se analizaron las diferencias en la
sintesis de citoquinas producidas por células dendriticas humanas al
ser estimuladas con los serotipos mas frecuentemente detectados de A.
actinomycetemcomitans: a, by c.

Diaz-Zufiga J y cols.

MATERIALES Y METODOS

Cultivo y Recuento de Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Las cepas de A. actinomycetemcomitans ATCC® 43717™
(serotipo a), ATCC® 43718™ (serotipo b) y ATCC® 43719™ (serotipo c)
se sembraron en medio de cultivo agar infusién cerebro-corazén (Oxoid
Ltd., Hampshire, England) y fueron incubadas a 37°C en condiciones
de capnofilia (O, 8% y CO, 12%) usando generadores CampyGen™
(Oxoid Ltd.).

Para obtener numero similar de microorganismos de los
distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans para la estimulacion
celular, cada una de las cepas bacterianas se inoculé en 5 mL de caldo
de cultivo infusion cerebro-corazén (Oxoid Ltd.) hasta alcanzar un nivel
McFarland de 5 (bioMérieux® SA, Marcy I'Etoile, France). Diluciones
seriadas log,, de -1 a -9 fueron realizadas con amortiguador fosfato
salino (PBS) estéril y 100 pL de cada dilucién fueron utilizados para la
estimulacion celular. EI numero de microorganismos de cada punto de
estimulacion celular fue establecido sembrando 100 uL de las diluciones
-4, -5 y -6 en medio de cultivo agar infusion cerebro-corazén incubadas
en condiciones de capnofilia. Luego de 2 dias, el nimero de UFC/
mL de cada serotipo bacteriano fue establecido mediante recuento
manual utilizando una lupa estereoscépica (STEMI 2000-C, Carl Zeiss
Microscopy GMBH, Germany).

Seleccion de los Sujetos

Muestras de sangre periférica se obtuvieron de 8 sujetos
donantes sanos (sin periodontitis u otra enfermedad) voluntarios del
banco de sangre del Hospital Dr. Luis Calvo Mackenna. A partir de las
leuco-reducciones obtenidas durante el proceso de plaquetoféresis se
purificaron los monocitos y linfocitos TCD4* circulantes periféricos tal
como se describe en detalle mas adelante. El protocolo de investigacion
se explicd 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.

Purificaciéon de Monocitos

A partir de las muestras de sangre obtenidas, se aislaron
las células mononucleares (PBMCs) usando una gradiente de Ficoll®
de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Ficoll-Paque Plus, GE
Healthcare, Uppsala, Sweden). Los monocitos se purificaron desde las
PBMCs mediante separacion inmuno-magnética (MACS; Miltenyi Biotec,
Bergich Gladbach, Germany). Brevemente, las PBMCs se lavaron 4
veces en PBS EDTA 0,5 mM y luego se incubaron con un anticuerpo
monoclonal (mAc) de ratén anti-CD14 humano conjugado con particulas
inmuno-magnéticas durante 15 min a 4°C. Posteriormente, las células
se lavaron y se resuspendieron en 500 pL de PBS frio y los monocitos
se purificaron usando columnas de separacion MS montadas en un
campo electro-magnético. La fraccién de células CD14* separadas
corresponden a los monocitos, los cuales se contabilizaron usando una
camara de Neubauer y su fenotipo se confirmé usando anticuerpos
especificos mediante citometria de flujo.

Diferenciacion y Estimulacién de las Células Dendriticas

Los monocitos purificados se sometieron inmediatamente a
un protocolo estandarizado de diferenciacién a células dendriticas. Los
monocitos CD14* se cultivaron a una concentracién de 1x10° células/mL
en 3 mL 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 los factores estimulantes de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-
CSF) e IL-4 (R&D, Minneapolis, MN USA), durante 6 dias. Las células
dendriticas diferenciadas se estimularon con los distintos serotipos de A.
actinomycetemcomitans a una multiplicidad infectante incremental (MOI)
de 10'-102 (razén bacterias/células dendriticas) durante 2 dias. Como
control positivo, células dendriticas se estimularon con 10 ng/mL del LPS
de Escherichia coli cepa 0111:B4 (Fluka, Sigma-Aldrich Chemie, Buchs,
Switzerland). Células dendriticas no estimuladas se utilizaron como
control negativo. La diferenciacién y activacion de las células dendriticas
se evalué con anticuerpos especificos mediante citometria de flujo.
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Analisis de Fenotipo Celular

La purificacion de los monocitos, su diferenciacion a células
dendriticas y su posterior activacion en presencia de los distintos
serotipos de A. actinomycetemcomitans se cuantific6 mediante citometria
de flujo usando los siguientes mAc de ratéon anti-humano conjugados
con fluorocromos PE, FITC o PE/Cy5: anti-CD14 (monocitos), CD1a
(células dendriticas inmaduras), y CD83 (células dendriticas maduras)
(BD Biosciences Pharmigen, San José, CA, USA) y utilizando un equipo
FACScan de citometria (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA).

Expresién de las Moléculas Co-estimuladoras CD80 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 las moléculas co-estimuladoras
de la presentacion antigénica CD80 y CD86 se evalué mediante
citometria de flujo usando mAc de ratén anti-humano conjugados con
fluorocromos PE y FITC, respectivamente (BD Biosciences Pharmigen).

Niveles de Expresion de mRNA de Citoquinas Analizada Mediante RT-PCR

Luego de la estimulacién celular, se procedié a la separacion
de las células dendriticas y el sobrenadante del cultivo celular mediante
centrifugacion a 5.000 xg durante 10 min.

Las células dendriticas se lavaron dos veces en PBS y se
lisaron en 400 pL de solucion de lisis Igepal® CA-630 0.5% (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO, USA), 50 mM Tris-HCI pH 8, 100 mM NaCl,
5 mM MgCl, y 10 mM de vanadyl-ribonucleosido (Gibco Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). Luego de una centrifugaciéon a 14.000 xg durante
10 seg, el sobrenadante fue digerido con 25 ug/mL de proteinasa K
(Roche Ltd, Basel, Switzerland), sulfato de sodio dodecil 1% y 15 mM
de EDTA (Fluka Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) durante 30 min a
37°C. EI RNA citoplasmatico total fue extraido con 400 uL de solucién
fenol:cloroformo:isoamylalcohol 25:24:1 (Fluka Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA), precipitado a -20°C con 0,3 M de acetato de sodio, 1 mL de
etanol 100% y 20 pg/pL de glicégeno (Roche Ltd, Basel, Switzerland),
recuperado por centrifugacion a 14.000 xg durante 30 min y resuspendido
en 30 pL de agua libre de RNAsas. El RNA obtenido se evalué utilizando
un bioanalizador (Agilent 2100B; Agilent Technologies, Palo Alto, CA,
USA) y se cuantificd usando un espectrofotémetro (Bio-Tek, Winooski,
VT, USA), para almacenarlo a -80°C a una concentracién final de 1 pg/
pL. A partir de 2 pg de RNA se procedio a la sintesis de la primera cadena
de cDNA mediante transcripcion reversa, utilizando el kit SuperScript®
Il First-Strand Synthesis SuperMix de acuerdo a las instrucciones del
fabricante (Invitrogen, Grand Island, NY, USA).

La expresion de los mRNA de las citoquinas IL-1B, IL-5, IL-
6, IL-10, IL-12, IL-23, IFN-y y TNF-a se analiz6 a partir de 50 ng/uL de
cDNA mediante RT-PCR, utilizando partidores especificos (Tabla 1) y un
kit GoTaq Green Master® (Promega Corp, Madison, WI, USA), siguiendo
el siguiente protocolo de amplificacion: 95°C durante 3 minutos, 40
ciclos de 95°C durante 30 segundos y 76°C durante 30 segundos y una
incubacion final a 74°C durante 5 minutos. La amplificacion se evalud
mediante electroforesis en gel agarosa 2% revelado con GelRed™
(Biotium, CA, USA). Como control de amplificaciéon se analizaron los
niveles de expresion de la subunidad de RNA ribosomal 18S.

Secrecion de Citoquinas Analizada Mediante ELISA

A partir de 100 6 200 pL del sobrenadante de cultivo celular
se cuantifico la secrecion de las citoquinas IL-1B, IL-5, IL-6, IL-10, IL-
12, IL-23, IFN-y y TNF-a mediante ELISA siguiendo las instrucciones del
fabricante (R&D, Minneapolis, USA) y evaluando la absorbancia a 460
nmy 560 nm usando un espectrofotémetro de placas (Bio-Tek, Winooski,
VT, USA).

Analisis Estadistico

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 estandar de células positivas. Los niveles de citoquinas
evaluados mediante ELISA se expresaron como concentracion promedio
+ desviacion estandar. Los datos se analizaron estadisticamente usando

el software SPSS v.15.0 (Lead Technologies Inc., Charlotte, NC, USA).
La normalidad de la distribucion de los datos se determind usando
la prueba de Shapiro-Wilk. Las diferencias en la expresion de los
marcadores de superficie CD80, CD83 y CD86 se analizaron mediante
la prueba x? y los niveles de las citoquinas se analizaron utilizando la
pruebas ANOVA'y de Tukey o las pruebas de Kruskal-Wallis y de Dunn.
Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando
p-value<0.05.

Tabla 1. Partidores utilizados para la amplificaciéon de los mRNA de las citoquinas
mediante RT-PCR. La expresién de la subunidad 18S del RNA ribosomal (18S
rRNA) se utilizé como control de amplificacion.

Citoquinas Partidor Forward Partidor Reverse
IL-1B ctgtcctgegtgttgaaaga ttgggtaatttttgggatctaca
IL-5 ctetgaggattcctgttectgt cagtacccccttgcacagtt
IL-6 geccagcetatgaactecttct gaaggcagcaggcaacac
IL-10 tgggggagaacctgaagac cettgetettgttttcacagg
IL-12 cactcccaaaacctgctgag tetettcagaagtgcaagggta
IL-23 agcttcatgcctecctactg ctgctgagtctcecagtgat
IFN-y ggcattttgaagaattggaaag tttggatgctctggteatett
TNF-a cagcctcttctecttectgat gccagagggctgattagaga
18S rRNA ctcaacacgggaaacctcac cgctccaccaactaagaacg

RESULTADOS

A partir de las PBMCs aisladas de sangre periférica, se obtuvo
una poblacion de monocitos de alta pureza, demostrado por los elevados
niveles de expresion del marcador especifico CD14 (>97%) (Figura 1).
Un alto porcentaje de ellos (>98%) se diferencié 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 (Figura 1).

La Figura 2 muestra los niveles de activaciéon de las células
dendriticas ante los distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans. Tal
como se demuestra por la elevada expresion del marcador de células
dendriticas maduras CD83 y de las moléculas co-estimuladoras CD80
y CD86, los niveles de activacion de las células dendriticas fueron
altos (>95%), sin detectarse diferencias entre los distintos serotipos
de A. actinomycetemcomitans (CD83 p=0.938, CD80 p=0.532 y CD86
p=0.933).

La expresion de los mRNA de las citoquinas IL-1B, IL-5, IL-
6, IL-10, IL-12, IL-23, IFN-y y TNF-a en células dendriticas estimuladas
con los distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans (MOI=102) se
muestran en la Figura 3. La expresion de citoquinas fue caracteristica de
un patrén de respuesta tipo Th1y Th17 y fue concordante con los niveles
secretados a nivel de proteinas. En efecto, elevados niveles de IL-1(3,
IL-6, IL-12, IL-23, IFN-y y TNF-a fueron detectados, con un efecto dosis-
respuesta dependiente de la MOI de microorganismos estimulantes
(Figura 4). Los niveles de secrecion de IL-5 e IL-10 fueron marginales,
no observandose produccion dependiente de la dosis.

Mayores niveles de IL-18, IL-12, IL-23, IFN-y y TNF-a fueron
secretados por las células dendriticas estimuladas con el serotipo b de A.
actinomycetemcomitans en comparacion a los otros serotipos bacterianos
(Figura 4). Estas diferencias fueron detectadas a MOI=102 para las
citoquinas tipo Th1 IL-1B (p=0.048), IL-12 (p=0.042), IFN-y (p<0.0001)
y TNF-a (p<0.001) y para la citoquina tipo Th17 IL-23 (p=0.015), y a
MOI=10" para las citoquinas tipo Th1 IFN-y (p=0.003) y TNF-a (p=0.002)
y la citoquina tipo Th17 IL-23 (p<0.001). Para las citoquinas tipo Th2
IL-5 y tipo Treg IL-10 no se detectaron diferencias entre los distintos
serotipos de A. actinomycetemcomitans. Ademas, no se observaron
diferencias de secrecion de ninguna citoquina entre los serotipos ay c de
A. actinomycetemcomitans.
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Figura 1. Purificaciéon de monocitos y diferenciacion de células dendriticas.
Andlisis mediante citometria de flujo de los niveles de purificacion de monocitos
(células CD14") a partir de las PBMCs y de su diferenciacion a células dendriticas
(células CD1a*) en presencia de GM-CSF e IL-4. Los histogramas mostrados
son un experimento representativo y los valores de cada histograma representan
el porcentaje (%) promedio * desviaciéon estandar de células positivas de 4
experimentos independientes.
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Figura 2. Activacion de las células dendriticas ante los serotipos a, b y ¢ de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Analisis mediante citometria de flujo de
los niveles de expresion de CD83 (marcador de células dendriticas maduras), CD80
y CD86 (moléculas co-estimuladoras de la presentacion antigénica) que evidencian
la activacion de las células dendriticas luego de la estimulaciéon durante 48 horas
con las cepas ATCC® 43717™ (serotipo a), ATCC® 43718™ (serotipo b) y ATCC®
43719™ (serotipo c¢) de A. actinomycetemcomitans (MOI=10?). Los histogramas
mostrados son un experimento representativo y los valores de cada histograma
representan el porcentaje (%) promedio + desviacion estandar de células positivas
de 4 experimentos independientes.
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Figura 3. Expresioén de citoquinas en células dendriticas estimuladas con los serotipos
a, b y c de Aggregatibacter actinomycetemcomitans. La expresion de los mRNA de
las citoquinas IL-1B, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-23, IFN-y y TNF-a fue determinada
mediante RT-PCR en células dendriticas estimuladas durante 48 horas con las cepas
ATCC®43717™ (serotipo a), ATCC® 43718™ (serotipo b) y ATCC® 43719™ (serotipo
c) de A. actinomycetemcomitans (MOI=102). Como control positivo, la expresion de
los mRNA de las citoquinas fue determinada en linfocitos T Jurkat E61.2 estimulados
con los anticuerpos monoclonales anti-CD3 y CD28 (J*). Como control de técnica, se
analizaron los niveles de expresion de la subunidad rRNA 18S (18S). IFN: interferén,
IL: interleuquina, MOI: multiplicidad infectante incremental (del inglés: multiplicity of
infection) TNF: factor de necrosis tumoral.
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Figura 4. Secrecion de citoquinas en células dendriticas estimuladas con los serotipos a,
by ¢ de Aggregatibacter actinomycetemcomitans. La secrecion de las citoquinas IL-1(,
IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-23, IFN-y y TNF-a fue cuantificada mediante ELISA en células
dendriticas estimuladas durante 48 horas con las cepas ATCC® 43717™ (serotipo a),
ATCC®43718™ (serotipo b) y ATCC® 43719™ (serotipo c) de A. actinomycetemcomitans
(MOIs=10"y 102). Como control positivo, los niveles de secrecién de citoquinas fueron
cuantificados en células dendriticas estimuladas durante 48 horas con 10 ng/mL del
LPS de Escherichia coli cepa 0111:B4 (LPS). La secrecién de citoquinas se expresa
como niveles promedio + desviacion estandar de 8 experimentos independientes.
IFN: interferon, IL: interleuquina, LPS: lipopolisacarido, MOI: multiplicidad infectante
incremental (del inglés: multiplicity of infection), TNF: factor de necrosis tumoral. *p<0.05.
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DISCUSION

En el presente estudio, se evalud la respuesta de células
dendriticas expuestas a distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans
analizando los niveles de expresién y secrecion de citoquinas mediante
PCR y ELISA, respectivamente. Los resultados obtenidos nos permiten
establecer que el serotipo b de A. actinomycetemcomitans (cepa ATCC®
43718™) induce mayores niveles de IL-1B, IL-6, IL-12, IL-23, IFN-y y
TNF-q, citoquinas del perfil Th1 y Th17, en comparacién a los serotipos
ayc.

IL-18 es una citoquina que media la inflamacién y es
conocida como un factor de activacion de osteoclastos?, mientras que
IL-6 participa en el proceso de diferenciacién de linfocitos B a células
plasmaticas, la diferenciacion selectiva de linfocitos Th17, la liberacién
de proteinas de fase aguda, la activacion de la cascada del complemento
y la inhibicién de la diferenciacién de linfocitos Treg Foxp3*“'42. Ademas,
IL-1B, IL-6 y TNF-a tienen particular importancia en la maduracién y
migracion de las células dendriticas, en la interaccion de ellas con los
Linfocitos TCD4* durante la presentacion antigénica y en la definicién del
estado clinico de la enfermedad“?).

En forma similar a IL-1B e IL-6, un incremento en los niveles de
IL-12 e IL-23 ha sido detectado en pacientes con periodontitis comparado
con individuos sanos*¥ y estos se han asociado a la actividad de las
células dendriticas®’#9. Ademas, en conjunto con IL-6 y TGF-B, son
capaces de inducir la diferenciacion selectiva de linfocitos Th17¢9).

Durante las periodontitis, IFN-y se ha detectado en elevados
niveles de lesiones periodontales progresivas y/o severas“” y estos
elevados niveles se han asociado a un incremento en la secrecion de
IL-1B, IL-6 y TNF-a y a la pérdida de insercién conectiva y reabsorcion
Osea alveolar-50),

La variabilidad en la secrecion de citoquinas y la respuesta
de los linfocitos TCD4* durante las periodontitis podria explicarse por
las diferencias de concentracidon y composiciéon de patégenos o sus
antigenos en los sitios periodontales infectados. En efecto, en el biofilm
subgingival es posible encontrar diferentes concentraciones de bacterias
periodonto-patdégenas que dependen, por ejemplo, de las condiciones
del micro-ambiente local®. Ademas, la concentracion y composicion del
biofilm subgingival no sélo varia entre un individuo sano y un paciente con
periodontitis, sino que también entre sitios sanos y lesiones periodontales
en el mismo individuo®), pudiendo relacionarse directamente con la
presencia de un serotipo o bacteria en particular. Asi, las variaciones
en la frecuencia de deteccidon de A. actinomycetemcomitans entre las
distintas formas de periodontitis, la deteccién en sujetos sanos y la
persistencia en el ambiente subgingival de sujetos sanos posterior al
tratamiento periodontal podrian deberse a una distribucion distinta de sus
serotipos dependiente del estado clinico periodontal del sujeto®? y esta
variable distribucién estaria asociada a la potencial distinta virulencia y
patogenicidad entre estos serotipos bacterianos.

Recientemente, sehaestablecidoque A. actinomycetemcomitans
posee una mayor capacidad inmunogénica en comparacion a P. gingivalis®”
y que entre los distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans existe
una variable asociacién a la enfermedad®®. En efecto, la mayor frecuencia
de deteccién del serotipo b de A. actinomycetemcomitans en pacientes

con periodontitis agresiva sugiere un mayor potencial patogénico del
microorganismo, asociado a una mayor inmunogenicidad®?,

En este estudio se evidenciaron los niveles de produccion
de citoquinas por las células dendriticas ante distintos serotipos de A.
actinomycetemcomitansy se proyecta su potencial rol en la definicién del
tipo de linfocito Th predominante en las lesiones periodontales luego de
la presentacion antigénica. Asi, sobre la base de los datos presentados,
podemos especular que el serotipo b de A. actinomycetemcomitans
eventualmente induciria una diferenciacion predominantemente de
linfocitos Th1 y/o Th17.

Esta especulacion es concordante con datos previos obtenidos
por nuestro grupo de investigacion. 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
IL-1B, IL-6, IL-12, IFN-y, TNF-a y TNF-B, en comparacion a los otros
serotipos®”, y promovieron un patron de respuesta tipo Th1 o Th17 en
Linfocitos TCD4* activados, con mayores niveles de secrecion de IL-
1B, IL-2, IL-6, IL-12, IL-17, IL-23, IFN-y, TNF-a y TNF-B, y expresiéon de
T-bet y RORC2, genes master-switch que determinan la diferenciacion
selectiva de linfocitos Th1y Th17, respectivamente.

En conclusion, el serotipo b de A. actinomycetemcomitans
induce una respuesta inmune en células dendriticas de mayor intensidad
en comparacion a la inducida ante los serotipos a y ¢, con un predominio
de un patrén de respuesta tipo Th1 y Th17 sobre la base de la
secrecion de citoquinas. Asi, el serotipo b de A. actinomycetemcomitans
potencialmente se asociaria a la induccién de una respuesta inmuno-
inflamatoria y osteo-destructiva durante las periodontitis y los serotipos
ay c podrian asociarse a una ausencia de progresion de la enfermedad,
a una remisiéon de la misma o a condiciones de salud periodontal. En
este contexto, la variable virulencia entre los distintos serotipos de A.
actinomycetemcomitans podria implicar un re-andlisis de las estrategias
actuales de identificacion de patdégenos periodontales y la determinacion
de su asociacion a las periodontitis, recomendandose una re-definicion
que involucre la variabilidad serotipica definida en relacién al factor de
virulencia mas importante del microorganismo estudiado, tal como es el
LPS de A. actinomycetemcomitans.
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