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Resumen

Presencia de RgpA, anticuerpos anti-RgpA y su asociaciéon con artritis reumatoide

Estudios clinicos y epidemioldgicos han corroborado la asociacion bidireccional entre la
artritis reumatoide (AR) y la periodontitis. Esta asociacién es atribuida a Porphyromonas
gingivalis, por la presencia de la enzima peptidil arginina deiminasa (PPAD) y con la
actividad de las Arg-gingipainas en la citrulinacién, vinculadas con el quiebre de la
tolerancia inmunoldgica en la AR. Se ha confirmado que los anticuerpos anti-P. gingivalis
acompanfan el desarrollo de la AR. Sin embargo, pocos estudios indagan la asociacion de
factores de virulencia especificos de esta bacteria con la AR. En este estudio hemos
producido la PPAD de manera recombinante y purificado la gingipaina RgpA nativa a partir
de vesiculas de membrana externa de P. gingivalis ATCC33277, la actividad enzimatica
se evalu6 con sustratos fluorogénicos. La presencia de las proteinas se confirmé por SDS-
PAGE y Western Blot y fueron usadas como antigenos en la deteccion de los anticuerpos
contra estos factores de virulencia mediante ELISA en 143 pacientes con AR y 112
individuos sin AR. Se encontraron diferencias significativas en los titulos de anti-RgpA
entre los dos grupos y se determin6 asociacién con el diagndéstico de AR (OR 4.09; IC 95%
1.2-13.9), mientras que los anti-PPAD no presentan diferencias. La interaccion anti-
RgpA/anti-PPAD se asoci6 con diagndsticos de AR (OR 6.63; IC 95% 1.61-27). Ademas,
se purificaron con éxito los dos factores de virulencia de P. gingivalis y se desarroll6 el
ELISA, permitiendo la deteccion de los anticuerpos frente a estas proteinas. Los
anticuerpos anti-RgpA y la doble positividad de los anticuerpos anti-RgpA/anti-PPAD
pueden ser marcadores diagndsticos de la AR.

Palabras clave: Porphyromonas gingivalis, Gingipainas, RgpA, PPAD, Artritis
Reumatoidea, Periodontitis.
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Abstract

Presence of RgpA, anti-RgpA antibodies and their association with rheumatoid

arthritis

Clinical and epidemiological studies have confirmed the bidirectional association between
rheumatoid arthritis (RA) and periodontitis. This association is attributed to Porphyromonas
gingivalis, due to the presence of peptidyl arginine deiminase (PPAD) together with the
action of Arg-gingipains in citrullination, linked to the alteration of immunological tolerance
in RA. It has been confirmed that anti-P. gingivalis accompany the development of RA.
Nevertheless. Few studies investigate the association of specific virulence factors of this
bacterium with RA. In this study we have recombinantly produced PPAD and purified native
RgpA gingipain from outer membrane vesicles of P. gingivalis ATCC33277, the enzymatic
activity was evaluated with fluorogenic substrates. The presence of the proteins was
confirmed by SDS-PAGE and Western Blot and they were used as antigens in the detection
of antibodies against these virulence factors by ELISA in 143 patients with RA and 112
individuals without RA. Significant differences were found in anti-RgpA titers between the
two groups and an association with RA was determined (OR 4.09; 95% CI 1.2-13.9), while
anti-PPAD did not present differences. The anti-RgpA/anti-PPAD interaction was
associated with RA diagnoses (OR 6.63; 95% CI 1.61-27). In addition, the two virulence
factors of P. gingivalis were successfully purified and the ELISA was developed, allowing
the detection of antibodies against these proteins. Anti-RgpA antibodies and the double
positivity of anti-RgpA/anti-PPAD antibodies can be diagnostic markers of RA.

Keywords: Porphyromonas gingivalis, Gingipains, RgpA, PPAD, Rheumatoid arthritis,
Periodontitis.
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Porphyromonas gingivalis es una bacteria anaerobia estricta, asacarolitica, productora de
enzimas proteoliticas que favorecen la adquisicion de aminoacidos como fuentes de
carbono y energia, promueven el crecimiento bacteriano, procesan proteinas de la
membrana externa, favorecen la expresion de fimbrias, ademas de ser las encargadas de
su autorregulacion. Estas proteasas tipo tripsina son conocidas como gingipainas, estan
codificadas por tres genes (rgpA, rgpB y kgp) y son clasificadas como Arg-gingipaina
(RgpA y RgpB) y Lys-gingipaina (Kgp) segun su especificidad de hidrdlisis en los enlaces
Arg-Xaa o Lys-Xaa, respectivamente estan involucradas en el proceso de infeccién y
desarrollo de la periodontitis (Nemoto et al., 2016; Potempa et al., 2003; Imamura 2003;
Kuramitsu 1998).

Ademas, esta bacteria presenta una enzima con actividad de amino deiminasa conocida
como peptidilarginina deiminasa de P. gingivalis (PPAD) similar a la comprometida en la
etiologia de artritis reumatoide (Krutyhotowa et al., 2022; Mangat et al., 2010). Las enzimas
peptidilarginina deiminasas (PAD) convierten los residuos de arginina de los polipéptidos
en citrulina, modificando la carga del péptido y como consecuencia de esto la conformacién
tridimensional de la proteina exponiendo epitopos cripticos, los cuales favorecen la
generaciéon de anticuerpos antipéptidos ciclicos citrulinados (anti-CCP) asociados con la
Artritis Reumatoide (AR) incluso antes del inicio de la enfermedad (Quirke et al., 2014;
Gully et al., 2014; Maresz et al., 2013; Mangat et al., 2010).

Ademas, algunos investigadores sugieren que si se evita el desarrollo de la periodontitis o
se trata a tiempo la condicion sistémica de los pacientes pueden evitar el desarrollo o
disminuir actividad de la AR (Borgnakke 2015; Okada et al., 2013; Biyikoglu et al., 2013).

Aunque, el link entre periodontitis y AR se ha atribuido principalmente a la accién de la
PPAD, es probable que las Arg-gingipainas tengan una participacion en el proceso de

citrulinacion de las proteinas asociada con la patogénesis de la AR. Este proceso es debido
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a que esta gingipaina cliva las proteinas en el extremo carboxilo de la arginina, dejando
este residuo en el extremo terminal favoreciendo el reconocimiento por la enzima PPAD,
ya que esta enzima no es capaz de hacerlo cuando la arginina se encuentra en la parte
media de la proteina, de esta manera se generan péptidos citrulinados (Montgomery et al.,
2015; Goulas et al., 2015; Quirke et al., 2014).

Algunos autores han evaluado titulos de anticuerpos anti-RgpB y anti-PPAD, estos
antigenos proteicos de origen bacteriano pueden circular de manera sistémica inducidas
por bacteriemias o diseminacion de vesiculas de membrana externa de P. gingivalis
(Vermilyea et al., 2021; Ambrosio et al., 2019; Castillo et al., 2011; Lockhart et al, 2008;
Lafaurie et al., 2007a), es asi como Quirke et al, (2014), reportan aumento en los niveles
de los anticuerpos anti-PPAD en un grupo de pacientes con AR (mediana 122 U/ml) en
comparacion con el grupo control (mediana 70 U/ml), mientras que los niveles de
anticuerpos contra la gingipaina RgpB no fue mas alto en comparacion con el grupo
control. Del mismo modo, Johansson et al., (2016) evaluaron anti-RgpB usando la misma
metodologia de Quirke et al., (2014) en este estudio incluyeron ademas individuos
presintomaticos, encontrando diferencias significativas entre el grupo control sin AR,
pacientes con AR e individuos presintomaticos. Los titulos de anticuerpos fueron mas altos
en los individuos presintomaticos, pero no hubo diferencias significativas entre el grupo
con AR y presintomaticos. Este mismo grupo en el trabajo de Kharlamova et al., (2016),
reportan con una muestra de 1.974 pacientes con AR y 377 controles sin AR una alta
asociacion de los anti-RgpB con AR (OR 2,96 [IC 95% 2,00, 4,37) y confirman una
interaccion con el habito de fumar. Los autores concluyen que P. gingivalis sigue siendo
un candidato plausible que contribuye a desencadenar y/o impulsar la autoinmunidad y

enfermedad autoinmune en un subconjunto de pacientes con AR.

Por otra parte, otros investigadores (Konig et al., 2015; Fisher et al., 2015) sugieren que la
PPAD no es responsable en la perdida de la tolerancia inmunolégica, en la linea de
evidencia de que P. gingivalis no tiene relacion con el desarrollo de la AR, aunque en estos
autores no se evaluaron las gingipainas como posible coadyuvante de la citrulinacion. No
es claro el papel de esta bacteria en la AR y si las gingipainas juegan un papel importante

0 Nno este proceso.
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Diferentes estudios que han detectado anticuerpos frente a estos factores de virulencia
han sido meta-analizados, en el afio 2018 Bae et al.,, sugieren que el aumento de
anticuerpos anti-P. gingivalis, incluidos anti-RgpB tienen una relacién positiva con los
anticuerpos anti-CCP, sugiriendo que estos anticuerpos pueden jugar un papel clave en la
patogenia de la AR (Bae et al., 2018). Del mismo modo, recientemente Li et al., (2022)
concluyd gue la exposicion a P. gingivalis es un factor de riesgo potencial en la AR y que
los anticuerpos anti-P. gingivalis y anti-gingipainas son biomarcadores asociados con la
AR, este Ultimo metaanalisis incluye un trabajo en el que se evaluaron anticuerpos anti-
RgpA en el gue se usa un péptido sintético de esta proteina como antigeno en el ensayo
de ELISA (Jasemi et al., 2021), estos autores proponen que la respuesta humoral de los
pacientes con AR frente a diferentes bacterias y virus es mas alta en este grupo de
pacientes frente a un grupo control, sin embargo, cabe resaltar que en dicho estudio se

evalud solo un péptido pequefio de algunas proteinas de los microrganismos.

El posible papel de la RgpA en la AR aun es un interrogante, los estudios que han evaluado
anticuerpos anti-gingipainas en su mayoria lo han hecho frente a RgpB. Sin embargo, a
pesar de que se ha descrito como una gingipaina muy relevante en el desarrollo de la
periodontitis (Pathirana et al., 2007), la gingipaina RgpA es la que se ha asociado mas
fuertemente con diferentes enfermedades sistémicas (Dominy et al., 2019; Adams et al.,
2019; Chen et al., 2009; Schenkein et al., 2013) pero no se ha evaluado previamente en la
AR.

En Colombia la frecuencia de periodontitis es alta (61,8%) en sus diferentes grados de
severidad y va aumentando con la edad Estudio Nacional de Salud Bucal (ENSAB) IV
2014), la prevalencia de la periodontitis severa es del 10,6%, la periodontitis moderada es
del 43,3%. En mayores de 65 afios esta frecuencia es del 23,7% en su forma severa
(Serrano et al., 2019), ademas de encontrar también una alta frecuencia de P. gingivalis
tanto en pacientes con periodontitis (83,33% en estadio | y II; 93,33% en estadios Il y 1V)
como en individuos periodontalmente sanos (73,33%) (Lafaurie et al., 2023 en proceso de

publicacion).

De acuerdo con resultados previos de nuestro grupo, en pacientes con AR establecida la
frecuencia de P. gingivalis en 115 pacientes con tratamiento convencional es del 46,49%

y en 62 pacientes con tratamiento bioldgico (anti-Factor de necrosis tumoral) es del 37,93%
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(Romero-Sanchez et I., 2017), lo que indica que estos pacientes aln bajo tratamiento
tienen el reto antigénico por la presencia de esta bacteria.

De acuerdo con lo reportado en la literatura en este trabajo se planted la siguiente pregunta

de investigacion:

¢ Existe alguna asociacién entre la presencia de marcadores seroldgicos microbiol6gicos
de infeccién previa o actual por P. gingivalis y el diagnéstico de AR comparando con un

grupo de individuos con diferentes condiciones periodontales y sin AR?

Con el fin de responder esta pregunta se plante6 como objetivo general:
- Determinar la asociacion entre la presencia de marcadores seroldgicos de infeccion

por P. gingivalis y la presentacion de artritis reumatoide.

Y como objetivos especificos

1. Establecer los métodos y procedimientos para la produccion, caracterizacion y

cuantificacién de RgpA y anticuerpos anti-gingipainas.

Para dar cumplimiento a este objetivo a partir de vesiculas de membrana externa de P.
gingivalis se logré la purificacién de la gingipaina RgpA por medio de cromatografia en
fase liquida (FPLC) y se produjeron anticuerpos policlonales monoespecificos en un
modelo animal. La proteina RgpA fue usada como antigeno para dar cumplimiento a los

siguientes objetivos especificos.

2. Evaluar la correlacién entre los criterios clinicos y de laboratorio de pacientes con
artritis reumatoide y la presencia de anticuerpos anti-gingipainas en los grupos de
estudio.

3. Correlacionar los indices de severidad, los titulos de anticuerpos anti- gingipainas
con los titulos de anti-CCP y anti-PPAD en pacientes con enfermedad periodontal

y con o sin artritis reumatoide.

Para dar cumplimiento a estos objetivos se evalud la presencia de anticuerpos anti-PPAD

y anti-RgpA en 143 pacientes con AR y 112 individuos sanos sistémicamente como grupo
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control, con el fin de determinar estos anticuerpos en este trabajo se produjo la proteina
PPAD de manera recombinante y se purifico la enzima RgpA de manera nativa a partir de
vesiculas de membrana externa de P. gingivalis. Se pudo concluir que los anticuerpos anti-
RgpA estan asociados con la AR y el indice inflamatorio periodontal, aunque no se
encontré asociacion con los titulo anti-PPAD en los pacientes diagnosticados con AR. Sin
embargo, los titulos altos anticuerpos anti-RgpA potencian la asociacion de anti-PPAD con
AR, dada por la presencia de titulos altos en el mismo paciente los anticuerpos anti-RgpA-
anti-PPAD se pueden utilizar para detectar la AR asociada con la enfermedad periodontal.
Estudios futuros podrian investigar estos anticuerpos como posibles candidatos a ser

marcadores de la AR.
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1. Asociacion ente periodontitis y artritis
reumatoide

Estudios clinicos y epidemiolégicos han demostrado asociacion bidireccional entre la
periodontitis y la AR, esta asociacion es atribuida a la presencia de la bacteria P. gingivalis
en la cavidad oral de los pacientes.

Por esto, en este capitulo se hace una revision del tema con el fin de mostrar esta
asociacion.

1.1 Generalidades de la periodontitis

La periodontitis es una enfermedad multifactorial inflamatoria crénica, asociada con la
disbiosis de los microrganismaos que hacen parte del biofilm subgingival, esta disbiosis lleva
a un aumento de citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL 1B, IL6) ademas de prostaglandina
E2 (PG E2) y metaloproteinasa de matriz (MMP) lo que desencadena en la destruccion de
los tejidos de soporte del diente, incluyendo tejido conectivo gingival, ligamento periodontal
y hueso alveolar (Kwon et al., 2021; Usui et al., 2021; Chapple et al., 2018; Hajishengallis
et al., 2015; Graves 2008).

La prevalencia de la periodontitis varia entre poblacién y los determinantes sociales
favorecen su desarrollo, ya que las poblaciones con bajos ingresos y menos afios de
educacién presenta periodontitis avanzada (Bonfim et al., 2013), ademas de presentar
disparidades étnicas, siendo las poblaciones asiaticas las que presentan bolsas
periodontales mas profundas y las poblaciones africanas mayor pérdida de insercion
clinica comparada con la poblacién blanca (Delgado-Angulo et al., 2016).

De acuerdo con datos de Eke et al., en 2018, en la Encuesta de Salud Nacional y Examen
de Nutricion realizada entre 2009 y 2014, en Estados Unidos el 42% de la poblacion mayor
de 30 afios tenia periodontitis y el 7,8% tenia periodontitis severay este grupo de pacientes
correspondia principalmente a individuos mayores de 65 afios (Eke et al., 2018; Kwon et
al., 2021). Estos mismos investigadores en 2016 en diferentes estados de este pais,
indican que esta frecuencia también difiere entre el 59,4% al 84,5% segun la poblacion
(Eke et al., 206).
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A nivel global la frecuencia de periodontitis severa se ha reportado en el 11%, pero difiere
entre poblaciones entre el 8 y el 20% como lo describe Richards et al., en 2014. En
Colombia esto no es tan diferente, de acuerdo con la region del pais esta frecuencia
también varia, de acuerdo con reportes de Serrano et al.,, 2019, con los criterios
clasificatorios de Centre for Disease Control and Prevention/American Academy of
Periodontology (CDC-AAP) (Page et al. 2007; Eke et al., 2012) la estimacién de la
prevalencia de la periodontitis severa es del 10,6%, la periodontitis moderada es del 43,3%.
En mayores de 65 afios esta frecuencia es del 23,7% en su forma severa (Serrano et al.,
2019). Segun el ENSAB 1V la frecuencia de periodontitis en poblacion colombiana es del
61,8% en todas sus formas y esta frecuencia aumenta con la edad.

1.1.1 Microorganismos asociados a la periodontitis

Desde los afios 60 se ha atribuido el desarrollo y la progresion de la periodontitis a
diferentes factores, de los cuales la presencia de bacterias a nivel subgingival se ha
considerado como claves en esta enfermedad mediada por la respuesta proinflamatoria
aumenta asociada con algunos de los factores de virulencia de algunas de estas bacterias
(Theilade et al, 1966; Slots et al. 1986).

Posteriormente la asociacién microbioldgica de esta enfermedad ha sido confirmada por
innumerables estudios epidemiol6gicos alrededor del mundo, en los cuales se reconocio
gue una serie de microorganismos Gram negativos anaerobios y micro-aerofilicos
aumentan significativamente en la placa subgingival de pacientes con periodontitis
indicando que esta entidad representa un patrén polimicrobiano, que aunque variable en
los individuos, muestra cierta especificidad caracterizada por el aislamiento de un grupo
de microorganismos que han sido considerados periodontopagenos, entre los cuales se
han identificado Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema denticola,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Eikenella corrodens, Campylobacter rectus,
Parvimonas micra, Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens y Dialister pneumosintes
(Slots et al., 1986; Socransky et al., 1998; Ghayoumi et al., 1998; Lafaurie et al, 2007a;
Mayorga-Fayad et al., 2007) Siendo la P. gingivalis la especie mas prevalente en
periodontitis alrededor del mundo, con un patrén similar para la poblacién Colombiana
evaluado por métodos convencionales de cultivo y PCR (Reaccion en cadena de la
polimerasa) (Lafaurie et al, 2007a; Mayorga-Fayad et al, 2007; Botero et al, 2007).

Recientemente los métodos de identificacion basados en secuenciacion de préxima
generacion (NGS) han involucrado muchos otros microrganismos que se han asociado
fuertemente a la periodontitis, dentro de los que se incluyen también Gram positivos que
anteriormente se consideraban microbiota oral normal 0 que no se reconocian como
implicados en la periodontitis, estos hallazgos han cambiado paradigmas en este sentido
y han permitido ampliar la fisio-patogenia de la periodontitis. Es asi, que han cobrado
importancia microrganismos considerados no cultivables o dificilmente cultivables de los
filos Actinobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi, Firmicutes, Fusobacteria, Proteobacteria,
Spirochaetes, Synergistetes, Tenericutes, Candidatus Saccharibacteria (Perez-Chaparro
et al., 2014).
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Resultados resientes de Wirth et al., en 2021 en un estudio metagendémico de 121 sitios
con periodontitis de nueve pacientes y muestras de saliva de los mismos sujetos, han
confirmado que los sitios con periodontitis presentan placa subgingival disbidtica menos
diversa, en comparacion con los individuos sanos, en el que el microbioma es mas diverso
pero considerado eubibtico, estos autores han propuesto una actualizaciébn de los
complejos microbianos de Sockansky et al, 1998 y de Haffajee et al., 2008, incluyendo
microrganismos identificados por metagendémica en su trabajo (Figura 1).

Figura 1-1:Esquema actualizado de complejos microbianos orales. La codificacion por colores de
los grupos bacterianos se bas6 en su asociacién con complejos microbianos involucrados en
patogenia oral.
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En estos trabajos actuales los clasicos periodontopatdgenos P. gingivalis, T. forsythiay T.
denticola siguen teniendo protagonismo en esta enfermedad.

Recientemente, nuestro grupo ha reportado la presencia de bacterias orales detectadas
por NGS en muestras de pacientes colombianos y espafioles con diferentes estadios de la
periodontitis de acuerdo con la clasificacion de la Academia Americana de Periodoncia
(AAP) y la Federacion Europea de Periodoncia (EFP) de 2018 (Chapple et al., 2018), en
este trabajo se incluyeron 20 pacientes cada grupo: uno con salud periodontal/gingivitis,
con periodontitis en estadio I-ll y con periodontitis en estadio IlI-IV. Filifactor alocis,
Peptostreptococcaceae [XI][G-4] bacteria HMT 369, Peptostreptococcaceae [XI][G-9]
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[Eubacterium] brachy, Peptostreptococcaceae [XI][G-5] [Eubacterium] saphenum vy
Desulfobulbus sp. HMT 041 se encontraron en pacientes con periodontitis en estadio IlI-1V
en ambos paises. P. gingivalis y T. forsythia fueron asociados con las lesiones severas de
la periodontitis en los pacientes de ambos paises (Lafaurie et al., 2022).

De acuerdo con los hallazgos previos en Colombia P. gingivalis es un microrganismo con
prevalencia alta tanto en pacientes con periodontitis (83,33% en estadio | y Il; 93,33% en
estadios Il y IV) como en individuos periodontalmente sanos (73,33%) (Lafaurie et al.,
2023 en proceso de publicacion)

1.2 Generalidades de la artritis reumatoide

La AR es una enfermedad de caracter articular, autoinmune, inflamatoria, crénica, que
puede afectar diversos 6rganos y sistemas y cuyo 6rgano blanco es la membrana sinovial,
en la cual hay una inflamacion persistente que se extiende a otras estructuras articulares
como el hueso, el cartilago articular, ligamentos y tendones, causando su destrucciéon. Su
presentacion y evolucion es muy variable y se ven afectados en un principio manos,
mufiecas y pies, seguido de afectacién en cualquier articulaciébn entre las que se
encuentran las rodillas, tobillos, hombros y codos. Se presenta principalmente en las
mujeres (3 a 1) y su prevalencia en la poblacién latinoamericana y en Estados Unidos es
aproximadamente del 0,5-1% (Jang et al., 2022; Delgado-Vega, et al., 2006). El inicio de
la enfermedad es mas frecuente en poblacién ente los 20 y 45 afios, aungue hay un grupo
importante de comienzo tardio después de los 60-65 afios (Gabriel, 2001).

En Colombia, en 2019 se reportaron 81.386 pacientes con AR, lo que corresponde a una
prevalencia de 0,24%, mas baja que lo reportado en otras poblaciones de la region (0,46
a 1,6%). Como es bien conocido la frecuencia es mas alta en mujeres, en la poblacién
estudiada la relacion mujer-hombre fue de 5,2:1. La mediana de edad fue de 59 afios [RIC
(rango inter-cuartil): 50-67 afios]. Adicionalmente, la prevalencia fue mayor en personas de
50 a 69 afos. Como dato adicional los autores indican que en el 57,57% de los
departamentos colombianos se encontraron tasas de remision de hasta el 30% en los
pacientes, asociado con DAS28 menor de 3.2 (Castillo-Cafién et al., 2021).

La enfermedad articular también se ve acompafiada de variedad de sintomas tales como
rigidez matinal, dolor, fatiga, incapacidad funcional, depresién, n6dulos articulares, artrosis
secundarias entre otras. Constituyen aspectos esenciales para el tratamiento 6ptimo de la
enfermedad, el diagnéstico diferencial precoz y el oportuno y adecuado inicio terapéutico.
No se conoce causa responsable directa de la artritis reumatoide. La aparicion de la
enfermedad se asocia a diferentes factores de caracter genético, inmunoldgico y algunos
autores sugieren que podrian también existir factores ambientales y hormonales, los cuales
pueden variar de una poblacion a otra (Firestein et al., 2013).
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En cuanto a la predisposicion genética se ha reportado varios haplotipos DRB1combinados
en los alelos de DRB1*01, *04 y *10 asociados al epitopo compartido, mas tarde se
encontrd la poblacion estadunidense el alelo *14:02 como un contribuyente importante en
el desarrollo de la AR en esta poblacién. En contraste, se ha sugerido que los alelos HLA-
DRB1*13 son protectores para el desarrollo de la AR (Padyukov 2022).

Este vinculo entre HLA-DR y AR se describi6 inicialmente en la década de 1970 con la
observacion de que HLA-DRB*04 esta presente en el 70% de los pacientes con AR, en
comparacion con aproximadamente el 30% de los controles sanos. Se identificé un factor
de susceptibilidad llamado "epitopo compartido" ubicado entre los aminoacidos 70 a 74 en
la tercera region hipervariable de la cadena DRB. La secuencia asociada con la
enfermedad es generalmente glutamina-leucina-arginina-alanina-alanina (QKRAA),
presente en algunos DRB*04 y DRB*014, ademas de las cadenas DR1p. Los epitopos de
susceptibilidad con los vinculos mas cercanos a AR incluyen DRB*0401, DRB*0404,
DRB*0101 y DRB*1402. Mas del 90% de los pacientes con AR expresan al menos una de
estas variantes (Firestein et al., 2017).

Entre los factores ambientales relacionados con el desarrollo de la AR se han propuesto
algunos microorganismos que presuntamente podrian estar involucrados en el
desencadenamiento de la enfermedad, sin que esta llegue a considerarse una patologia
infecciosa. En el primer Congreso de Autoinmunidad en Latinoamérica (Ecuador 2004) se
planted la causa infecciosa como origen de la enfermedad. Agentes infecciosos entre los
gue se encuentran el virus de Epstein-Barr (EBV), retrovirus, parvovirus B19, virus de la
hepatitis, Mycobacterium tuberculosis, Mycoplasma, Proteus y Helicobacter pylori se
propusieron como desencadenantes de artritis reumatoide (Lindsay & Fujinami, 1999).

Adicionalmente, la disbiosis de la microbiota gastrointestinal se asocia con alteraciones a
nivel inmunitario local y sistémico lo que contribuye a enfermedades como la AR, las
células inmunitarias intestinales de la mucosa intestinal son los intermediarios por la cual
la microbiota intestinal y sus metabolitos pueden aportar a la apariciéon de la AR, aunque
esto no esta completamente estudiado han descrito diferentes microrganismos de la
microbiota intestinal que se han asociado con esta enfermedad. Es asi como algunas
bacterias como Prevotella copri se ha considerado inmunolégicamente relevante para la
patogenia de la AR (Pianta et al., 2017). Otros microrganismos como Lactobacillus se han
encontrado aumentados en este grupo de pacientes (Liu et al., 2013), asi como el aumento
de microrganismos de la familia Enterobacteriaceae y del género Klebsiella, pero
disminucion de Bifidobacterium se ha asociado con un aumento de TNF-a o IL-17A en
pacientes con AR (Chiang et al., 2019), muchos otros microrganismos asociados con la
disbiosis gastrointestinal han sido relacionados con esta enfermedad autoinmune (Xu et
al., 2020).

La disbiosis de la microbiota oral también ha sido blanco de investigacion, por lo que se ha
indagado la asociacion de algunos bacterias orales con la AR como lo se ha descrito
previamente (Azzi et al., 2017) sin encontrar asociaciones fuertes con bacterias como T.
forsythia, T. denticola, F. nucleatum y Campylobacter rectus. Sin embargo, recientemente
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se ha encontrado relacion con algunos productos metabdlicos, principalmente la presencia
de amoniaco derivado del metabolismo de T. forsythia relacionados con aumento en la
actividad de la AR evaluada por DAS28 (Martinez-Rivera et al., 2017).

Entre otros factores de riesgo asociados a la enfermedad, se encuentra el tabaquismo, se
ha establecido una fuerte relacion entre este habito y la AR. En un estudio se observé que
la exposiciéon al tabaco podria desencadenar la produccién de factor reumatoide y que
tienen mayor impacto en personas de sexo masculino, contribuyendo subsecuentemente
al desarrollo de la enfermedad, adicionalmente la respuesta al tratamiento anti-TNFa
también se ve afectada por el tabaquismo (Chang et al., 2014; Uhlig et al., 1999).

1.2.1 Proceso de citrulinacion

La citrulinacién es una modificacion postraduccional esencial en la que el grupo guanidinio
de los amino&cidos argininas sufren deiminacion por parte de las enzimas peptidilarginina
deiminasas (PAD).

Se ha reportado que el proceso de citrulinacién podria generar cambios en la estructura
terciaria de las proteinas exponiendo epitopos cripticos que el sistema inmunoldgico no
reconoce como propios y a partir de estos se generan autoanticuerpos. El proceso de
citrulinacion consiste en la conversién enzimatica de peptidil-arginina a peptidil-citrulina en
las proteinas, esta conversién hace que se pierda la carga positiva de los residuos de
arginina ya que la citrulina no posee carga generando cambio en la estructura terciaria de
la proteina. Este proceso se da por accion de las enzimas peptidil arginina deiminasas
(PAD), en el humano se han descrito 5 isoformas de estas enzimas (PAD1, PAD2, PADS;
PAD4 y PADG6), normalmente se expresan en algunas células como linfocitos T y B,
neutréfilos, eosindfilos, monocitos y células NK para generar cambios postraduccionales
en algunas proteinas y cumplir adecuadamente su funcién (Mangat et al., 2010; Anzilotti
et al., 2010).

La PAD4 se ha asociado fuertemente con el desarrollo de enfermedades autoinmunes.
Normalmente esta enzima esta inactiva, pero en caso de estrés oxidativo o durante la
apoptosis, el calcio entra en las células activando esta enzima y ha causado la citrulinacién
de vimentina, fibrina, colageno y a-enolasa, y aumentando su antigenicidad. Estas
proteinas son modificadas y dan origen a la formacién de anticuerpos anti-péptidos
citrulinados (Mangat et al., 2010; Suzuki et al., 2003).

Ademas de las PAD descritas en humanos, también se ha descrito una peptidil-arginina
deiminasa de P. gingivalis conocida como PPAD, se ha probado la capacidad de esta
enzima para generar citrulinacion en diferentes proteinas, aunque no lo puede hacer
cuando la arginina esta en la parte media de la proteina, por lo que se propone a las
gingipainas como adyuvantes en este proceso (Bereta et al., 2019; Olsen et al., 2018;
Montgomery et al., 2016; Leech et al., 2015; Quirke et al., 2014; Maresz et al., 2013;
Mangat et al., 2010).
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En la figura 1-2 se describe el proceso de citrulinacion mediado por la PPAD, aunque en
este diagrama no se incluyen las gingipainas como importantes en este proceso, algunos
autores las proponen como implicadas en este proceso (Quirke et al., 2014). Stobernack
et al., en 2016, describen la importancia de esta enzima en la fisiologia de P. gingivalis
encontrando varias proteinas de la bacteria que sufren citrulinacién y que son necesarias
para la formacion de biofilm y la supervivencia de la bacteria, la proteina que estos autores
sugieren como la que mas susceptible a la citrulinacion es la RgpA (Vermilyea et al., 2019).

Figura 1-2: Modificacién quimica del residuo de aminodcido de arginina por peptidil-arginina
deiminasa de P. gingivalis, dando como resultado la conversion de arginina en péptido modificado
a citrulina. Esta modificacion postraduccional altera la conformacion espacial de la estructura 3D
original y la funcién del péptido proteico como indican las flechas (péptido de arginina y péptido de
citrulina). El amoniaco liberado durante la reaccién quimica es beneficioso para la activacion de
PPAD.

P. gingivalis (PPAD) 5O PN
/lt\Jl:i 0 and host’s (PAD) " j)J\ o
/ Speonbonesssntaesss ;
.;\GZN H/\/\/\‘\0}4 peptidylarginine M HoN m/\/ﬁ/lkoH + NH;
NH; deiminases NH,
Native arginine Citrullination Chemically modified Free ammonia
: i 2 Feeds into the Kreb's cycle
basic charge. form citrulline
Functional protein PPAD pH dependent (pH 8): Neutral charge.
PAD Ca*+ gradient dependent Loss of function

(~1uM concentrations)

Tomado de: Olsen et al., 2018

AUn no se ha esclarecido por completo el papel de esta PPAD en la fisiopatologia de AR,
sin embargo, los estudios indican que este puede ser el link directo entre la periodontitis y
el desarrollo de esta enfermedad auto inmune, hasta hace poco se habia establecido que
esta enzima Unicamente se encontraba en P. gingivalis, pero se ha descrito esta enzima
en otras especies de Porphyromonas con esta enzima como son Porphyromonas gulae y
Porphyromonas loveana, aunque no se ha encontrado relacion con la AR (Gabarrini et al.,
2018).
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1.3 Evidencia entre la asociacion de periodontitis y AR

1.3.1 Evidencia confirmada en modelos animales

Existen diferentes estudios que han confirmado la asociacién entre la AR y la periodontitis.

El primer estudio fue documentado en 2011 por Cantley et al., en 2011, los autores
confirman en un grupo de ratones a la que se ha inducido periodontitis con P. gingivalis
W50 y posteriormente se favorecio el desarrollo de la AR por la inyeccién de anticuerpo
monoclonal contra el colageno tipo Il (CIA), en este trabajo se compararon tres grupos,
uno solo con periodontitis, uno solo con AR y el grupo con las dos condiciones. Se pudo
concluir que los animales con periodontitis preexistente desarrollaron AR exacerbada en
comparacion con el grupo con AR y sin periodontitis, por otro lado, se conoci6é que los
animales que desarrollaban AR sin induccién de periodontitis también habia afectacion del
tejido periodontal, por lo que se sugirié el caracter bidireccional entre las dos entidades
(Cantley et al., en 2011).

Posteriormente, otro grupo de investigacion desarroll6 un modelo en ratones susceptibles
a AR, los cuales fueron retados a inoculacién por P. gingivalis W83 en una camara
subcutanea, posteriormente se indujo AR con CIA de la misma forma que otros
investigadores. Los investigadores concluyeron que el grupo con P. gingivalis y CIA,
desarrollaron de manera mas acelerada la AR, se evidencié aumento significativo de la
destruccién de huesos y cartilagos de los animales. En este estudio, se evalué la infeccién
por P. gingivalis mutante para PPAD y se evidencid que la exacerbacién y el desarrollo
acelerado de la AR esta directamente relacionada con este factor de virulencia (Maresz et
al., 2013).

En este mismo afio, Marchesan et al., en ratones DBA1/J (susceptibles para desarrollar
artritis) inoculados con P. gingivalis oralmente a los que ademas se les indujo AR con CIA,
en este grupo de animales hubo un aumento de sinovitis, aumento de erosion 6sea en las
patas de los animales. Ademas, se pudo confirmar aumento en el nUmero de osteoclastos
y aumento de citocinas séricas, principalmente asociadas con el perfil Th17, incluyendo IL-
1B, IL-6 e IL-22 acelerando el desarrollo de la AR, lo autores concluyen que la infeccién
por P. gingivalis puede influir en el desarrollo de la AR principalmente a través de la
activacion de vias relacionadas con Th17 (Marchesan et al., 2013).

De manera similar, Gully et al., en 2014 desarrollaron una cepa de P. gingivalis W50
mutante para PPAD, con esta cepa mutante y la cepa nativa sin mutacion se desarroll6 de
manera experimental la periodontitis en ratones, asi como la induccién de AR por CIA. Al
comparar los grupos de experimentacion, se pudo evidenciar que el grupo de animales al
gue se le indujo periodontitis con la cepa de P. gingivalis deficiente para PPAD hubo menos
inflamacién de la pata, menos dafio erosivo 6seo de las articulaciones y anticuerpos anti-
CCP en comparacion con los animales tratados con la cepa nativa (Gully et al., 2014).
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Mas recientemente, Jung et al., en 2017 en un modelo en ratones similar a los reportados
previamente inyectando dos cepas diferentes de P. gingivalis (W83 y 2561[ATCC33277])
al que le indujeron AR con CIA, es estos animales con AR se pudo confirmar sinovitis y
destruccion ésea, las dos cepas lograron generar AR, aunque la cepa W83 resulto ser
artritogénica antes de que se iniciara la reaccion autoinmune. También se pudo detectar
mayor citrulinacion en el tejido sinovial superior al grupo de animales con AR, pero sin
infeccién con P. gingivalis. Los efectos artritogénicos de esta bacteria dependen, de la
cepa bacteriana con o sin expresion de fimbrias, la ruta y el momento de la infeccion. La
citrulinacion mediada por P.gingivalis puede explicar el posible vinculo entre la enfermedad
periodontal y la AR (Jung et al., 2017).

En otro modelo animal, similar a los anteriores con ratones DBA/1J e induccién con AR por
CIA, se pudo determinar que P. gingivalis administrada por via oral cambia el microbioma
intestinal, favoreciendo el deterioro intestinal. En este estudio, se evalud la asociacion de
P. gingivalis y Prevotella intermedia (bacteria oral sin PPAD) con la AR, la administracion
de P. gingivalis, pero no de P. intermedia, agravo significativamente la artritis con niveles
elevados de IL-17 en sueros y sobrenadantes de cultivo, aumento de las proporciones de
células Th17 entre los linfocitos mesentéricos y un cambio significativo en el microbioma
intestinal. En este modelo la administracion de P. gingivalis no aumento los titulos de anti-
CCP, estos autores sugieren un papel Unico de P. gingivalis en el vinculo entre la
periodontitis y la AR al afectar el sistema inmunitario intestinal y la composicion del
microbiota intestinal (Sato et al., 2017).

Siguiendo con la evidencia entre la AR y la periodontitis confirmada por modelos en
animales, Yamakawa et al., en 2018, desollaron un modelo en ratones SKG (un modelo
monogénico de artritis autoinmune por transduccion de sefial alterada en células T),
evaluaron en 6 grupos de experimentacion el link entre la AR y la P. gingivalis, los 6 grupos
de experimentacion fueron inoculados intraperitonealmente con: 1). Inyeccion de
laminarina, 2). Grupo control con PBS, 3). P. gingivalis + laminarina, 4). P. gingivalis, 5).
Escherichia coli + laminarina y 6). E. coli. Los autores pudieron determinar que la AR es
tres veces mayor en el grupo de P. gingivalis + laminarina con destruccion ésea severa del
tejido articular y disminucion de la densidad 6ésea en comparacion con el grupo solo con
laminarina. Los niveles de anti-CCP, metaloproteinasa de la matriz (MMP) 3, interleucinas
2,6, CXCL1 y MIP-1a también se encontraron méas elevados en el grupo con P. gingivalis
+ laminarina, asi como un aumento en la produccién de osteoclastos en la medula ésea
de los animales, ademas de altos titulos de anti-CCP en este mismo grupo, concluyendo
que la infeccion por P. gingivalis, tiene un alto potencial para exacerbar la AR (Yamakawa
et al., 2018).

Este mismo grupo con este modelo animal evaluo, la inoculacién intraperitoneal de P.
gingivalis + laminarina, con el fin de evaluar el papel del factor de complemento Cba,
asociado con enfermedades inflamatorias crénicas como la AR y la periodontitis. En este
trabajo se confirmd que la infeccion con P. gingivalis aument6 la AR en los animales,
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ademds de destruccion Osea y los marcadores séricos también se aumentaron. En un
ensayo in vitro se favorecid la diferenciacién de osteoclastos por adicion de sueros de los
animales del grupo P. gingivalis + laminarina, en este mismo ensayo por adicién de un
anticuerpo que neutraliza el C5a esta diferenciacion se bloqued. En este trabajo se evalud
ademas los niveles de Cb5a en sueros de 40 pacientes, ademas de los titulos de
anticuerpos contra bacterias periodontopatégenas. Los autores concluyen que los niveles
de C5a en suero en pacientes con AR con anticuerpos contra P. gingivalis positivos fueron
elevados en comparacion con los de pacientes con AR con anticuerpos contra P. gingivalis
negativos (Munenaga et al., 2018).

Los diferentes modelos han confirmado la asociacion entre la AR y la periodontitis, por lo
gue es importante la evaluacion de tratamientos adecuados para la AR asociada con
periodontitis, en este sentido, autores como Huck et al., en 2018, evaluaron la reduccién
en la inflamacion articular y sistémica por accién del Kava-241 (un analogo sintético que
bloguea la secrecién de TNF-a) en un modelo murino. Se indujo la periodontitis y la AR
con CIA, posteriormente fueron tratados con Kava-241. Una vez realizado el tratamiento,
el score de artritis, la inflamacion de las patas, los osteoclastos y células inflamatorias en
las articulaciones de los animales se evaluaron, evidenciando mejoria en la condicién
inflamatoria, observando disminucién en los niveles de TNF-a, células inflamatorias,
osteoclastos en las articulaciones y el score de artritis en los animales. Concluyendo que
Kava-241 tiene potencial para el manejo de las condiciones inflamatorias relacionadas con
AR infecciosa (Huck et al., 2018).

Por esta misma via Lubcke et al., en 2019, en un modelo de artritis en ratones evaluaron
la influencia del tratamiento periodontal en estos animales en la modulacién de la AR, en
este modelo P. gingivalis fue inoculada por via oral y la AR se indujo por CIA, se trat con
clorhexidina (CHX) o metronidazol por via oral antes y durante la induccion de la AR, la
pérdida de hueso alveolar se comparé con metotrexate inyectado intraperitonealmente, se
evalud la disbiosis en heces fecales por analisis del microbioma, ademas se determinaron
los titulos anti-P. gingivalis. La CHX y el metronidazol redujeron la gravedad de la AR
similar al metrotexate, este estudio confirma como se puede modular la AR en pacientes
con periodontitis con un tratamiento no quirdrgico (Lubcke et al., 2019).

Hamamoto et al., en 2020, evaluaron la AR mediada por disbiosis asociada a la inoculacion
oral de P. gingivalis en un modelo experimental de ratén con artritis. Como en otros
modelos, se pudo observar aumento en la actividad de la AR y se encontr6 aumento en
los titulos de anti-CCP y se pudo evidenciar ademas que se favorecié la disbiosis intestinal,
aungue en animales inoculados con P. gingivalis mutante para PPAD la actividad de la AR
fue menor, asi como los anti-CCP (Hamamoto et al., 2020).

Es asi como, Zhou et al., (2021), han confirmado la induccién de la AR en ratones a los
gue se les indujo periodontitis, se confirmd que P. gingivalis promovi6 la aparicion y el
desarrollo de artritis inducida por colageno (CIA) en ratones. Adicionalmente, en este
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modelo se aumentd la frecuencia los linfocitos B CD19*, Th17, Treg, granulocitos gMDSC
(Myeloid Derived Suppressor Cells) y células monociticas mMDSC, por el contrario, las
células B reguladoras (B10) productoras de IL-10 se encontraron reguladas negativamente
en estos animales con AR inducida por CIA y con periodontitis causada por P. gingivalis.
Los autores sugieren que este importante hallazgo podria ser muy Util para futuros estudios
en los que se evalué la terapia biol6gica con células B10 productoras de IL-10 en pacientes
con AR activa, principalmente en pacientes con AR y periodontitis (Zhou et al., 2021).

1.3.2 Evidencia epidemioldgica entre AR y periodontitis

Estudios epidemiol6gicos han mostrado que la periodontitis es mas prevalente en
pacientes con artritis reumatoide, que en la poblacién general sin artritis (Chou et al., 2015;
Lee et al., 2015).

La presencia de los anticuerpos anti-CCP son un marcador temprano de enfermedad
reumatica. La correlacién positiva entre anti-CCP y anti- P. gingivalis ha permitido que se
proponga a esta bacteria como un candidato medioambiental iniciador en el desarrollo de
artritis reumatoide (Mikuls et al, 2014). P. gingivalis puede ademas favorecer la erosion de
la articulacién ya que tiene la capacidad de provocar apoptosis en un modelo celular de
condrocitos humanos como lo reportan Rohner et al., (2010), lo que podria sugerir que
ademas de generar una respuesta sistémica también podria generar alteraciones locales
cuando la bacteria se encuentra en la articulacion.

Hace unos afios, Leech et al., (2015), confirmaron la asociacién entre anti-P. gingivalis y
anti-CCP especificos para a-enolasa una de las proteinas blanco de citrulinacion por parte
de las PAD humanas (anti-ENO1), estos anticuerpos se encuentran mas altos en pacientes
con AR en comparacion con un grupo de pacientes sin enfermedades sistémicas. Los
titulos de anti-P. gingivalis se correlacionaron positivamente con los pardmetros clinicos
de periodontitis en los pacientes con artritis, pero no con actividad de AR, mientras que los
titulos de anti-ENOL si se correlacionan positivamente con la actividad de la enfermedad
reumdtica (Leech et al., 2015).

La prevalencia de periodontitis en pacientes con AR es dos veces mas alta comparada con
la poblacion general. De Pablo et al, (2008) analizando 4461 individuos mayores de 60
afios de los cuales 103 estaban diagnosticados con AR, en este grupo de pacientes
reportaron mayor frecuencia de edentulismo (OR: 2,27), y de periodontitis (OR: 1,82)
luego de ajustar segun edad, sexo y tabaquismo. Mercado et al, (2001) encontraron que
la escala de severidad de periodontitis en pacientes con AR se correlaciona con velocidad
de sedimentacion globular (VSG), proteina C reactiva ultrasensible (PCRhs), recuento de
articulaciones inflamadas y DAS 28. Adicionalmente la destruccion articular del carpo en
artritis reumatoide se asocié positivamente con resorcion alveolar, sugiriendo que los
individuos con periodontitis moderada a severa se encuentran en alto riesgo de desarrollar
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artritis reumatoide o viceversa. Proponiendo que dicha asociacion puede ser el reflejo de
una desregulacion comun subyacente de la respuesta inflamatoria.

Dentro del paradigma etioldgico de AR, un agente ambiental puede activar una reaccion
autoinmune en un individuo genéticamente predispuesto. El hallazgo de autoinmunidad
dirigida especificamente contra péptidos citrulinados puede ser la clave para el
entendimiento de las interacciones genética y medio ambientales, por lo tanto, causa de la
enfermedad (Klareskog et al, 2008; Wegner et al, 2010).

Datos incluidos en un metaanalisis de 14 estudios con un total de 3829 pacientes con AR
y 1239 individuos sin AR, reportan anticuerpos anti-P. gingivalis significativamente mas
altos en el grupo de AR que en el grupo de control (diferencia de medias estandarizada
[DME] = 0,630, IC del 95% =0,272-0,989, p = 0,001). El andlisis de subgrupos revel6 que
los pacientes con AR tenian anticuerpos anti-P. gingivalis significativamente elevados en
comparacion con controles sanos. Los niveles de anticuerpos anti-P. gingivalis fueron
significativamente mas altos en el grupo con anti-CCP positivos que en el grupo anti-CCP
negativo (SMD = 0,322, IC del 95 % = 0,164-0,480, p =0,000006). El metaandlisis de los
coeficientes de correlacion mostré una correlacion positiva significativa entre los niveles de
anticuerpos anti-P. gingivalis y anti-CCP (coeficiente de correlacion = 0,147, IC del 95 %
=0,033-0,258, p = 0,012) (Bae et al., 2018).

Rovas et al., en 2020, reportan en un estudio en el que se incluyeron 148 pacientes con
periodontitis, 64 pacientes con AR + periodontitis y 84 pacientes con periodontitis. En este
estudio encontraron diferencias estadisticamente significativas p=0009 en la profundidad
al sondaje en el grupo AR + periodontitis (2,81 + 0,59 mm) en comparacién con el grupo
Unicamente con periodontitis( 2,58 + 0,49 mm), al igual que con la perdida dental
(6,27+4,79 vs. 3,93+4,08; P=0,001). La asociacioén entre la AR y la profundidad al sondaje
fue reportada con un OR de OR, 2,22; 95% Cl, 1,16-4,31; P=0,016 (Rovas et al., 2020).

Recientemente Li et al., 2022, en un metaandlisis de 28 estudios reportan un aumento
significativo en el riesgo de AR en individuos con P. gingivalis (OR = 1,86; IC del 95 %:
1,43-2,43). El analisis de subgrupos revel6 que los OR combinados de las poblaciones
ubicadas en Europa (OR = 2,17; IC del 95 %: 1,46-3,22) y América del Norte (OR = 2,50;
IC del 95 %: 1,23-5,08) fueron significativamente mas altos que los de la poblacién de Asia
(OR =1,11;IC 95%: 1,03-1,20). Se observé heterogeneidad significativa, pero no influyé
significativamente en el resultado general. Los autores concluyen que la exposiciéon a P.
gingivalis es un factor de riesgo en la AR y sugieren que el diagnéstico rapido y las
decisiones de manejo sobre la terapia antimicrobiana de P. gingivalis evitarian el desarrollo
y la progresion de la artritis reumatoide (Li et al., 2022).
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1.4 Conclusion

La evidencia cientifica confirma la asociacion bidireccional entre la periodontitis y la AR,
siendo la P. gingivalis y su PPAD el link entre las dos enfermedades inflamatorias crénicas
gue presentan caracteristicas similares en su patogénesis. Sin embargo, la evidencia en
la relacion de otros factores de virulencia de la bacteria como las gingipainas auln es poca
y se deben estudiar con mayor detalle.
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2.Produccion y purificacion de
peptidilarginina deiminasa (PPAD)
recombinante de Porphyromonas gingivalis

P. gingivalis es un patégeno clave en el desarrollo de la enfermedad periodontal
(Hajishengallis et al., 2012), esta bacteria junto con otros microorganismos orales se han
responsabilizado como causantes de la dishiosis en el surco gingival, debido a su
proliferacion en la placa subgingival lo cual induce la exacerbacién de la respuesta
inmunolégica, dejando como consecuencia la destruccion de los tejidos de soporte del
diente y a futuro la pérdida del diente en un estadio avanzado de la periodontitis (Potempa
et al., 2017).

Esta bacteria es un cocobacilo Gram negativo, anaerobio facultativo, inmévil y no
esporulado, con una variedad de factores de virulencia entre los que destacan el
lipopolisacarido, fimbrias, las gingipainas (Kgp, RgpA, RgpB), la peptidilarginina deiminasa
(PPAD) (Guevara et al., 2019; Stobernack et al., 2016), ademas de vesiculas de membrana
externa (Nakao et al., 2014).

Las enzimas PAD son un grupo de enzimas que inducen la conversion de arginina a
citrulina en un proceso denominado citrulinacién, este es un proceso fisiolégico en
humanos, sin embargo, en procesos patoldgicos la citrulinacion favorece la generaciéon de
anticuerpos anti-CCP que se correlacionan con la presencia de la AR y son detectados
tempranamente incluso antes del inicio de los sintomas (Puszczewicz et al., 2011). La AR,
es una poliartritis inflamatoria crénica de origen autoinmune y multifactorial caracterizada
por sinovitis, depdsito de fibrina y dafio en el cartilago de las articulaciones, de estas las
mas afectadas son los dedos de las manos, las mufiecas, las rodillas, los pies y los tobillos
(Firestein et al., 2013).

En el género Porphyromonas, se ha descrito una PAD conocida como PPAD, en estas
bacterias se han reportado citrulinacion de proteinas del hospedero como propias
favoreciendo la produccion de anticuerpos contra las proteinas citrulinadas (Krutyhotowa
et al., 2022; Mangat et al., 2010). La PPAD de P. gingivalis es una enzima de 61,7 kDa,
con una actividad éptima a 55°C y se diferencia de las PAD humanas en que esta no
depende de calcio para su funcionamiento y Unicamente tiene capacidad de citrulinar
argininas en el extremo C-terminal de las proteinas tanto de la bacteria como del
hospedador (McGraw et al., 1999; Quirke et al., 2014).
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La funcién fisiologica de la PPAD en las cepas de P. gingivalis aun no ha sido
completamente dilucidada. Sin embargo, algunas investigaciones han aportado a este
entendimiento. Se ha podido establecer que PPAD tiene un impacto significativo en la
formacion del biofilm oral y que la citrulinacion de dominios de adhesinas de las gingipainas
pueden afectar esta formacion (Krutyhotowa et al., 2022; Bereta et al., 2019; Vermilyea et
al., 2019; Stobernack et al., 2016).

En este mismo sentido, Gawron et al., (2014) demostraron que la PPAD es una proteina
importante en la adhesién e invasion de P. gingivalis en fibroblastos gingivales humanos
primarios, ya que la delecion del gen que codifica para esta proteina en una cepa no
capsulada evita este proceso. Gully et al., en 2014 en un modelo de periodontitis
experimental en ratones confirmaron que en la cepa W50 de P. gingivalis mutante para
PPAD se reduce significativamente la inflamacion gingival y la extension de la AR en estos
animales, confirmando de esta manera la relacién entre las dos entidades y la participacion
de esta proteina en el proceso (Gawron et al., 2014; Gully et al., 2014).

Adicionalmente, se ha reportado la relacién entre los titulos de anti-CCP con un aumento
en la actividad de la AR, sin embargo, la relacion entre estas dos patologias es
controversial debido a que hay estudios que respaldan la relacion entre estas dos
enfermedades (Ma et al., 2021; Jenning et al., 2020; Gomez-Bafiuelos et al., 2019; Quirke
et al., 2014; Okada et al., 2013) sin embargo hay autores que niegan esta relacion (Mufioz-
Atienza et al., 2020; Konig et al., 2015).

Ademés de la asociacion con la AR bien documentada, se ha encontrado implicacion de
la PPAD con la enfermedad de Alzheimer y la ateroesclerosis. En una revision de literatura
se describe como los procesos de citrulinacion medidos por PAD 2 y PAD 4 conducen la
produccion de autoanticuerpos que contra la proteina de mielina que se asocian con
demencia, estos mismos autores proponen a la PPAD como un factor potencial de
citrulinacion de proteinas implicadas en la fisiopatologia de la enfermedad de Alzheimer,
aungue hacen falta estudios al respecto. En cuanto a la asociacién ateroesclerosis, aunque
no es clara aun se ha podido encontrar proteinas citrulinadas en placas ateroescloricas
principalmente en pacientes con AR, adicionalmente, se han encontrado proteinas que
favorecen la vasodilatacién como la bradiquinina citrulinada, lo que al parecer mantiene
esta vasodilatacién activa y prolongada (Olsen et al., 2018. Giles et al., en 2012, reportan
un aumento en la citrulinacién en el miocardio de pacientes con AR en comparacion con
el grupo control y no se descarta que esto mismo ocurra en poblacion general sin la
enfermedad autoinmune y que parte de la asociacion de P. gingivalis con enfermedad
cardiovascular sea por esta via.

De ahi la importancia de contar con un antigeno adecuado para la deteccion de anticuerpos
anti-PPAD, por lo cual se propuso en este estudio desarrollar una PPAD recombinante
como antigeno para la evaluacion de los anticuerpos contra esta proteina en pacientes con
AR comparados con individuos sanos sistémicamente.



Capitulo 2 21

2.1 Materiales y métodos

2.1.1 Amplificacién de los fragmentos N-terminal y C-terminal de
PPAD por PCR

La estrategia metodoldgica desarrollada en este trabajo incluyo la produccion de la
proteina PPAD en dos fragmentos, el N-terminal (NT) y el C-terminal (CT). Esta
metodologia se realizd de esta manera con la finalidad de facilitar el proceso y debido a
gue se requiere Unicamente como antigeno para la busqueda de anticuerpos en un grupo
de individuos, mas no se buscaba obtener la proteina de manera funcional.

Las secuencias de los primers para PPAD-NT y PPAD-CT fueron disefiados usando la
herramienta Primer3Plus: https://www.bioinformatics.nl/cqgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi, con la secuencia de la PPAD de P. gingivalis
(NC_002950.2) reportada en el GenBank del National Library of Medicine (NIH). Se realizé
verificacion de los  primers obtenidos con la  herramienta  BLAST
(https://blast.nchi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Ademas, de una PCR in silico y se confirmé que
el marco abierto de lectura no se corra para los dos fragmentos haciendo la traduccion a
proteina mediante la herramienta ExPASy (https://www.expasy.org/), esta traduccién fue
usada para confirmar que el producto corresponde a PPAD empleando la herramienta
BLAST de la base de datos Uniprot (http://www.uniprot.org/blast/uniprot/). Durante el
disefio se tuvo en cuenta incluir sitos de restriccion para las enzimas Xbal y Nsil, con el fin
de que los productos de PCR se pudieran insertar en los plasmidos para la clonacion,
ademas de un tag de Histidinas para realizar el seguimiento de las proteinas durante la
purificacién. Las secuencias de los primers se describen en la figura 2-1.

Se amplificaron los dos fragmentos por separado por PCR usando como plantilla DNA de
P. gingivalis de la cepa de referencia ATCC 33277, la cual se cultivd en agar Brucella (BD
BBL™) suplementado con 5% de hemina, 5% menadiona, 5% de sangres de cordero.
Posteriormente se incubo durante 4 dias en condiciones de anaerobiosis (Anaerogen,
Oxoid, Hampshire, England), una vez confirmada la pureza del cultivo se pasaron algunas
colonias a un tubo de agua grado molecular, posterior a homogenizacién fue almacenado
a -30°Cy se realiz6 la extraccién por choque térmico, la calidad del DNA fue evaluado por
cuantificacion con NanoDrop 2000.

La amplificacion del DNA se realizé por PCR convencional, el método fue estandarizado y
con las siguientes condiciones: la mezcla de PCR consisti6 en MgCl, 2 mM, buffer 1X
[GoTaqg Polimerasa® (Promega)l, dNTPs 0,4 mM, primers 1uM, DNA GoTaq G2
Polimerasa® (Promega) 0,125U y 3uL de DNA de P. gingivalis ATCC 33277. El corrido se
llevé a cabo en un termociclador T100 (Biorad ®) con un ciclo inicial de 94°C durante 50


https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.uniprot.org/blast/uniprot/
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segundos, seguido de 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, 47°C por 30 segundos y 72°C
por 2 minutos, y un paso final de extension de 72°C por 5 minutos.

Los productos de PCR fueron visualizados por medio de electroforesis en gel de agarosa
al 0.8% en buffer TAE (Tris-acetato-EDTA) con 0,5 pg/ml de bromuro de etidio. La
electroforesis se realiz6 a 80V durante 30min. Visualizados en un digitalizador de imagenes
GelDoc (Biorad ®), la fraccion de PPAD-NT se evidencié a una altura de 699 pb, y la de
PPAD-CT se logré evidenciar a una altura de 952pb. Se realiz6 la purificacion de los
fragmentos a partir de las bandas usando Montage DNA gel extraction kit (Millipore)
siguiendo las indicaciones del fabricante.

Figura 2-1: Secuencias de los primers de PPAD-NT y PPAD-CT. Se indican los sitios de
restriccion y las secuencias para las colas de Histidinas.

Colas de His  Xbal

{—l—\(—‘—ﬂ

PPAD_F699: 5’- ATGCAT CTAGAATGAAAAAGCTTTTACAGGC-3’

PPAD-NT PPAD_R699: 5’- TCGTGCHIGEAIATATTCGCCGTTCGGATCTTG-3'
.
Colas de His Nsil
Colas de His  Xbal
PPAD-CT —t——

PPAD_F952F: 5°ATGCATICTAGA TATCAACCATGTGGACTGTT-3"
PPAD_R952R : 5" TCGTGCAIGEARCTCACGGATTCCATTTCCTT-3’

Colas de His Nsil

2.1.2 Clonacién de PPAD-NT y PPAD-CT

La estrategia metodolégica para la clonaciéon de la PPAD consistié en dos clonaciones,
una primera en un vector de propagacion (pGEM R-T) y una segunda en un plasmido de
expresion (pET).

Para la primera clonacion los productos de PCR purificados fueron insertados en el vector
pPGEM R-T (Easy Vector System [-20 Promega®) siguiendo las proporciones de inserto,
vector y T4 ligasa recomendadas por los fabricantes. La reaccion de ligacion se incubo
durante 18 horas a temperatura ambiente.

Pasado el tiempo de la ligacién el plasmido recombinante fue transformado en E. coli Top
10y plaqueado en agar Luria Bertani (Difco™ LB Agar Miller) suplementado con ampicilina
(Sigma) a 100pg/mL (LB-AMP), después de la incubacion durante 24 horas a 37°C se
observo el crecimiento que corresponde a las células que captaron el plasmido, se
repicaron las colonias en agar LB-AMP para posteriormente hacer el rastreo de las colonias
por PCR usando las mismas condiciones previamente descritas.
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Las colonias con el inserto confirmadas por PCR, se sembraron en 5mL de caldo LB (Luria
Bertani) con 100ug/mL de ampicilina y se incubd durante 18 horas en agitacién (150rppm)
a 37°C. Pasado el tiempo de incubacion se centrifugd a 3500rpm a temperatura ambiente
y se retiraron los sobrenadantes.

Se empled un protocolo in house para la extraccion de pladsmidos, para lo anterior se
adicionaron 250uL de la solucién | (Glucosa 50nM, Tris HCI 256mM pH 8, EDTA
2,5mMpH8,0, RNAsa 10ug/mL) y 250 pL de solucion 11 (lisis) (NaOH 0,2M, SDS1%), se
mezclo por inversion hasta homogenizar y se incubd durante 10 minutos a temperatura
ambiente.

Luego se agrego la solucion 1l (acetato de potasio 3M pH4,8) y se mezcl6 por inversion,
se incubd durante 5 minutos a 4°C, se centrifugd a 14.000rpm durante 5 minutos a 4°C, y
el sobrenadante se transfirié a nuevo tubo estéril.

El sobrenadante se precipito con etanol absoluto grado molecular frio y se incubé a -80°C
durante una hora. Posteriormente, se centrifugo a 14.000rpm durante 15 minutos a 4°C, el
precipitado se realizé un lavado con etanol absoluto grado molecular, posteriormente se
realizé otro lavado con etanol al 70%, después de centrifugacién el DNA plasmidico fue
secado en el Savat DNA 120 SpeedVac Concentrator (Thermo Scientific) durante 5
minutos y se resuspendié en 50 pL de H,O estéril grado molecular, se realizé electroforesis
en un gel de agarosa al 1.5%, con el fin de confirmar la presencia del ADN plasmidico y
fueron cuantificados usando NanoDrop (Thermo Scientific).

Una vez purificados los plasmidos se procedio a hacer la segunda clonacién en el plasmido
de expresion, para esto se realiz6 la digestién con enzimas de restriccidn para el plasmido
pGEM (Easy Vector System 1-20 Promega®) con el fin de liberar el inserto con extremos
cohesivos, para proceder a la segunda clonacion en el vector de expresion pET
(Champion™ expression plasmid pET302/NT-His and pET303/CT. Invitrogen).

Se realiz6 una primera digestién del plasmido pGEM con la enzima de restriccion Xbal
durante 16 horas a 37°C, pasado el tiempo se detuvo la reaccion a 65°C durante 20
minutos. La segunda restriccion se realizé con la enzima Nsil durante 3 horas a 37°C.

Una vez confirmada la digestion del producto y del vector de expresién por electroforesis,
el producto fue purificado a partir de gel de agarosa usando el kit Montage DNA gel
extraction kit (Millipore) siguiendo las recomendaciones del fabricante.

El producto después de la digestion fue insertado en el vector de expresion pET
(Champion™ expression plasmid pET302/NT-His and pET303/CT. Invitrogen), las
proporciones inserto-vector fueron las recomendadas por el fabricante.

La ligacion fue incubada a temperatura ambiente durante toda la noche y se realiz6 la
transformacién en E. coli BL21 como se describié previamente. El rastreo de las colonias
transformantes se realizé por PCR usando las condiciones previamente descritas.
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Se confirmé la direccién del inserto por PCR usando primers del promotor T7 del plasmido
con diferentes combinaciones con el primer directo y reverso del inserto, ademas fue
confirmado por secuenciacion Sanger (Macrogen) una vez confirmada la direccion del
inserto se procedid a realizar la induccion de la expresién de cada fragmento de la proteina.

2.1.3 Induccién de la expresion de PPAD- NT y PPAD-CT en E.
coli BL21

Se prepar6 un preindculo con una de las colonias consideradas clones en caldo LB con
ampicilina (100pg/mL) y fue incubado durante toda la noche a 150rpm a 37°C.

Pasado el tiempo de incubacion se realizé una dilucién 1:50 del preinéculo en caldo LB
con ampicilina y se incubo en agitacion (150rpm) a 37°C hasta alcanzar una densidad
optica (DO) entre 0,4y 0,5 a una longitud de onda de 600nm. Una vez alcanzada la DO se
realizé la induccién con IPTG (Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido) a una concentracion
final de 1mM.

La induccién se evalué en diferentes tiempos (2, 4, 6 y 16 horas), pasado el tiempo de
incubacion se separaron las bacterias de los sobrenadantes. Posteriormente se realizd
SDS-PAGE al 12% a 80V durante 30min y fue tefiido con azul de Coomassie para
confirmar la presencia de la proteina recombinante en los sobrenadantes o en los pellets
celulares, se pudo determinar que la proteina se encuentra en los pellets bacterianos y no
en los sobrenadantes, por lo que se procede a realizar la lisis bacteriana y posterior
purificacién de PPAD-NT y PPAD-CT recombinante.

2.1.4 Purificacién de la PPAD-NT y PPAD-CT

Por tratarse de una proteina no secretada se realizé la lisis bacteriana, para esto se
adiciond lisozima (1 mg/mL) junto con cocktail de inhibidores de proteasas (Sigma P8340;
1 mM AEBSF, 14 uM E64, 15 uM Pepstatin A, 40 uM Bestatin, 20 uM Leupeptin, 0,8 uM
Aprotinin). Se realizaron dos ciclos de congelacion a -80°C durante 10 minutos, y
descongelacion a 37°C durante 10 minutos. Pasado este tiempo se sometid la muestra a
5 min de sonicacién sobre hielo Vibra-cell VCX 130 (Sonics), 40 % de amplitud, 30 s de
pulso y 15 s de reposo, la muestra fue centrifugada a 12000 rpm por 20 min a 4°C,
separandose el sobrenadante (fraccion soluble) y el pellet (fraccién insoluble o cuerpos de
inclusion). A partir de los cuerpos de inclusién se realizd purificacion de la proteina
recombinante en condiciones denaturantes, con el sistema de purificacion Ni-NTA
(HisPur™ Ni-NTA Resin Thermo) siguiendo las indicaciones del fabricante, usada para
purificacién de proteinas etiquetadas con residuos en tandem de histidinas.

La purificacion se confirm6 por SDS-PAGE al 14% de los eluidos obtenidos de la
purificacién con resina Ni-NTA, y posteriormente por Western blot, para lo que se realizé
la trasferencia de las proteinas a una membrana de PVDF (Polyvinylidene fluoride) Thermo
Scientific de 0,45um, con buffer de transferencia 1X (Tris base 25mM, glicina 192mM,



Capitulo 2 25

metanol 10% v/v, pH8,3), durante 1 h a 30V en el equipo PierceFast Semi-Dry Blotter
(Thermo Scientific). Se realizé el bloqueo de sitios inespecificos con (Tris-buffered saline
Tween) TBS-T-leche descremada al 5% durante 2 horas.

Una vez pasado el tiempo de bloqueo se incubd a temperatura ambiente la membrana con
el anticuerpo primario (His-Tag Antibody Cell Signaling) en una dilucién 1:1000 durante
tres horas. Pasado este tiempo se realizaron tres lavados con TBS-T-leche descremada al
5% y se adiciond el anticuerpo secundario anti-Rabbit HRP (KPL) (0,2 ug/mL) en TBS-T 'y
se incubd durante dos horas a temperatura ambiente, posteriormente se realizaron tres
lavados con TBST-leche descremada al 5% y se procedié a revelar por
guimioluminiscencia con luminol (Super Signal West Pico Chemiluminescent Sustrate.
Thermo), la reaccion fue evidenciada en el equipo ChemiDoc (BioRad®) y las imagenes
digitalizadas con el programa Imaging System (BioRad®).

2.2 Resultados

2.2.1 Amplificacion de los fragmentos PPAD -NT y PPAD-CT por
PCR

Se estandariz6 una PCR convencional con el fin de obtener los fragmentos de PPAD-NT
y PPAD-CT, para ello se empled DNA de P. gingivalis ATCC33277 como plantilla, estos
fragmentos se amplificaron con éxito, se evidencia la presencia de la banda a la altura
deseada 655 pb para PPAD-NT y de 952 pb para PPAD CT, las bandas encontradas
corresponden a los tamafios esperados a partir de los primers disefiados (figura 2-2 Ay
B). Con estos fragmentos se realiz6 la clonacion.

Este método de PCR convencional estandarizado fue empleado ademas para la
confirmacion de las colonias que se consideraron transformantes en el medio LB-AMP
durante la clonacion con el plasmido pGEM y el con el pET.
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Figura 2-2: Gel de agarosa para la deteccion de los fragmentos de PPAD-CT y PPAD-NT
amplificados a partir de DNA de P. gingivalis. A. Confirmacion del fragmento PPAD-NT. MP:
Marcador de peso molecular (50pb), lineas 1y 2: DNA de P. gingivalis ATCC 33277, linea 3 control
negativo, linea 4 control positivo; B. Confirmacién del fragmento PPAD-NT. MP: Marcador de peso
molecular (50pb), lineas 1 y 2: DNA de P. gingivalis ATCC 33277, linea 3 control positivo, linea 4
control negativo.

A

MP 31055 5248°3 04 8 MP 1 2 3 4
2000pbe—, 2000pbe— s
1000pb +— 4 : 1000ph«— S S S G0 —»952pb
- - 699pb
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2.2.2 Confirmacion de la direccion de inserto en el pET por PCR Yy
secuenciacion

Las colonias que fueron consideradas transformantes con el inserto para PPAD-NT y
PPAD-CT, se evaluaron por PCR con diferentes combinaciones de primers para confirmar
la direccionalidad adecuada del inserto, ademas se confirmé por secuenciaciéon Sanger,
con el fin de asegurar que la proteina expresada realmente corresponde a la PPAD.

En la figura 2-3 se puede observar las diferentes combinaciones de primers con el promotor
T7 del vector y del inserto con el fin de verificar la direccion del inserto. El set de primers
para los dos fragmentos muestra un tamafio superior al esperado esto debido a que se
estd amplificando el fragmento correspondiente a PPAD-NT de 699pb (figura 2-3 A-
corchete 1) o de PPAD-CT de 952pb (figura 2-3 B-corchete 1) con una porcion de la RNA
polimerasa T7, aqui no se confirma la direccién del inserto Gnicamente la presencia de
este. Posteriormente, se puede observar la amplificacion a la altura esperada para cada
uno de los fragmentos segun corresponde con el segundo set de primers los cuales son
primer directo de la T7 y el reverso del fragmento de PPAD confirmando que el fragmento
se cloné en la direccidn correcta (corchete 2), el tercer set de primers correspondiente al
directo de PPAD y el reverso de la T7 confirma nuevamente direccion de la clonacion por
lo que se observa cada producto a la altura esperada (corchete 3). Finalmente, el Gltimo
set de primers usando el primer directo de PPAD y el directo de la T7 no mostro
amplificaciéon confirmando la direccionalidad del inserto (corchete 4).
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Figura 2-3: Confirmacién de la direccion del fragmento clonado en el pET. En corchete se indica el
set de primers. A. MP: Marcador de peso molecular 50pb; lineas: 1, 2, 4, 6, 7, 9, 11, 12, 14, 16, 17
y 19 DNA plasmidico con el inserto de PPAD-NT; lineas: 3, 8, 13 y 18 controles negativos; lineas 5,
10 y 15 pozos vacios. B. MP: Marcador de peso molecular 50pb; lineas: 1, 2, 6, 7, 11, 12, 15y 16
DNA plasmidico con el inserto de PPAD-NT; lineas: 3, 4, 8, 9, 13, 14,17 y 18 controles negativos;
lineas 5, 10 pozos vacios.
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2.2.3 Induccion en la expresion de PPAD-NT y PPAD-CT

Una vez se confirmé la direccionalidad se realizé la induccion de la expresion de la proteina
PPAD-NT y PPAD-CT como se describié en materiales y métodos en E. coli BL21. Se
confirmo la expresion de la proteina PPAD-NT después de la induccion después de 2 horas
de induccién con IPTG1mM, en la figura 2-4A se puede observar una banda gruesa a
25kDa aproximadamente que corresponde a la proteina PPAD-NT. Por otro lado, el
fragmento de PPAD-CT se evidencio la expresion a las 4 horas de induccion como se
muestra en la figura 2-4B con un tamafo de 32 kDa aproximadamente. En los
sobrenadantes no se encontrd la presencia de proteina PPAD, se concluye que la proteina
esta en cuerpos de inclusién y por ello se requirié de la extraccion para lograr purificar los
dos fragmentos de la proteina PPAD.
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Figura 2-4: SDS PAGE de la expresion de los fragmentos de PPAD previamente clonados en
diferentes tiempos de induccion en E. coli BL21 con IPTG 1mM A. Expresién de PPAD-NT en pellets
tras la induccion. MP: Marcador de peso molecular, linea 1: 2 h de induccién, linea 2: 4 h de
induccion, linea 3: 6 h de induccién, linea 4: 16 h de induccién. B. Expresion de PPAD-CT en pellets
tras la induccién. MP: Marcado de peso molecular, linea 1: sin induccién 2 h incubacién; linea 2: 2
h de induccidn, linea 3: 4 h de induccion, linea 4: 4 horas de induccion. Tincién con azul de
Coomassie.
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2.2.4 Purificacion de PPAD-NT y PPAD-CT

Después de la induccion de cada uno de los fragmentos, se procedié a realizar la
purificacién de los fragmentos con la resina acoplada a niquel (Ni-NTA, Invitrogen), que
permite la purificacion de proteinas con Tag de Histidinas. En la figura 2-5 de puede
evidenciar el SDS-PAGE con coloracién de azul de Coomassie, en el que se muestran los
eluidos obtenidos de esta purificacién. Se observan dos bandas para la PPAD-NT (lineas
1, 2y 3) a alturas entre ~25 y 27 KDa y dos bandas para PPAD-CT (lineas 4 y 5) a alturas
entre ~27 y 32 KDa, este doble bandeo en el caso de la purificacion de los dos fragmentos
de PPAD podria ser debido a isoformas de la proteina, este fendbmeno es comudn en estos
procesos de obtencién de proteinas recombinantes.

La produccién y purificacion de la proteina PPAD se confirmé por Western blot usando un
anticuerpo anti-Histidinas, en la figura 2-6 se puede observar la confirmacion de la
purificacién de los dos fragmentos de la proteina, ademas se confirmé que el doble bandeo
corresponde a la proteina recombinante, confirmando asi las isoformas de cada fragmento.

Estos dos fragmentos de la proteina PPAD pueden ser usados como antigeno para buscar
anticuerpos anti-PPAD en suero de pacientes con enfermedades sistémicas en la que esta
asociada la citrulinacién, como la AR y la enfermedad de Alzheimer.
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Figura 2-5: SDS-PAGE de la purificacion de PPAD-NT y PPAD-CT mediante resina Ni-NTA. MP:
Marcador de peso molecular. Lineasl, 2 y 3: eluidos de PPAD-NT,; lineas 4 y 5: eluidos de PPAD-
CT de la purificacién por la resina Ni-Nta. Gel de poliacrilamida al 14%, 80V, 60min, tincién con azul
de Coomasie.
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Figura 2-6: Western blotting para PPAD-NT y PPAD-CT. MP: Marcador de peso molecular. Lineas
1, 2y 3: elucién purificada de PPAD-NT,; lineas 4 y 5: elucion purificada de PPAD-CT.
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2.3 Discusion

En este estudio se propuso clonar por aparte la PPAD en sus extremos amino terminal y
carboxilo terminal, si bien, por lo general el objetivo de la expresibn de proteinas
recombinantes es evaluar su actividad bioquimica o biolégica, como catalisis enzimatica o
interacciones ligando-proteina, es decir generar una proteina activa. Con frecuencia, la
actividad deseada es apoyada por un dominio discreto, y por lo tanto a menudo no es
necesario expresar la proteina de longitud completa, esto dependera de los objetivos
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finales de la proteina. Al expresar un dominio de proteina, la eleccion de los extremos Ny
C-terminales representa una consideracion importante porque incluso pequefas
diferencias pueden dramaticamente influir tanto en la solubilidad como en la expresion de
esta (Structural Genomics Consortium et al., 2008).

En este trabajo se produjo la proteina PPAD en dos fragmentos, para favorecer la
metodologia y obtencion de la proteina, buscando que fuese secretada espontaneamente,
considerando que muchos de los polipéptidos recombinantes producidos en altos niveles
en E. coli se localizan en el citoplasma en forma insoluble y compacta, formando cuerpos
de inclusién que requieren de procesos adicionales de purificacién y que finalmente alteran
la actividad de la proteina (Garcia et al., 2013). Adicionalmente, producir proteina de mas
de 50kDa generan complicaciones técnicas mayores a las que se pueden presentar en
proteinas mas pequefas. Asi mismo, se ha descrito que la proteina completa es inestable,
y genera niveles bajos de expresion. Otros autores como Rodriguez et al., en 2009, han
producido esta PPAD recombinante en E. coli y han podido evaluar su actividad
enzimatica, en este estudio la proteina no fue secretada por lo que requirié procesos de
lisis. Sin embargo, como el fin de este trabajo no era evaluar actividad enzimética este
proceso de lisis no afectd las recombinantes realizadas para ser usadas como antigeno en
la busqueda de anticuerpos en pacientes.

Las proteinas secretadas por E. coli de forma insoluble, es una consecuencia del
plegamiento de proteinas, la agregacion y la acumulacion intracelular como cuerpos de
inclusion; a veces puede no observarse una expresion suficiente debido a la degradacion
de la proteina o la traduccion insuficiente (el ARNm puede permanecer en la estructura
secundaria y obstaculizar la traduccién) (Structural Genomics Consortium et al., 2008).

Los sistemas de secrecion de proteinas son vitales para la vida procariota, agentes
guimicos, podrian afectar estos procesos favoreciendo la liberacion de factores de
virulencia, afectando la actividad de estas proteinas. En los sistemas de clonacion en E.
coli, se puede afectar la proteina a producir ya que es una bacteria cuyos sistemas de
secrecion estan determinados por los tipos Il y V Gnicamente (Vidal et al., 2007). Sin
embargo, P. gingivalis presenta como sistema de secrecion el tipo IX (T9SS), un tipo de
secrecion de proteinas recientemente descrito para unas especies del filum Bacteroidetes
el cual transloca proteinas a través de la membrana externa, en el cual las proteinas que
van a ser secretadas deben tener un dominio C-terminal conservado por lo que es
eliminado por una proteasa con actividad de sortasa y un LPS anionico se une al C-terminal
recien formado. Como resultado, una proteina podria ser secretada en el medio
extracelular o unida covalentemente a la superficie bacteriana (Gorasia et al., 2022;
Gorasia et al., 2015), de acuerdo con esto, producir proteinas de P. gingivalis en E. coli
tiene limitaciones en cuanto a la actividad real de la proteina ya que no tendria los cambios
postraduccionales que son esenciales para la actividad funcional de las proteinas
bacterianas, se ha propuesto generar estas proteinas usando como células huésped
alguna bacteria perteneciente al filum Bacteroidetes, superphylum Fibrobacteres-Chlorobi-
Bacteroidetes (FCB), sin embargo, esto hace el proceso muy costoso y demorado, por
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tratarse de microorganismos anaerobios exigentes nutricionalmente y de crecimiento lento
(Veillard et al., 2015). En este trabajo se propuso generar dos fracciones de la proteina
PPAD para ser usadas como antigenos inductores de anticuerpos en pacientes con AR,
por lo que la actividad de la enzima no era objetivo primario y por ello se desarroll6 en E.
coli y en dos fracciones.

Stobernack et al., (2016) reportan diferencias entre la capacidad de citrulinacion de las
diferentes de cepas de P. gingivalis a partir de algunos aislamientos clinicos, comparando
las cepas de referencia W83, ATCC 33277 y aislamientos clinicos como el MDS 45 y el
MDS 16, dando como resultados que la cepa W83 y el aislamiento MDS 45 son potenciales
citrulinantes de 25 proteinas extracelulares de P. gingivalis, después de un analisis
protedmico se revelo la presencia de dos péptidos del dominio C-terminal en estas cepas,
lo que sugiere que el procesamiento incompleto de la proteina mediante la secrecién de la
misma influye en la actividad enzimatica de PPAD y que probablemente los péptidos
asociados al aumento de la actividad de la AR asociados con citrulinacion, estén en la
region carboxilo terminal de la proteina.

Por otro lado, en este trabajo la estrategia consisti6 en dos clonaciones en diferentes
vectores, la clonacion inicial en el plasmido de propagacion pGEM R-T permite una facil
clonacién, debido a gue agregan una timidina en el extremo 3 terminal del sitio de insercién,
lo cual mejora en gran medida la ligacién del inserto al plasmido, evitando la recirculacion
de este, E. coli TOP10 es un hospedador ideal para la propagacién del plasmido debido a
gue proporciona una eficiencia de transformacion de 1 x10° UFC X pg de ADN plasmidico
(Thermofisher). Posterior a esta primera clonacion de propagacion, se realizé clonacion
del fragmento de interés en el plasmido de expresion, pET es un plasmido ideal para la
expresion de proteinas recombinantes en E. coli BL21 debido a que en el plasmido se
encuentra el gen de la ARN polimerasa T7 bajo el control del promotor lacUV5, al inserto
estar presente en la zona del operén Lac se asegura que con la induccién con IPTG se
evidenciara una alta expresién de la proteina clonada, como se evidencié en este trabajo
(Jeong et al., 2015).

El sistema de purificacién de proteinas Ni-Nta es un método que permite la purificacién de
proteinas recombinantes que contienen un Tag de histidinas mediante la afinidad y
selectividad que tienen los iones de Niquel en este caso con los residuos de histidina
(Crowe et al., 1995). Por lo tanto, existe una ligera posibilidad de debilitamiento de la
actividad proteica o alteracién de su plegamiento adecuado, (Owczarek et al., 2019)
generando variantes o isoformas de un peso molecular similar al producto esperado y que
se logran ver en el analisis por SDS-PAGE. Con esta metodologia se logré purificar la
proteina recombinante de PPAD es sus extremos N-terminal y C-terminal. Las isoformas
de proteinas ocurren comunmente en la naturaleza y en productos producidos por
tecnologias de ADN recombinante.

Las implicaciones biolégicas de estas isoformas no son faciles de determinar. Puede ser
necesario realizar un trabajo adicional de caracterizacion biol6gica para evaluar las
consecuencias biolégicas de las isoformas (Federici et al., 2003), aunque en este estudio
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no se requieren este tipo de evaluaciones. Sin embargo, la generacion de isoformas de la
misma proteina no interfirié en la deteccion por los anticuerpos contra esta proteina sérica,
debido a que las secuencias de aminoacidos especificos reconocidos por los anticuerpos
no fueron afectadas.

También la aparicién de bandas cercanas al producto esperado puede deberse a ligeras
degradaciones que sufre la proteina en los cambios abruptos de temperatura y condiciones
durante el proceso de lisis y fijacion a la resina, sin que se trate de otra proteina.

En conclusion, se obtuvieron con éxito los fragmentos amino y carboxilo terminal de la
PPAD recombinante, con una alta pureza y un alto rendimiento, lo que permitird su uso
como antigeno para la blusqueda de anticuerpos en muestras de pacientes con artritis
reumatoidea.

2.4 Conclusién

Se obtuvieron con éxito los fragmentos: amino terminal y carboxilo terminal de la PPAD
recombinante, con una alta pureza y un alto rendimiento, lo que permitird su uso como
antigeno para la busqueda de anticuerpos en muestras de suero de pacientes con ARy a
futuro de otras enfermedades sistémicas en que esta proteina este implicada.
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3.Purificacion de RgpA a partir de vesiculas
de membrana externa de Porphyromonas
gingivalis (Castillo et al., 2022)

P. gingivalis, una bacteria anaerobia estricta, asacarolitica, produce enzimas proteoliticas
gue son considerados factores de virulencia y realizan diferentes funciones en la fisiologia
bacteriana. Estas enzimas son esenciales para adquirir aminoacidos como fuentes de
carbono y energia, promover el crecimiento bacteriano, procesar proteinas de la
membrana externa, expresar fimbrias y regular y expresar proteasas (Kuramitsu et al.,
1998).

La capacidad proteolitica de estas gingipainas favorece la patogénesis de P. gingivalis,
afectando la respuesta inmune al degradar anticuerpos y citocinas, inactivando los
receptores tipo Toll (Toll-like receptors, TLRs) y favoreciendo la escision proteolitica de los
receptores de membrana CD14 (Wilensky et al.,, 2013). Degradan los factores del
complemento C3 y C5 lo que lleva a la infiltracién leucocitaria, y ayudando a la respuesta
inflamatoria y persistencia de bacterias en las bolsas periodontales (Wingrove et al., 1992;
Imamura et al., 2003a; Imamura et al., 2003b). Ademas, activan las metaloproteinasas de
matriz (MMP) e inactivan los inhibidores intrinsecos de proteasas, favoreciendo la
destruccion del tejido periodontal, aumentando la permeabilidad vascular, alterando la
cascada de coagulacion local y favoreciendo la hemaglutinacién y la formacion de biofilm
(Jia et al., 2019; Nemoto et al., 2016). Aunque la Lys-gingipaina se ha asociado con el
desarrollo de periodontitis en un modelo murino (Pathirana et al., 2007), las Arg-
gingipainas también se han relacionado con el desarrollo y la progresion de la periodontitis
y otras afecciones sistémicas, como la enfermedad de Alzheimer (Dominy et al. 2019), la
enfermedad de Parkinson (Adams et al., 2019), complicaciones del embarazo (Chen et al.,
2009; Schenkein et al., 2013) y AR (Johansson et al., 2016; Jasemi et al., 2021).

Aunque las gingipainas se expresan constitutivamente en P. gingivalis, sus niveles de
actividad varian entre los aislamientos clinicos debido a diferencias genéticas y estimulos
ambientales (Seers et al., 2020). Sin embargo, se ha confirmado que, a nivel genético, la
secuenciacion del genoma de P. gingivalis mostro baja diversidad y alta conservacién de
rgpAy rgpB, el dominio catalitico de Kgp tiene dos variantes y el dominio de adhesina tiene
tres variantes (Dashper et al., 2017).



34 Presencia de RgpA, anticuerpos anti-RgpA y su asociacidon con artritis

reumatoide

Las vesiculas de membrana externa (OMV), son mecanismos de secrecion de muchas
especies de bacterias y en P. gingivalis, se ha reportado de 3 a 5 veces mayor cantidad
de gingipainas en estas vesiculas comparadas con las concentraciones detectadas en los
extractos de la bacteria completa (Potempa et al, 1995a; Li et al., 2011; Nakao et al., 2014).
Adicionalmente, se ha descrito que las cepas que presentan una vesiculacibn mayor son
aqguellas con fimbrias mayores como la cepa ATCC 33277 (alelo fimbrial tipo 1) y la cepa
ATCC 49417 (alelo fimbrial tipo Il), el proceso de vesiculacién es dependiente de fimbrias,
cepas capsuladas como la W83 presenta fimbrias tipo 1V y la capacidad de vesiculacion
es inferior (Xie et al., 2015). Se ha descrito que la cepa HG66 no retiene gingipainas debido
a una mutacion espontanea por lo que las secreta al medio de cultivo en altas
concentraciones (Potempa et al, 2007).

El analisis de espectrometria de masas de OMV obtenido de las cepas de P. gingivalis
ATCC 33277 y W83 revel6 que las gingipainas (RgpA, RgpB y Kgp) comprenden una alta
proporcion de las proteinas vesiculares (Mantri et al., 2015). Por ser factores de virulencia
importantes de este microrganismo, es necesaria la purificacion de estas proteasas con el
fin de estudiar mas a fondo su implicacion en periodontitis y alteraciones sistémicas
(Dominy et al.,, 2019; Adams et al., 2019; Chen et al., 2009; Schenkein et al., 2013;
Johansson et al., 2016), se ha reportado previamente la obtencién con éxito de la RgpB
de manera nativa (Potempa et al., 2007), asi como la produccion de RgpB de manera
recombinante (Veillard et al., 2015). Sin embargo, las gingipainas in vivo requieren de una
serie de modificaciones postraduccionales antes de ser secretadas, lo que hace que estas
enzimas tengan actividad y no sufran degradacién por procesos auto-proteoliticos, para
gue esto ocurra la bacteria secreta estas proteasas a través del sistema de secrecion tipo
IX (T9SS) (Gorasia et al., 2022; Gorasia et al., 2015) descrito en el superphylum
Fibrobacteres-Chlorobi-Bacteroidetes (FCB), estudiando principalmente en P. gingivalis.
Veillard et al., (2015), reportan que para que la RgpB sea producida de manera
recombinante debe ser producida en P. gingivalis, lo que lo hace un proceso largo y
costoso, debido a la dificultad para purificar las proteasas de manera nativa se sugiere esta
como la mejor alternativa. Unicamente se describe la purificacién de manera nativa de
RgpB y la produccién recombinante de esta misma.

Por lo anterior, en este capitulo se propone purificar de manera nativa la proteasa RgpA,
con el fin de evaluar mecanismos patogénicos asociados con esta proteasa, ademas del
desarrollo de métodos diagnésticos.
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3.1 Materiales y métodos
3.1.1 Obtencion de anticuerpos policlonales anti-HA1

Multiples secuencias de RgpA reportadas (Imamura et al., 2003; Curtis et al., 1999), fueron
analizadas para homologia usando las bases de datos del National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/) y las
herramientas BLAST del NCBI.

Segun reportes de la literatura (Potempa et al., 2003; Fitzpatrick et al., 2009; Li et al., 2011)
la regién 719 a 865 del dominio hemaglutinina adhesina de la RgpA presenta una
homologia del 45% con el mismo dominio de Kgp, por lo cual esta region puede ser usada
para producir anticuerpos especificos anti-RgpA. Se realizo la prediccion de los epitopos
de las células B y T para esta region de RgpA, introduciendo la informacién existente sobre
los alelos del antigeno leucocitario humano (HLA) mas frecuentemente reportados en
pacientes susceptibles a P. gingivalis y descritos en enfermedad periodontal (Repeke et
al., 2012; Sippert et al., 2015). La seleccion de epitopos de células B se realiz6é con las
herramientas Bcepred, BepiPred 1.0, ABCpred y para la seleccion de epitopos de células
T se usaron las herramientas ProPred y MHCPred version 2.0.

Se seleccionaron dos péptidos que tuvieron el score mas alto para epitopos de células B
y T: HAl(a): YHFLMKKMGS y HA1l (b): PFEYTVPENADPSCSP. A los dos péptidos
escogidos se les realiz6 un BLAST con la herramienta de la base de datos UniProt
(http://www.uniprot.org/blast/) se confirmé la especificad para RgpA de P. gingivalis, este
andlisis arrojo una identidad del 100% con Arginine-specific cysteine proteinase Rgp
Hemagglutinin/protease de P. gingivalis, una vez confirmado esto se solicit6 la sintesis de
los péptidos sintéticos a Genscript Biotech Corp (Piscataway, New Jersey, United States).

Adicionalmente, se produjeron anticuerpos policlonales monoespecificos dirigidos contra
péptidos de la region 719 a 865 del dominio hemaglutinina adhesina de RgpA, los péptidos
fueron inoculados en 4 ratas macho Wistar de 250 gr de peso de acuerdo con las
recomendaciones de Morales et al. (2017). La experimentacién con animales fue aprobada
por el comité de ética institucional de la Universidad El Bosque, mediante el acta 012-2016.

El esquema de inmunizacion comprendié de una dosis de sensibilizacién con Imject Alum
Adjuvant® (ThermoScientific), ocho dias después se inoculé una primera dosis (100 ug de
los péptidos HAla y HA1b en proporcion 1:1 con adyuvante), y un refuerzo de 100 ug por
100 L, 15 dias después de la primera dosis. La eutanasia de los animales siguiendo los
principios éticos, se realiz6 ocho dias después de la ultima inoculacién y los sueros fueron
separados, alicuotados y almacenado en -20°C para confirmar su especificidad y posterior
caracterizaciéon. Uno de los animales no fue inoculado con los péptidos para ser mantenido
como control negativo.
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Inicialmente se confirmé la presencia de anticuerpos anti-H1 en los sueros de los 4
animales, por ELISA indirecto in-house (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), este
ensayo se estandariz6 usando como antigeno dos concentraciones de la mezcla de los
péptidos HAlay HAlb. Se realizé un ELISA de control utilizando el lisado bacteriano como
antigeno (10 pg/mL de mezcla de P. gingivalis ATCC 33277 y W83). Los péptidos y lisados
se diluyeron en buffer fosfato salino estéril (PBS; pH 7,6), se agregaron a 100 pL/pozo para
la sensibilizacion de las placas y fueron incubadas durante 16 h a 4°C y luego se lavaron
con PBS-Tween20 al 0,1% (PBS-T; pH 7,6) en un lavador de ELISA, Wellwash (Thermo
Scientific).

Posteriormente se realiz6 el bloqueo de los sitios inespecificos con PBS 1X Tween 0,1%,
leche descremada 3%, BSA (Bovine serum albumin) (Amresco) 1,5% durante una hora a
37°C, seguido de 3 ciclos de lavado. El anticuerpo primario fue evaluado en diferentes
diluciones (1:100, 1:200 y 1:400) y se incub6 a 37°C durante una hora, pasado el tiempo
de incubacion se realizaron nuevamente 3 lavados.

El anticuerpo secundario anti-Rat-IgG acoplado a peroxidasa HRP (KPL) fue adicionado a
0,2ug/mL, se incubd durante una hora a 37°C, pasado el tiempo de incubacion se
realizaron 3 lavados como se describieron previamente y se revelo con 3,3,5,5-
tetramethylbenzidine (TMB) Microwell Peroxidase Substrate System (KPL) incubando
durante 10 minutos y se detuvo la reaccién con acido ortofosférico (HsPO4) 1M (Emsure®
1000, Merck-Sigma Aldrich). La lectura fue realizada en un lector de ELISA Infinite® 200
PRO Tecan a una longitud de onda de 450nm y 620nm como referencia los ensayos se
realizaron por duplicado. Se realiz6 una prueba t- Student para comparar las unidades de
absorbancia de los titulos de anticuerpos anti-H1 de cada uno de los animales inocularos.

La presencia de anticuerpos anti-H1 en los sueros de los animales se confirmé utilizando
un ensayo de Western Blot. Se realiz6 SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide
gel electrophoresis) al 14% de sonicados de P. gingivalis ATCC 33277 y W83 (75ug/pozo)
y fue transferido a una membrana de PVDF (Polyvinylidene fluoride) Thermo Scientific de
0,45um, con buffer de transferencia 1X (Tris base 25mM, glicina 192mM, metanol 10% v/v,
pH8.3), durante 1 h a 30V usando el equipo PierceFast Semi-Dry Blotter (Thermo
Scientific). Posteriormente se lavé con TBS-T (Tris-buffered saline Tween) [Tris-HCI 20
mM pH 7,5; NaCl 150 mM; 0,1% Tween 20] y se procedi6 a realizar el bloqueo de sitios
inespecificos con TBS-T con 5% de leche descremada durante 2 horas. La membrana se
incubo con dos diluciones diferentes de suero de rata (1:100 y 1:200) durante toda la noche
a temperatura ambiente y luego se lavé tres veces con leche descremada al 5% en TBS-
T.

La membrana se incubé con anticuerpo secundario anti-rata conjugado con peroxidasa de
rabano picante (HRP) (0,2 pg/mL; KPL) en TBS-T durante 2 h a temperatura ambiente, se
lavé y se revel6 usando un sistema de quimioluminiscencia (Super Signal West Pico
Chemiluminescent Substrate; Thermo Fisher Scientific). La reaccién se visualiz6 usando
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un analizador ChemiDoc (Bio-Rad) y las imagenes se digitalizaron usando el programa
BioRad Imaging System.

3.1.2 Purificacion de vesiculas de membra externa de P.
gingivalis y confirmacion de actividad de proteasa

Las vesiculas de membrana externa (OMV) se obtuvieron a partir de sobrenadantes de
cultivos de P. gingivalis ATCC 33277 en caldo BHI (Brain Heart Infusion) (BD BBL™)
suplementado con 5% de hemina y 5% menadiona e incubados en condiciones
anaerdbicas y en agitacién a 90 rpm durante 48 horas. Se realizé la ultracentrifugacion a
100,000xg durante 1 h (Optima™ MAX-TL ultracentrifuge, Beckman Coulter) a 4°C,
siguiendo el protocolo descrito anteriormente (Castillo Y et al., 2022). La confirmacion de
la obtencion de las OMV se realizé mediante SDS-PAGE al 14% con tincién con nitrato de
plata, a ciclo de purificacién se le confirmd la concentracion de proteinas con acido
bicinconinico (BCA).

La sonicacion de las OMV se realiz6 durante 5 minutos en un Vibra-cell VCX 130, Sonics
a una amplitud de 40, 7 ciclos (30 segundos ON, 15 segundos OFF) sobre hielo, en el
buffer de re-suspension de las vesiculas de membrana externa (Tris HCl 20mM pH8.0) con
un cocktail inhibidor de proteasas (Protease Inhibitor Cocktail, Sigma P8340). Los extractos
fueron conservados a -80°C hasta su uso.

3.1.3 Cromatografia en fase liquida (FPLC) de intercambio idnico

Inicialmente se realiz6 la cromatografia de intercambio anidnico, a partir de las OMVs
previamente obtenidas y sonicadas, se tomaron 1000uL por cromatografia, se ajustaron
las condiciones de corrido para obtener fracciones de 250 pL empleando una columna
UNO Q1 Column #7200001 (BioRad) en el equipo BioLogic DuoFlow™ (BioRad).

Se utilizé un protocolo estandarizado con un flujo isocratico de 3 mL de buffer A (20 mM
Tris HCI, pH 7,5) a una velocidad de flujo de 1 mL/min, seguido de la inyeccion de la
muestra a una velocidad de flujo de 1 mL/min. Seguido de un flujo isocrético de otros 3 mL
de buffer A, seguido de un gradiente de 100 % de buffer A al 100 % de buffer B (20 mM
Tris HCI, pH 7.5 + 1 M NaCl) con un volumen de 20 mL a una velocidad de 1 mL/min.

Las fracciones recolectadas se concentraron usando filtros Pall Nanosep™ 3 kDa
siguiendo las recomendaciones del fabricante. La actividad proteasa en las fracciones
concentradas se detecté utilizando el sustrato fluorométrico Z-Gly-Gly-Arg 7-amido-4-
metilcumarina clorhidrato (CAAM; Sigma) segun reportes de Slots et al., 1987, con algunas
modificaciones (Castillo Y et al., 2022).
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Las fracciones positivas para CAAM de la cromatografia de intercambio anionico se
mezclaron y se realiz6 una segunda cromatografia de intercambio catidnico usando
acetato de sodio 20 mM (buffer A) y NaCl 1 M (buffer B). Las condiciones de corrido se
ajustaron para obtener fracciones de 200 pL utilizando una columna ENrich™ S 5x50 (Ref
780-0021; BioRad).

El protocolo de corrido se inici6é con un flujo isocratico de 3mL de Buffer A al 100%, seguido
de la inyeccion de los concentrados positivos para CAAM 1mL/minuto, posteriormente se
realizo otro flujo isocratico de 3mL del buffer Ay se inici6 el gradiente iniciando con 100%
de buffer A hasta 0% y de 0% a 100% de buffer B con un volumen de 20mL a una velocidad
de 1mL/minuto. Se repiti6 la concentracion de las fracciones con los filtros Pall Nanosep™
3kDa y el seguimiento de la actividad de las gingipainas R con CAAM.

3.2 Resultados

3.2.1 Caracterizacion de las OMV purificadas y los anticuerpos
anti-H1

Las OMV purificadas se confirmaron mediante microscopia electronica de transmision
(TEM), como se describi6 anteriormente (Castillo Y et al., 2022) (Figura 3-1), y sus perfiles
de proteinas se evaluaron mediante SDS-PAGE al 14 % (Figura 3-2), que mostr6 un patrén
de bandas consistente.

Figura 3-1: Microscopia electrénica de transmision (TEM) de P. gingivalis en proceso de
vesiculacion, obtenidas durante el proceso de purificacion de las OMV.

i e @ g X
Tomado de Castillo Y et al., 2022.
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Figura 3-2: SDS-PAGE 14% de dos lotes diferentes de vesiculas de membrana de P. gingivalis
ATCC 33277. Marker: Marcador de peso molecular, linea 1y 2: lotes diferentes de produccion de
vesiculas de membrana externa. Tincidn con nitrato de plata
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La figura 3-3A muestra la deteccion de anticuerpos anti-H1 por ELISA en placas
sensibilizadas con los péptidos sintéticos. La absorbancia de los sueros de los animales
inmunizados fue significativamente mayor que la de los sueros preinmunes. Los sueros de
la rata #3 mostraron una reactividad significativamente menor que los sueros de las ratas
#1y #2. La dilucion del suero de la rata #3 (1:200 y 1:400) aumentd la absorbancia, lo que
indica un efecto prozona. Una placa ELISA sensibilizada con los dos lisados de P.
gingivalis produjo una absorbancia menor que la obtenida utilizando el ELISA mencionado
anteriormente. Los titulos de anticuerpos mas altos se observaron en el suero del animal
#2, el cual fue seleccionado para el seguimiento de la proteina RgpA (Figura 3-3B).

La figura 3-3C muestra el Western blot de las proteinas de P. gingivalis utilizando los cuatro
sueros de rata. Los sueros positivos detectaron una banda de 75 kDa, que es del tamafio
esperado de la proteina RgpA. Se observaron bandas adicionales con los antisueros 1y
3, que pueden ser RgpA que esta parcialmente digerida o tiene modificaciones
postraduccionales debido a que esta proteina sufre degradacion autocatalitica. Basandose
en estos resultados, se utilizé el antisuero 2 para realizar el seguimiento de la RgpA
durante los procesos de purificacion.
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Figura 3-3: Produccion y caracterizacion de anticuerpos anti H1 A: Titulacion de
anticuerpos a H1 en sueros de ratas Wistar post inoculacién, detectados por ELISA usando
como antigeno los péptidos. B: Titulacion de anticuerpos a H1 en sueros de ratas Wistar
post inoculacion, detectados por ELISA usando antigeno P. gingivalis ATCC 33277 y W83.
C: Wertern Blot para P. gingivalis ATCC 33277 y W83 con suero pre-inmune, antisuero 1,
2y 3.*p<0,05tTest
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3.2.2 Purificacion de RgpA por FPLC

La Figura 3-4A muestra el primer paso de cromatografia de intercambio aniénico, de las
vesiculas sonicadas. Se observaron ocho picos en el cromatograma, que se evalué
mediante CAAM para evaluar la actividad de la gingipaina. Las OMV sonicadas contenian
1575 unidades de fluorescencia (FU) y se usaron como control positivo para la actividad
de la proteasa. Solo un pico mostrd actividad amidolitica (334 FU), y las fracciones
reunidas y concentradas en este pico produjeron 496 FU de actividad. A continuacién, el
concentrado de proteina se sometidé a una segunda FPLC de intercambio cationico. Se
observo un solo pico con actividad de proteasa (1077 FU) correspondiente a RgpA. El
rendimiento final de RgpA a partir de 1L con (Log10) 7,4 + 0,08/mL unidades formadoras
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de colonias (UFC) de cultivo bacteriano fue del 12,6% (2 mg/mL), con 3,2 FU/ug de
actividad amidolitica (Tabla 3-1). El producto purificado se confirmé mediante SDS-PAGE
en presencia de una Unica banda de 75 kDa con actividad amidolitica, correspondiente a
la gingipaina RgpA, que se confirmé mediante transferencia de Western usando el
anticuerpo aHAL1l generado contra el dominio Unico de hemaglutinina RgpA, lo que
demuestra que hemos desarrollado un protocolo de purificacién exitoso que evita la
actividad de la proteasa autolitica (Figura 3-5).

Figura 3-4: Purificacion de RgpA a partir de un pool de varios lotes de produccién de vesiculas de
membrana externa de P. gingivalis. A. Cromatografia FPLC de intercambio de aniénico. B.
Cromatografia FPLC de intercambio catidnico. En cada pico la fluorescencia se indican las unidades
detectadas con el sustrato CAAM para la actividad de la gingipaina, en la parte inferior derecha de
cada imagen se indican las unidades de fluorescencia de la OMV sonicada antes de la
cromatografia.
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Tabla 3-1: Rendimiento de la purificacion de RgpA a partir de OMV de P. gingivalis.

Paso Volumen Proteina Actividad Rendimiento Veces de
(L) mg/mL FU/ug* (%) purificacién
Primary culture [CFU (Logio) 7.4 + 0.08/mL] 1 40 210.8 100 1
Purificacion de OMV 8.3mL 16.6 50 23.7 3
Cromatografia de intercambio aniénico 4.1 mL 2.6 44.4 21.1 200
Cromatografia de intercambio catidnico 1.6 mL 2 26.6 12.6 400

*Actividad amidolitica usando CAAM

Figura 3-5: Confirmacion de la pureza de la proteina RgpA. A. SDS-PAGE al 14 %, tincién con
nitrato de plata. B. Western blot para la deteccién de la proteina RgpA utilizando anticuerpos anti-

AH1 como anticuerpo primario.
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En este tercer capitulo se describe como se logré purificar con éxito la gingipaina RgpA a
partir de vesiculas de membrana externa de P. gingivalis (ATCC 33277), se logré un
rendimiento final del 12,64%, superior a lo reportado por otros investigadores (Veillard et
al., 2015; Kadowaki et al., 1994; Chen et al., 1992), a pesar de la alta capacidad proteolitica
de esta proteasa en este trabajo se purifico la RgpA activa con un tamafio de 75kDa.

Diferentes autores han purificado proteasas de P. gingivalis, con resultados disimiles, Chen
et al. (1992) reportan la purificacion de una gingipaina de 50kDa, Kadowaki et al. (1994) y
Pathirana et al., (2006) purifican gingipaina R de 45kDa, Nakayama et al., (1995) Arg-
gingipaina de 44kDa. Otros autores han purificado estas gingipainas de manera
recombinante en Escherichia coli reportando un tamafio de aproximado de 58kDa
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(Margetts et al., 2000). Méas recientemente Veillard et al., (2015) purifican gingipaina RgpB
altamente glicosiladas con un tamafio de 70-90kDa y otra mas pequefia o que han perdido
parte del extremo carboxiterminal por la actividad proteasa de las gingipainas, debido a
que estas tienen capacidad auto-catalitica para su maduracion (Potempa et al., 2003). En
este estudio se logrd la purificacion de la RgpA nativa con un peso de 75kDa, por la
estrategia metodolédgica que se ha desarrollado se sugiere que esta proteina nativa incluye
el dominio hemaglutinina-adhesina y por ser una proteina nativa es considerada madura.

La variabilidad en la purificacién de estas proteinas por parte de los diferentes autores
podria deberse a la metodologia empleada, pero también a las diferentes isoformas que
se han reportado de estas enzimas gingipainas (Imamura et al., 2003; Potempa et al.,
2003; Potempa et al., 1995b).

En diferentes estudios usando métodos de western blot se ha evidenciado gingipainas Rgp
de tamafos similares al reportado en este trabajo (Potempa et al., 1995b; Zhou et al.,
2013).

Por otro lado, Hirai et al, (2020) en su estudio proponen que la deteccién de anticuerpos
anti-P. gingivalis puede ser inespecifica debido a la gran cantidad de antigenos presentes,
por lo que identificaron antigenos especificos de P. gingivalis reconocidos por anticuerpos
presentes en pacientes con periodontitis, de los 29 antigenos detectados la gingipaina
RgpA fue la que presento niveles de IgG mas altos, por lo que proponen a este antigeno
como potencial para el desarrollo de un sistema preciso y rapido para el diagnéstico de
periodontitis y como un biomarcador en enfermedades sistémicas.

Otros autores han detectado anticuerpos anti-Rgp asociados con enfermedades
sistémicas como infarto al miocardio, lupus eritematoso sistémico (LES) (de Vries et al.,
2022) y AR (Johansson et al., 2016; de Vries et al., 2022; Kharlamova et al., 2016).

También se ha identificado una fuerte implicacién de las Rgp con diferentes enfermedades
sistémicas como alteraciones en la estructura y mecdanica de los coagulos y por
consiguiente la salud cardiovascular (Nunes et al., 2020), enfermedad de Alzheimer,
enfermedad de Parkinson, alteraciones en el embarazo, artritis reumatoidea (Dominy et
al., 2019; Adams et I., 2019; Johansson et al., 2016; Schenkein et al., 2013; Chen et al.,
2009).

Debido a la importancia de la gingipaina RgpA, el proceso de purificacion descrito en este
trabajo permitira evaluar la asociacién con enfermedades sistémicas y la presencia de
anticuerpos anti-RgpA, que podrian ser Gtiles como un biomarcador en enfermedades
sistémicas. Adicionalmente, con esta proteina se podra conocer mas afondo la patogenia
de enfermedades como el Alzheimer, por las asociaciones importantes que se han
encontrado con esta proteasa.
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3.4 Conclusioén

La estrategia de purificacion de RgpA planteada en este trabajo fue exitosa, se logro
obtener una proteina activa, aunque el rendimiento de purificacion no fue muy alto, si es
superior a lo reportado previamente.
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4. Interaccion de los titulos de anticuerpos
anti-RgpA y anti-PPAD: su potencial como
biomarcador en el diagnéstico de la artritis
reumatoide

La artritis reumatoide (AR) es un trastorno inflamatorio crénico y progresivo que se
presenta como poliartritis asimétrica de pequefias y grandes articulaciones debido a
inflamacién sistémica (Cush et al., 2021). Una caracteristica especifica de la AR es la
presencia de titulos altos de autoanticuerpos contra proteinas citrulinadas en fluidos
sinoviales (Darrah et al., 2018). La citrulinacion, que desempefia un papel esencial en la
promocion de la autoinmunidad en la AR, es una modificacion postraduccional de las
proteinas, incluidas modificaciones de la cadena lateral de aminoacidos arginina cargados
positivamente, que conducen a la conversion de peptidil-arginina en peptidil-citrulina
perdiendo la carga positiva, favoreciendo el plegamiento modificado de diferentes
proteinas en la AR (Ciesielski et al., 2022). La citrulinacion de proteinas es catalizada por
la familia de enzimas peptidil arginina deiminasa (PAD), vinculada con la aparicion de
inflamacién mediada por autoinmunidad por su capacidad para provocar respuestas
inflamatorias como la diferenciacion de células inmunoldgicas y la respuesta inmunitaria
(Yuzhalin et al., 2019; Witalison et al., 2015). PAD2 y PAD4 son los isotipos de PAD
candidatos mas probables para la citrulinacion de proteinas sinoviales en la AR.
Adicionalmente, la vimentina citrulinada es un autoantigeno candidato en la AR (Vossenaar
et al., 2004). Los anticuerpos anti-péptidos ciclicos citrulinados (anti-CCP) estimulan la
produccién de citocinas proinflamatorias, la osteoclastogénesis y la formacion de trampas
extracelulares de neutréfilos (Derksen et al., 2017).

P. gingivalis es un patégeno clave asociado con la progresion de la periodontitis cronica
por la secrecion de factores de virulencia, incluidas las gingipainas, que estan codificadas
por tres genes (rgpA, rgpB y kgp). Estos se conocen como gingipainas-R (RgpA y RgpB)
y gingipaina-K (Kgp) segun su especificidad de hidrdlisis en los enlaces Arg-Xaa o Lys-
Xaa, respectivamente (Potempa et al., 2003). Ademas de estas proteasas, la peptidil
arginina deiminasa de P. gingivalis conocida como PPAD se ha detectado en las bolsas
periodontales (Smalley et al., 2017). La PPAD requiere un pH mas alto para su actividad
en los residuos de arginina libres y carboxilo terminal escindidos por las gingipainas para
generar autoantigenos derivados del fibrinégeno y la a-enolasa, que se difunden a tejidos
distantes a través de vesiculas de membrana externa (OMV) o como una enzima soluble
(Laugisch et al., 2016; Olsen et al., 2018; Wegner et al., 2010).
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La periodontitis ha sido reconocida como un factor independiente asociado con la AR,
particularmente en individuos con mas de 5 afios de evolucion de la enfermedad (Qiao et
al.,, 2020), en multiples estudios se ha reportado la asociacion significativa de los
anticuerpos contra P. gingivalis con la AR (Bender et al., 2017). Sin embargo, también se
ha encontrado que los titulos altos de anticuerpos anti-P. gingivalis estan
significativamente asociados con los familiares de primer grado de consanguineidad de
pacientes con AR (Unriza-Puin et al., 2017; Johansson et al., 2016) y la AR temprana
(Bello-Gualtero et al., 2016) en individuos con periodontitis.

Actualmente, todavia existe controversia sobre la importancia de PPAD en el proceso de
citrulinacion en la AR. Aunque se ha planteado la hipotesis de que PPAD podria contribuir
a romper la tolerancia inmunolégica y puede generar anticuerpos (Johansson et al., 2016;
Quirke et al., 2014; Montgomery et al., 2016), otros autores no encontraron que la
autocitrulinacién de PPAD sea el mecanismo que vincula la periodontitis y la AR (Mufioz-
Atienza et al., 2020; Konig et al., 2015; Fisher et al., 2015). Los titulos de anticuerpos anti-
RgpB en AR establecida ha sido controvertida (Johansson et al., 2016; Quirke et al., 2014).

Sin embargo, la gingipaina RgpA no ha sido evaluada y ha mostrado virulencia aumentada
y mas significativa porque se puede encontrar en diferentes isoformas, por ejemplo,
pueden encontrarse como un dominio hemaglutinina adhesina soluble junto con el dominio
catalitico (HRgpA) o incompleto (RgpAca), este dominio catalitico es altamente homélogo
a RgpBca (Potempa et al., 2003). Adicionalmente, también se han detectado dos formas
no solubles asociadas a la membrana de la bacteria, presentes en OMV mt-RgpAca: Y mt-
HRgpA (Wilensky et al., 2013). Como se ha descrito previamente la actividad de PPAD
esta directamente relacionada con la actividad de la gingipainas Rgp (Quirke et al., 2014;
Goulas et al., 2015), es fundamental evaluar su asociacién y el impacto de la interaccion
PPAD/RgpA con la AR. Este estudio tuvo como objetivo evaluar la asociacion de
anticuerpos anti-RgpA y anti-PPAD y la doble positividad de los anticuerpos anti-RgpA/anti-
PPAD en individuos con AR y analizar la sensibilidad y especificidad para detectar
individuos con AR.

4.1 Materiales y Métodos

4.1.1 Tipo de estudio

Este es un estudio observacional de corte transversal fue aprobado por el Comité de Etica
de la Universidad El Bosque (012-2016) y el Hospital Militar (HMC-2016-018) y siguio los
principios de la Declaracion de Helsinki sobre Experimentacion Humana.
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4.1.2 Poblacién y muestra

Se evaluaron 255 individuos: 143 diagnosticados con AR, segun los criterios de
clasificacion del American College of Rheumatology/European League Against
Rheumatism 2010 (Aletaha et al., 2010), y 112 individuos sin AR ni otra enfermedad
sistémica. El tamafio de la muestra se establecié para detectar una diferencia entre los
titulos mas altos de anti-RgpA (cuartil 1; mayor que al percentil 75) en pacientes con AR
(32%) y el grupo control (12%) con un odds ratio (OR) = 3,45, segun un estudio piloto que
evaluo el 50% de la muestra final para una muestra minima de 102 individuos por grupo.

Los individuos con AR fueron seleccionados del Hospital Militar Central y la Fundacién
Instituto Fernando Chalem, y el grupo control se selecciond en el Hospital Militar Central.
Todos los pacientes incluidos en este estudio firmaron un consentimiento informado,
aprobado por el comité de ética institucional de la Universidad El Bosque y del Hospital
Militar Central. En todos los individuos incluidos en este estudio, un reumatologo aplicé un
cuestionario que incluia informacién como: edad, sexo, talla, peso, indice de masa corporal
(IMC), habito de fumar, diagndstico de AR o individuo sano, tipo de tratamiento para los
pacientes con AR, comorbilidades, inflamacion y dolor articular, DAS 28 para los pacientes
con AR, entre otros.

4.1.2.1 Criterios de inclusion para individuos con AR y controles sanos
sistémicamente

En la figura 4-1 se describe la seleccién de la poblacién incluida en este estudio. Para el
grupo de AR se seleccionaron individuos de entre 35 y 65 afios con diagndstico de AR
establecida con mas de dos afios de diagnéstico de la enfermedad y para el grupo control
aqguellos sin signos clinicos de AR.

4.1.2.2 Criterios de exclusién

Fueron excluidos aquellos pacientes con procesos infecciosos en curso o con diagndstico
de neoplasias, diabetes mellitus, enfermedades autoinmunes y sistémicas, mujeres
lactantes; los que habian recibido tratamiento antibiético en los ultimos 90 dias antes de la
toma de muestra; los que tenian aparatologia ortoddntica; y aquellos que se habian
sometido a terapia periodontal en los ultimos 6 meses.
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Figura 4-1: Diagrama de flujo de la seleccién de la poblacion de estudio
[ EVALUACION CLINICA POR UN REUMATOLOGO ]
255 individuos fueron evaluados
\
PACIENTES CON AR INDIVIDUOS SISTEMICAMENTE
(n=143) SANOS SIN AR (n=112)
Clasificados de acuerdo con American
College of Rheumatology/European La salud sistémica y la ausencia de AR
League Against Rheumatism se confirmaron médicamente.
|
[ Personas de entre 35 y 65 anos ]
|

/ . \ / CRITERIOS DE EXCLUSION \
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tratamiento sistémicas, mujeres lactantes; tratamiento antibidtico en los

ultimos 90 dias antes de la toma de muestras; los que tenian
aparatos de ortodoncia; tratamiento periodontal en los
ultimos 6 meses.

Individuos sanos: Individuos sistémicamente sanos.

Todas las personas incluidas en el estudio aceptaron participar en
\ el estudio y firmaron el consentimiento _informado. /

Individuos sanos: ademas de los criterios anteriores, se
\ excluyeron a quienes se les encontrd evidencia de AR. /
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I
EVALUACION DEL ESTADO PERIODONTAL CLINICO

Periodoncistas calibrados que examinaron su estado periodontal indice
de placa, indice gingival, sangrado al sondaje, profundidad de bolsa e
insercion clinica. Los individuos se clasificaron con periodontitis de
acuerdo con Centre for Disease Control and Prevention/American
Academy of Periodontology index.

I
MEDICION DE BIOMARCADORES DE ARTRITIS REUMATOIDE
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4.1.3 Evaluacion clinica periodontal

Todos los individuos fueron evaluados por dos periodoncistas calibrados que examinaron
su estado periodontal, el cual se evalué en boca completa utilizando una sonda periodontal
(Hu-Friedy Mfg Inc-Qulix™) para determinar los siguientes indices: indice de placa (IP),
indice gingival (IG), sangrado al sondaje (BOP), profundidad de la bolsa (PB) y pérdida de
insercion clinica (CAL) en milimetros. La calibracion de los indices periodontales incluyo
BOP (con un coeficiente de correlacion entre examinadores [IE-ICC] de 0,88 a 0,90), IP
([IE-ICC] de 0,94 a 0,98), IG ([IE-ICC] de 0,88 a 0,90), profundidad de sondaje ([IE-ICC]
0,96-0,98) y CAL ([IE-ICC] 0,90-0,96). Los individuos se clasificaron con periodontitis si
tenian al menos dos o mas dientes con CAL proximal de al menos 2 mm con una
profundidad de bolsa de al menos 4 mm y clasificados como leve, moderada o severa
segun el Centre for Disease Control and Prevention/American Academy of Periodontology
index (Page et al., 2007; Eke et al., 2012).

Los individuos sin periodontitis se clasificaron como sanos o con gingivitis. Ademas,
recolectamos muestras de placa subgingival de los sitios mas profundos del surco gingival
en pacientes con periodontitis y un sitio por sextante en pacientes clasificados como sanos
periodontalmente. La placa supragingival se eliminé con una cureta estéril y el sitio de la
muestra se aislé con rollos de algodén. Se tomaron muestras de seis sitios seleccionados,
uno en cada cuadrante. Sin embargo, en pacientes sin periodontitis, las muestras se
tomaron de los sitios mesiovestibulares de los primeros molares y, cuando estaban
ausentes, de los segundos molares adyacentes. Las muestras se obtuvieron de dos puntas
de papel estériles insertadas consecutivamente por sitio, que se dejaron en el fondo del
surco/bolsa en su lugar durante 10 segundos con puntas de papel calibre 40 (NewStetic®)
para detectar P. gingivalis usando la reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa
(gPCR).

4.1.4 Identificacion y cuantificacion de P. gingivalis en placa
subgingival

La gPCR se realizé siguiendo las recomendaciones de Boutaga et al., 2003. Se
utilizaron cebadores y sondas para el gen que codifica el 16SrRNA, tal y como se
ha estandarizado previamente en nuestro laboratorio (Bello-Gualtero et al., 2016;
Boutaga et al., 2003).

4.1.5 Medicion de biomarcadores de artritis reumatoide

Se realiz6 prueba de proteina C reactiva de alta sensibilidad (PCRhs) por
guimioluminiscencia (Immulite 1000-Siemmens®) y se considerd positivo un valor de 3
mg/L. La velocidad de sedimentacion globular (VSG) se midié por el método fotométrico
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(Ali-Fax-Test 1 THL Ali-FAX®Polverara (PD)-ltalia), valores superiores a 20 mm se
consideraron elevados. Se utiliz6 un ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas
(ELISA) tipo sandwich para medir los anticuerpos anti-CCP-1gG/IgA (Quanta lite®CCP3.1
IgG/IgA, INNOVA-Diagnosis) en suero. Los resultados se expresaron en unidades
ELISA/mL, donde los resultados superiores a 20Ul se consideraron positivos. El factor
reumatoideo (FR) se cuantific6 mediante nefelometria (Beckman Coulter, Immage800®) y
se consideraron positivos valores superiores a 20U. Con la PCR ultrasensible y los datos
de la evaluacion clinica reumatoldgica se extrajo el puntaje DAS-28 para determinar la
actividad de la enfermedad solo para el grupo con diagnostico de AR debido a que la
actividad de la enfermedad no se mide en individuos sanos (Fransen et al., 2003).

4.1.6 Deteccidn de anticuerpos anti-RgpA y anti-PPAD por ELISA

Se estandariz6 un ELISA indirecto en una placa de polietileno de fondo plano de 96 pozos
(Greiner Bio-One), la cual fue sensibilizada con 20ug/mL de RgpA purificada como se
describe en el capitulo 3, para la determinacion de anticuerpos contra esta proteina en los
sueros de los pacientes.

Se sensibilizé otra placa de 96 pozos con 20ug/mL de una mezcla de los fragmentos de
PPAD-CT y PPAD-NT producidas y purificadas como se describe en el capitulo 2 para
determinar los anticuerpos anti-PPAD en los sueros de los pacientes.

Ambas proteinas (RgpA y PPAD) se diluyeron en buffer carbonato-bicarbonato (pH 9,6) y
se incubaron durante la noche a 4°C, seguido de tres lavados (Thermo-
Scientific™Wellwash™) con solucion buffer fosfato salino (PBS)-Tween (0,1 %, pH 7,5).
Los sitios inespecificos se bloguearon (StabilGuard®, SurModics) durante 1 h a 18-20°C y
posteriormente se lavé como se indicé antes. El suero de cada paciente e individuos del
grupo control fue afiadido en diluciones 1:100, 1:200 y 1:400 preparadas en PBS-Tween
(0,1%, pH 7,4)-leche desnatada al 3% y se incubaron durante 2h a 37°C. Después del
lavado, se afiadi6 el anticuerpo anti-lgG humano biotinilado (anticuerpo policlonal de
conejo anti-lgG humano HRP-Dako) en dilucién 1:10.000 y se incub6 durante 30 min a
37°C. La reaccion antigeno-anticuerpo se desarrollé utilizando H.O; y sustrato de
tetrametilbencidina peroxidasa (TMB) (SERA CARE-KPL50-76-03), por 10 min, pasado el
tiempo la reaccion se detuvo con &cido ortofosférico (HsPO.s) (Emsure®1000. Merck-
Sigma- Aldrich) 1M. La densidad 6ptica (DO) se determiné a 450 nm en un lector de ELISA
(Infinite® 200PRO-Tecan), como control positivo de los ensayos de ELISA se utiliz6 una
muestra de suero de un paciente con periodontitis al que se le pudo detectar la presencia
de P. gingivalis en sangre periférica por hemocultivo luego de un tratamiento periodontal,
adicionalmente este paciente tenia P. gingivalis en placa subgingival y anticuerpos anti-P.
gingivalis en suero (DO > 0.1). Se obtuvo un suero control negativo de un voluntario sin
periodontitis, sin AR, negativo para P. gingivalis en placa subgingival y que no presentaba
anticuerpos anti-P. gingivalis en esta muestra (DO <0,005). Las lecturas de DO de
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anticuerpos anti-RgpA y anti-PPAD se agruparon en cuartiles en funcion de la mediana,
definiendo los grupos segun los titulos en la dilucién mas alta evaluada 1:400: Q1 (valores
superiores al percentil 75), Q2 (valores superiores al percentil 50) y Q3-Q4 (valores por
debajo del percentil 50). Las interacciones estadisticas entre los titulos anti-RgpA y anti-
PPAD (Q1/Q1, Q1/Q2) se calcularon utilizando el software STATA v11.

4.1.7 Andlisis estadistico

Se utilizd la prueba de Kolmogérov-Smirnov para evaluar la distribucion de datos
continuos, expresada como mediana y rangos intercuartilicos. Se utilizaron frecuencias
absolutas y relativas para estimar las variables categoricas. Los datos clinicos vy
sociodemogréficos se calcularon en funcion del diagnéstico de AR y se compararon
mediante la prueba U de Mann-Whitney, la prueba de Chi-cuadrado o la prueba de Fisher.
Todas las variables que mostraron asociaciones significativas con la AR (p<0,10) en el
andlisis bivariado se incluyeron en un analisis multivariado de regresion logistica para
establecer el OR (odds ratio) e intervalos de confianza (IC) del 95%. El desenlace primario
fue el diagnostico de AR, y las variables independientes fueron las interacciones
combinadas anti-RgpA, anti-PPAD y anti-RgpA-anti-PPAD y los marcadores de AR (RF,
anti-CCP, VSG y PCR ultrasensible). Se utilizaron tres modelos para establecer la
asociacion entre anti-RgpA, interaccion anti- y marcadores sistémicos de AR. El Modelo 1,
el Modelo 2 y el Modelo 3 incluyeron interacciones anti-RgpA (Q1 y Q2), anti-PPAD (Q1y
Q2) y anti-RgpA, anti-PPAD y anti-RgpA-anti-PPAD (Q1/Q1, Q1/Q2), respectivamente.
Todos los modelos fueron ajustados por edad, sexo, IMC, habito de fumar y severidad de
la periodontitis. Los modelos ajustados y no ajustados se verificaron mediante la prueba
de bondad de ajuste y se compararon mediante la prueba de Chi cuadrado de raz6n de
verosimilitud (G2) y el criterio de informacién bayesiano (Moses et al., 2010). Todo el
andlisis de datos se realiz6 con STATA-v11.

Para establecer la capacidad operativa de la prueba diagnosticas anti-RgpA, anti-PPAD y
anti-RgpA-PPAD, se obtuvo para cada cuartil sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo (VPP), valor predictivo negativo (PNV) y el area bajo la curva de la curva ROC y
sus combinaciones. Ademas, se realizé un analisis bivariado para establecer asociaciones
entre las interacciones anti-RgpA, anti-PPAD y anti-RgpA-anti-PPAD y los marcadores
sistémicos de AR (VSG, FR, anti-CCP, PCRhs). Se compararon anti-RgpA y anti-PPAD
entre AR y controles con indices periodontales, incluidos IP, IG, BOP, PBy CAL.

4.2 Resultados

Aunque los datos de edad y sexo fueron significativamente diferentes entre el grupo con
AR y el grupo control, no se encontraron diferencias en el IMC ni en el habito de fumar
(tabla 4-1). Los valores de los marcadores de AR, como anti-CCP, VSG, PCR ultrasensible
y FR, fueron més altos en el grupo de pacientes (p<0,05), como era de esperarse. La
mayoria de los pacientes tenian AR de mas de 5 afios de evolucion y estaban en
tratamiento con DMARDs (Farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad)
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convencionales y solo un pequefio porcentaje de pacientes (4,19%) se consideraban con
alta actividad de la enfermedad (tabla 4-1). Las variables periodontales y microbiolégicas,
incluidos los anticuerpos anti-RgpA y anti-PPAD, se muestran en la tabla 4-2. La frecuencia
de periodontitis fue similar entre los grupos; sin embargo, la severidad fue mayor para las
formas moderadas en el grupo de AR (p<0,001).

Aunque la presencia y la cantidad de P. gingivalis no difirieron entre los pacientes con AR
y el grupo control, los titulos de los anticuerpos anti-RgpA fueron significativamente
mayores en los pacientes con AR agrupados en Q2 y Q1 (mayor que los percentiles 50 y
75, respectivamente) (Tabla 4-2). Hubo una asociacion altamente significativa entre los
anticuerpos anti-RgpA y anti-PPAD (utilizando los datos cuantitativos de dilucién 1:400) y
el diagnostico de AR (p<0,001) (Figura 4-1). Sin embargo, los titulos de anti-PPAD
ajustados a cuartiles no diferenciaron entre los grupos AR y control (tabla 4-2). Se evalu6
en los pacientes y controles la presencia simultdnea de anticuerpos anti-RgpAQ1/anti-
PPADQ?2 (titulos por encima del percentil 75 para anti-RgpA y titulos de anticuerpos anti-
PPAD por encima del percentil 50) igualmente se analiz6é la doble positividad de anti-
RgpAQ1l/anti-PPADQL entre los grupos encontrando diferencias significativas (p<0,05)
(tabla 4-2). Por el contrario, los indices clinicos como el nimero de dientes, indice de placa,
profundidad de la bolsa, nivel de insercién clinica y extension de la enfermedad (porcentaje
de CAL =5 mm) fueron significativamente mayores en el grupo de AR (p<0,001). El IG y
BOP no difirieron entre los grupos (Tabla 4-2). Se observé una asociacion significativa en
el analisis bivariado entre anti-RgpA-Q1, sangrado al sondaje, nivel de insercién clinica y
marcadores sistémicos de AR como anti-CCP (p<0.05) (Tabla 4-3A 'y 4-3B). Curiosamente,
también se observo una asociaciéon entre la combinacion de anti-RgpAQ2/anti-PPADQ1
con anti-CCP (p<0,05) (tabla 4-3). Sin embargo, solo RgpAQ1 o RgpA Q2 pero no anti-
PPAD o su interaccidn mostraron una asociacién con indices inflamatorios de periodontitis
en individuos con AR (tabla suplementaria S1 Anexo C). Los titulos méas altos de
anticuerpos anti-PPAD se asociaron con la periodontitis y la severidad de la periodontitis
en individuos con AR, pero no con la actividad de la AR (tabla suplementaria S2 Anexo C).
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Tabla 4-1: Descripcion de variables sociodemograficas, clinicas y marcadores asociados a la AR

Variable AR Control Valor-p
n=143 n=112

Edad

Mediana (RIQ) 57 (51-61) 46 (39-53) <0,0001

Genero

Femenino F (%) 125 (87,4) 87 (77,7) 0,039

Masculino 18 (12,6) 25 (22,3)

IMC

Normal F (%) 73 (51,0) 66 (58,9) 0,230

Sobrepeso 53 (37,5) 39 (34,8)

Obesidad 17 (11,9) 7 (6,3)

Habito de fumar

Si F (%) 5(3,5) 7 (6,3) 0,330

No 138 (96,5) 105 (93,7)

Anti-CCP

<20U F (%) 25 (17,5) 106 (95,5) <0,0001

20-40U 5(3,5) 5(4,5)

>40U 113(79) 0 (0)

VSG

<201U/ml F (%) 80 (55,9) 82 (73,2) 0,004

>201U/ml 63 (44,1) 30 (26,8)

PCRhs

Normal F (%) 23 (31,1) 44 (59,5) <0,0001

>3 mg/L 17 (23) 20 (27,0)

>10mg/L 34 (46) 10 (13,5)

FR

<20IU/mL F (%) 19 (25,7) 68 (91,9) <0,0001

20-591U/ml 19 (25,7) 6(8,1)

>591U/mL 36 (48,6) 0 (0)

DAS28-PCRhs

Mediana RIQ 2,65 (2,2-3,4) NA

Actividad de AR F (%)

Sin actividad 71 (46,65) NA

Actividad baja 25 (17,48)

Actividad moderada 41 (28,67)

Actividad alta 6 (4,19)

Medicacion F (%)

Ninguna 2(1,4) 112 (100) <0,0001

Convencional 110 (76,9)

Biologicos 31(21,6)

Tiempo de diagnostico de AR F % 10 (7) NA

2-5 afios 64 (45)

5-10 afios 69 (48)

>10 afios

IMC= indice de masa corporal; Anti-CCP= IgA anticuerpos anti-péptidos ciclicos citrulinados; VSG=Velocidad
de sedimentacién globular; PCRhs=Proteina C Reactiva de alta sensibilidad; FR= Factor reumatoideo,
Diferencia significativa p<0,05, en negrillas resultados significativos, Score de actividad de la AR: DAS 28: sin
actividad: menor 2,6; Actividad baja: 2,6 -3,2; Actividad moderada: 3,3-5,1; Actividad alta: mayor a 5,1.
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Tabla 4-2: Descripcion de variables clinicas y microbiolégicas periodontales asociadas a la AR

Variable AR Control Valor de-p
n=143 n=112

Periodontitis  F (%)

Presencia 119(83,2) 84(75) 0,106

Ausencia 24(16,8) 28(25)

Severidad F (%)

Ninguna 24(16,8) 28(25)

Baja 1(0,7) 18(16,1) 0,001

Moderada 105(73,4) 54(48,2)

Severa 13(9,1) 12(10,7)

Numero de dientes

Mediana 20 25 < 0,0001

(RIQ) (13-25) (21-28)

Plague indice%

Median 68 52,5 0,023

(IQR) (35-85) (35-69)

indice gingival %

Mediana 50 32 0,117

(RIQ) (10-73) (17,5-63)

Sangrado al sondaje %

Mediana 47 40 0,381

(RIQ) (27-63) (27-54)

Profundidad de la bolsamm

Mediana 4 4 < 0,0001

(RIQ) (0-4,2) (4-4,3)

Profundidad de la bolsa (%)

Mediana 25,3 24,54 0,342

(RIQ) (23-40) (10-39,7)

CAL mm

Mediana 2,74 2,38 0,0002

(RIQ) (2,26-3,39) (1,94-2,95)

CAL >5 mm (%)

Mediana 87 51,6 <0,0001

(RIQ) (60,7-97,7) (34,6 -77,1)

P, gingivalis F (%)

Presencia 67 (46,9) 60(53,6) 0,287

Ausencia 76 (53,1) 52(46,4)

P, gingivalis Log1o

Mediana 0 4,14 0,491

(RIQ) (0-6,3) (0-6,3)

Anti-RgpA Q1 F (%)

Positivo + 88(61,5) 39(34,8) <0,0001

Negativo - 55(38,4) 73(65,2)

Anti-RgpA Q2 F (%)

Positivo + 45 (31,5) 15(13,4) <0,0001

Negativo - 98 (68,5) 97(86,4)

Anti-PPAD Q1 F (%)

Positivo + 84 (59) 53 (42)

Negativo - 59 (41) 59 (58) 0,059

Anti-PPAD Q2 F (%)

Positivo + 54 (37,7) 35 (32,3) 0,236

Negativo - 89 (62,3) 77 (77,7)

Anti-RgpAQ1-PPADQ1

Positivo + 33(23,1) 8(7,2) 0,026

Negativo - 110 (76,9) 104 (92,8)

Anti-RgpAQ1-PPADQ2

Positivo + 18 (12,5) 6 (5) < 0,0001

Negativo - 125 (87,4) 106 (95)

Anti-RgpA= Anticuerpos contra RgpA; PPAD= Anticuerpos contra la Peptidil arginina deiminasa de P,
gingivalis; CAL=perdida de insercion clinica, %= expresado en porcentaje; mm=expresado en milimetros;
significancia estadistica p<0,05, En negrilla los resultados significativos.
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Tabla 4-3: Comparacién entre los titulos de anti-RgpA, anti-PPAD y la doble positividad de anti-PPAD/anti-RgpA con marcadores de AR (A) y
marcadores de periodontitis en toda la poblacion (B).

A. Marcadores de la AR

Variable Anti-RgpA Q2 Anti-RgpA Q1 Anti-PPAD Q2 Anti-PPAD Q1 Anti-PPADQ2/RgpA Q1
Positivo  Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo  Negativo Positivo  Negativo

Anti-CCP F (%)

<20U 51 (39) 80 (61) 23 (18) 108(82) 64(49) 67 (51) 39(30) 92(70) 14(35) 117 (55)

20-40 U 4 (40) 6 (60) 2 (20) 8 (80) 4 (40) 6 (60) 2 (20) 8(80) 1(2.5) 9(4)

>40 U 71(63)t 42 37) 35 (31) 78 (69) 68 (69) 45 (31) 47(42) 66(58) 25(62.5) **  88(41)

FR F (%)

<20 IU/mL

20-59 1U/ml 46 (35) 84(65) 21(16) 109 (84) 63 (48) 67 (52) 39(30) 91 (70) 14(35) 116(54)

>59 1U/mL 28 (68) 13 (32) 16 (39) 25 (61) 26 (53) 15 (37) 15(37) 26 (63) 10(25) 31(15)

52 (63) ** 31 (37) 23 (28) 60 (72) 48 (58) 36 (42) 34(41) 49 (59) 16(40) 67(31)

T p<0.001; ** p<0.05. RgpA=Arg-gingipaina A; PPAD= Peptidyl arginina deiminasa de P. gingivalis; anti-CCP= IgG /IgA Anticuerpos anti-péptidos ciclicos
citrulinados; FR= Factor reumatoideo.

B. Marcadores periodontales

Variable Anti-RgpA Q2 Anti-RgpAQ1 Anti-PPADQ2 Anti-PPADQ1 Anti-PPADQ2/RgpAQ1
Positive  Negative Positive Negative Positive  Negative Positive  Negative Positive  Negative

Indice gingival

Mediana 47 35 46 36 38 37 37 38 35 38

RIQ (13-68) (18-63) (8-65) (18-64) (14-66) (15-66) (14-64) (15-64) (6-64) (17-65)

BOP

Mediana 47 ** 40 52 40 43 41 44 41 41 47

RIQ (27-64) (23-55) (23-67) (26-56) (22-60) (27-59) (21-59) (26-59) (26-58) (20-63)

Profundidad de bolsa

Mediana 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4

RIQ (2-4.25) (2-4.25) (2-4.24) (2-4.25) (2-4.25) (2-4.25) (2-4.25) (2-4.25) (2-4.19) (2-4.25)

CAL

Mediana 2.75** 2.48 2.79** 2.52 2.7 2.6 2.6 2.7 2.6 2.8

RIQ (2.3-3.3) (2-2.9) (2.1-3.6) (2-3) (2.1-3.2) (2.1-3.2) (2.1-3.2) (2.2-3.2) (2.1-3.1) (2.3-3.4)

** p<0.05. RgpA= Arg-gingipaina A; PPAD= Peptidyl arginina deiminasa de P. gingivalis; BOP= Sangrado al sondaje; CAL= Nivel de insercion clinica



Capitulo 4 32

La Tabla 4-4 muestra los diferentes modelos de regresion logistica para los marcadores de
AR, incluyendo PCR ultrasensible, VSG, FR, anti-CCP, anti-RgpA (Modelo 1), anti-RgpA, anti-
PPAD vy su interaccion (Modelo 3), ajustados por edad, sexo , IMC, habito de fumar y
presencia de periodontitis. No se utilizé el modelo 2 porque los anticuerpos anti-PPAD no
mostraron diferencias entre los grupos. Los OR calculados para estas variables fueron los
siguientes: en el Modelo 1, FR [odds ratio (OR) 10; intervalo de confianza (IC) del 95 %: 4,10—
23], anti-CCP (OR 13,7; IC del 95 %: 5,1-36,2). Los niveles mas altos de anti-RgpA (Q1) se
asociaron con AR (OR 4,09; IC del 95 %: 1,20-13,9). Los valores calculados en el Modelo 3,
FR (OR 9.9; IC 4.4- 25.4), anti-CCP (OR 13.7; 95% IC 5.1- 36.2), y una combinacién de
interacciones anti-RgpA/anti-PPAD (OR 6.63; 95% IC 1.61 -27) se asociaron con AR. A
continuacion, los célculos de OR se modificaron para el Modelo 1 a la interacciéon anti-
RgpA/anti-PPAD, y se observé una interaccion aditiva entre estas variables (tabla 4-6).

Tabla 4-4: Modelo de regresion logistica de marcadores asociados con AR

Referencia  OR No ajustado (IC 95%) OR Ajustado (IC 95%)

Modelo 1

Variable dependiente

AR Sin RA

Variable independiente

Anti-CCP<20U Referencia 1,0 1,0

Anti-CCP >20U 13,7 5,1- 36,2** 15,21 5,2-44,5**
FR <20Ul/mL Referencia 1,0 1,0

FR >20Ul/mL 10,6 4,10-23** 15,58 5,0-48,49**
Anti-RgpA<Q1 Referencia 1,0 1,0

Anti-RgpA>Q1 4,09 1,20-13,9* 8,6 1,56-47,8**
Modelo 3

Variable dependente

AR Sin RA

Variable independiente

Anti-CCP <20U Referencia 1,0 1,0

Anti-CCP >20U 13,7 5,1- 36,2** 14,4 5,2-39,9**
FR <20Ul/mL Referencia 1,0 1,0

FR >20UIl/mL 9,9 4,4- 25,4** 14,6 4,7-45%*
Anti-RgpA<Q1Anti-PPAD<Q2 Referencia 1,0 1,0
Anti-RgpA>Q1-Anti-PPAD>Q2 6,63 1,61-27* 9,69 1,77-52*

Anti-CCP= IgA anticuerpos anti-péptidos ciclicos citrulinados; FR=Factor reumatoideo; Anti-RgpA=
Anticuerpos contra RgpA; Anti-PPAD= Anticuerpos contra la Peptidil arginina deiminasa de P.
gingivalis; Q1=>percentil 75; Q2=>percentil 50, Modelo ajustado a edad, genero, IMC, tabaquismo
y presencia de periodontitis, **p<0,001: *p<0,05, Modelo 1, LR: p=0,25; BIC: no ajustado=119,15;
ajustado=127,49, diferencia=-8,34; AIC: no ajustado= 101,46; ajustado=102,7, diferencia=-1,24, el
modelo no ajustado es él se debe reportar, Modelo 3, LR: p= 0,45; BIC: no ajustado= 117,2;
ajustado= 126,7 diferencia=-9,5; AIC: no ajustado= 99,5; ajustado= 101,9, diferencia=- 2,4, El
modelo no ajustado debe reportarse, la edad fua una variable de confusion.
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La capacidad operativa de las combinaciones anti-RgpA, anti-PPAD y anti-RgpA/anti-
PPAD utilizadas como parte de una prueba de diagndstico se muestran en la tabla 4-7.
Anti-RgpA mostré una especificidad del 87,4% y un VPP del 76,7% para el diagnostico de
AR. Sin embargo, la doble positividad de los anticuerpos anti-RgpAQ1/anti-PPADQ1
mejord la especificidad al 93,7% y el VPP al 82,5 % para identificar individuos con AR
(p<0,05) (Tabla 4-5).

Figura 4-2: Box-Plot de titulos de anticuerpos anti-RgpA en RA y grupo control. B. Box-Plot de
titulos de anti-PPAD en RA y grupo control. * Significacién estadistica p<0,05
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Tabla 4-5: Capacidad operativa de las pruebas diagnésticas anti-RgpA, anti-PPAD y anti-
PPAD/RgpA-PPAD.

Anticuerpos n Sensibilidad Especificidad VPP VPN éﬁ%;aRjgéa
Anti-RgpA 255 32% 87.4% 76.7% 50% 0.60
Anti-PPAD 255 38% 69% 61.4% 46.4% 0.53
RgpAQ1-PPADQ2 255 23.1% 93.7% 82.5% 48.6% 0.58

RgpAQ1-PPADQ1 255 12.6% 95.2% 78.3% 45.9% 0.54







4.3 Discusion

Diferentes estudios clinicos y epidemiolégicos han corroborado la asociacién bidireccional
entre AR y la periodontitis (Rovas et al., 2021; Eriksson et al., 2019; Loutan et al., 2019;
Schmickler et al.,, 2017; Mikuls et al., 2014) y se ha confirmado que el tratamiento
periodontal en pacientes con AR disminuye la actividad de la enfermedad (Posada-Lopez
et al., 2022; Sun et al., 2021). Esta asociacion se atribuye a que P. gingivalis actla como
protagonista, principalmente por la presencia de su PPAD, que se vincula con la alteraciéon
de la tolerancia inmunoldgica en la AR (Shimada et al., 2016; Quirke et al., 2014; Maresz
et al.,, 2013). Aunque actualmente se sabe que otras especies de Porphyromonas
(Porphyromonas gulae y Porphyromonas loveana) tienen enzimas PAD (Gabarrini et al.,
2018), no se ha descrito alguna asociacion entre la presencia de estas especies con la AR.

Este estudio evalu6 a 143 pacientes con ARy 112 controles sin AR, se realiz6 comparacion
entre los grupos de biomarcadores de AR como: anti-CCP, VSG, PCRhs, FR, anticuerpos
anti-RgpA, anticuerpos anti-PPAD y la doble positividad de los anticuerpos anti-RgpA/anti-
PPAD como posibles marcadores sistémicos de AR. El habito de fumar es considerado un
factor de riesgo importante para la AR (Hedstrém et al., 2018; Rahajoe et al., 2020), en
este estudio no mostré diferencias entre los grupos, probablemente debido a la baja
frecuencia de fumadores en los grupos con AR con al menos 2 afios de diagnéstico.
Ademas, el IMC, que también se ha asociado con la AR (Rodriguez et al., 2021; Chaparro-
Sanabria et al., 2019; Hedstrém et al., 2018; Qin et al., 2015), tampoco mostré diferencias
entre los grupos.

Sin embargo, la edad fue mayor en los pacientes con AR, y se observaron mas hombres
en los grupos control que en el grupo con AR (12% vs. 26%), como es reconocido la AR
es mas prevalente en mujeres. Por tanto, se utilizaron modelos ajustados por edad y sexo
para establecer asociaciones entre los marcadores de AR y anti-RgpA vy la interaccién de
anticuerpos anti-RgpA/anti-PPAD.

Mas del 70% de los participantes (incluyendo pacientes con AR el grupo control)
presentaron periodontitis, sin diferencias significativas en los indices clinicos
periodontales. Esto difiere con otros reportes en los que los pacientes con AR tienen una
mayor frecuencia de periodontitis que los individuos del grupo control, especialmente
cuando la duracién de la AR es >5 afos (Qiao et al., 2020). Curiosamente, los pacientes
con AR presentaron periodontitis moderada en comparacion con el grupo control, pero
también es el grupo con un nimero menor de dientes. Ademas, PB, CAL y extension
evaluados por el porcentaje de CAL 25 mm fueron mayores en el grupo de AR, de acuerdo
con reportes de diferentes autores (Eriksson et al., 2019; Schmalz et al., 2020; Rahajoe et
al., 2020).

Los anticuerpos anti-P. gingivalis acompafan el desarrollo de la AR, lo que respalda un
vinculo entre la AR y la periodontitis (Bender et al., 2017; Arévalo-Caro et al., 2022). En un
metaandlisis, que incluye 14 publicaciones evallan la deteccién de anti-RgpB y anti-P.
gingivalis en 3829 pacientes con AR y 1239 controles, indicando una relacion positiva entre
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anti-P. gingivalis y anti-CCP, confirmando esta asociacion (Bae & Lee., 2018). Okada et
al., 2011 asociaron la presencia de anticuerpos anti-P. gingivalis con anti-CCP y FR; sin
embargo, estos anticuerpos también se asociaron con marcadores locales de periodontitis,
como PB y CAL en pacientes con AR. Resultados similares se observaron en nuestro
estudio; los anticuerpos anti-RgpA y la interaccién de los anticuerpos anti-RgpA/anti-PPAD
fueron mayores en los pacientes con AR. Ademas, las interacciones de anticuerpos anti-
RgpA y anti-RgpA/anti-PPAD se correlacionaron con FR y anti-CCP. Sin embargo, los
anticuerpos anti-RgpA elevados se correlacionaron con marcadores asociados con la
periodontitis, como IG y IP, BOP, PB y CAL. Otros estudios de cohorte transversal no
informaron diferencias entre los anticuerpos anti-P. gingivalis en pacientes con AR y en los
controles reportaron diferencias estadisticas débiles para anti-CCP y FR (Mikuls et al.,
2014; Hitchon et al., 2010). Por otro lado, de Smit et al., 2014 en un estudio de seguimiento
de 289 pacientes con riesgo de desarrollar AR, informaron que, aunque los anti-P.
gingivalis se asocian con AR, estos no son el Unico factor para el desarrollo de la
enfermedad. En nuestro grupo, en 2016 individuos sanos y con AR temprana reportaron
asociacion entre anti-P. gingivalis 1IgG2 y anti-CCP apoyando la asociacion epidemiologica
entre periodontitis y estadios previos a la AR (Bello-Gualtero et al., 2016).

Los indicadores séricos de infeccion, como los anticuerpos, son los mejores indicadores
para estudiar estas asociaciones; los indices clinicos y la presencia de P. gingivalis pueden
ser modulados por tratamientos antiinflamatorios de la AR respaldados por datos previos
de nuestro grupo de investigacion (Bello-Gualtero et al., 2016; Romero-Sanchez et al.,
2017; Heredia et al., 2019). En poblacion colombiana, la prevalencia de P. gingivalis en
pacientes con AR y un grupo control es similar a nuestros resultados (Arévalo-Caro et al.,
2022). Otros autores han reportado anti-P. gingivalis asociado a AR y no al diagnéstico de
periodontitis. En la autoinmunidad de la AR, los anticuerpos contra las proteinas
citrulinadas juegan un papel muy importante y se podria suponer que los pacientes con
periodontitis y sin AR estan expuestos a antigenos citrulinados de P. gingivalis que serian
inmundgenos sistémicos, pero los titulos de anticuerpos son mas altos en los pacientes
con AR (Xiao et al., 2020; Jasemi et al., 2021; Moen et al., 2003). La frecuencia de P.
gingivalis es alta incluso en individuos periodontalmente sanos (Ingalagi et al., 2022).

En pacientes con AR, los anticuerpos anti-P. gingivalis o contra sus factores de virulencia
no necesariamente deben presentarse Unicamente en pacientes con periodontitis ya que
el desafio antigénico de la bacteria podria ser suficiente para generar la respuesta
sistémica en estos pacientes. P. gingivalis tiene una capacidad aberrante de producir
péptidos citrulinados a través de su PPAD vy gingipainas, favoreciendo la pérdida de
tolerancia inmunoldgica en pacientes con factores de riesgo asociados a la AR (Smolen et
al., 2016). Una revision sisteméatica concluyé que la exposicién a P. gingivalis era un factor
de riesgo potencial en la AR y que los anti-P. gingivalis, anti-RgpA y anti-RgpB son
biomarcadores asociados con la AR (Li et al., 2022).

Estudios previos evaluaron el papel de las gingipainas en el proceso de citrulinacién
mediado por PPAD (Johansson et al., 2016; Quirke et al., 2014; de Smit et al., 2014) y el
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impacto de los anticuerpos anti-RgpB purificada previamente (Potempa & Nguyen 2007).
Quirke et al., (2014) observaron en un estudio de cohortes que los anticuerpos anti-RgpB
no se asocian a pacientes con AR y que solo el PPAD podria ser el responsable de la
pérdida de tolerancia inmunoldgica en la AR. Sin embargo, en otros estudios, los anti-RgpB
aumentaron significativamente en individuos presintomaticos y son detectables afios antes
de la aparicion de los sintomas de la AR (Johansson et al., 2016) y la AR establecida
(Kharlamova et al., 2016).

Este es el primer estudio que evalla la respuesta humoral a la RgpA nativa en pacientes
con AR. Evaluamos la asociacion de anticuerpos anti-RgpA y anti-PPAD, y la interaccién
de anticuerpos anti-RgpA/anti-PPAD en individuos con AR. Encontramos que los pacientes
con titulos elevados de anti-RgpA se asociaron con el diagnostico de AR, con una OR de
4,09 (IC 95% 1,20-13,9). Ademas, también se observé una asociacion mas fuerte entre la
AR vy los anticuerpos anti-RgpA/anti-PPAD doblemente positivos, con un OR de 6,63 (IC
del 95%: 1,61-27), lo que sugiere una asociacion aditiva entre estos dos marcadores. Sin
embargo, los valores de anticuerpos anti-PPAD no mostraron una asociacion con la AR
durante el analisis de regresion logistica. Estos resultados apoyan la hip6tesis de que la
presencia de anticuerpos anti-RgpA puede potenciar los anticuerpos anti-PPAD en la AR.
El vinculo entre la AR y la periodontitis esta asociado a la capacidad citrulinante de las
PAD exégenas como la PPAD presente en P. gingivalis, generando neoepitopos
citrulinados reconocidos por el sistema inmunitario, lo que podria influir en el nivel o
induccién de los anti-CCP en el hospedador adicional a los generados por PAD enddgenos.
Sin embargo, PPAD solo puede citrulinar la arginina en el extremo C-terminal, y alli las
gingipainas RgpA juegan un papel fundamental, exponiendo esta arginina que luego es el
blanco de la citrulinacién (Quirke et al., 2014). Otros autores (Konig et al., 2015; Fisher et
al., 2015; Mufioz-Atienza et al., 2020) han encontrado resultados similares, y no han
encontrado diferencias significativas en la deteccion de estos anticuerpos anti-PPAD entre
pacientes con AR y controles o pre-RA y controles. Sin embargo, los autores no evaluaron
la interaccién con anticuerpos contra otros antigenos como las gingipainas. Los resultados
de este estudio proporcionan evidencia indirecta que respalda este concepto, en el que
estas proteinas bacterianas (RgpA y PPAD) circulan en los pacientes que presentan la
bacteria en su boca y trabajan en colaboracion, las Arg-gingipainas mejoran la
patogenicidad de la PPAD.

Kharlamova et al., 2016 sugirieron que la produccién de anti-RgpB no es una causa sino
una consecuencia de la AR y que P. gingivalis es un candidato para desencadenar o
impulsar la autoinmunidad en pacientes con AR. La evidencia presentada aqui que titula
estos anticuerpos y su interaccion podrian ser marcadores de asociacion importantes para
definir o confirmar la AR. El titulo de anti-RgpA mostré alta especificidad, pero baja
sensibilidad en la identificacion de pacientes con AR. Sin embargo, la evaluacién de los
anticuerpos presentes de manera simultdnea (doble postividad) anti-RgpA y anti-PPAD
mejord la capacidad diagndstica, aumentando la especificidad al 93,7% vy, por tanto, el
VPP. En consecuencia, estos marcadores podrian evaluarse para identificar individuos con
diagnostico la AR.
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Este estudio incluyd individuos con AR establecida con mas de 2 afios de evolucion.
Ademads, tenian una alta prevalencia de periodontitis (83,2%) y colonizacién de P.gingivalis
(46,9%). Por lo tanto, los titulos de anticuerpos contra este patdgeno fueron elevados en
la poblacién estudiada. Es probable que cuanto mayor sea el tiempo de diagndstico,
permita mayor tiempo de exposicion al antigeno bacteriano favoreciendo el aumento de
los titulos de anticuerpos contra este antigeno, y los pacientes con AR estén mas
sensibilizados a la produccion de anticuerpos.

Sudamérica ha sido considerada parte del continente americano con mayor prevalencia y
severidad de enfermedad periodontal (Dye et al., 2012). En este estudio, la periodontitis
en pacientes con AR y controles sin AR fue similar. En Colombia, la frecuencia de
periodontitis moderada es alta (61,6%) en pacientes con la edad similar a la de los
pacientes incluidos en este estudio (Serrano et al., 2019). Sin embargo, los anticuerpos
contra la RgpA y la PPAD de P. gingivalis solo se relacionaron con el diagnéstico de AR,
por lo que puede ser considerado como un marcador sistémico.

Eriksson et al., 2019 demostraron que la periodontitis y la AR aumentan la expresion de
APRIL (un ligando inductor de proliferacion de linfocitos B), miembro de la superfamilia de
receptores TNF, en suero y saliva. Esta citocina es esencial para la proliferacion,
supervivencia y maduracion de los linfocitos B, lo que lleva a un aumento en la produccién
de anticuerpos. Esto podria estar involucrado en la asociacién entre la AR y la periodontitis,
favoreciendo el aumento de los titulos de anticuerpos, podria ser una explicacion del
porque en los pacientes con AR se asocian los titulos altos de anticuerpos contra
antigenos bacterianos y no en los pacientes con periodontitis sin AR. Nuestro estudio
mostré que los titulos altos de anti-RgpA/anti-PPAD podrian usarse como marcadores de
AR como una prueba de diagndéstico rapida para la deteccién de estos anticuerpos en el
futuro, incluso en mejores titulos que los obtenidos para APRIL.

Incluir a los individuos en el grupo de control fue bastante complicado y desafiante para
ser pareado con los individuos con AR. La periodontitis en Colombia es muy alta, y un
grupo de comparacion sin periodontitis fue imposible de conseguir. Sin embargo, los
resultados son evaluados por diferentes analisis y son concluyentes.

4.4 Conclusion

La doble positividad de los dos anticuerpos anti-PPAD y anti-RgpA incrementa la magnitud
de la asociacion encontrada con solo el anti RgpA por lo cual se proponen utilizar para
detectar pacientes con diagnostico de AR asociada con la enfermedad periodontal.
Estudios futuros podrian investigar estos anticuerpos como marcadores de actividad de la
AR.
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5.Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

1. En este trabajo se produjo de manera recombinante la enzima PPAD en dos
fragmentos amino y carboxilo terminal, con una alta pureza y un alto rendimiento,
lo que permitié su uso como antigeno para la busqueda de anticuerpos en muestras
de pacientes con AR, este avance biotecnoldgico, permitird a futuro la evaluacion
en pacientes con otras enfermedades sistémicas en que esta proteina este
implicada.

2. La estrategia de purificacion de RgpA planteada en este trabajo fue exitosa, se
logré obtener una proteina activa, aunque el rendimiento de purificacion no fue muy
alto comparado con otros bioprocesos, si es superior a lo reportado previamente.
La proteasa purificada fue atil como insumo para el desarrollo de métodos de
inmunoquimica para la deteccion de anticuerpos contra este factor de virulencia en
sueros de pacientes con enfermedad periodontal y AR, ademas a futuro se podra
evaluar en otras enfermedades sistémicas.

3. En este trabajo nos planteamos evaluar la asociacion entre la presencia de
marcadores seroldgicos microbiolégicos de infeccion previa o actual por P.
gingivalis y la AR comparando con un grupo de pacientes con diferentes
condiciones periodontales y sin artritis reumatoidea. Durante el planteamiento se
propuso que los dos grupos de comparacién fueran pareados por género, edad e
incluso condicion periodontal. Sin  embargo, dadas las condiciones
sociodemogréficas de los pacientes con AR como la edad, ademas de la alta
frecuencia de periodontitis y otras enfermedades sistémica diferentes a la AR en la
poblaciéon colombiana la consecucién del grupo control sano que pudiera ser
pareado fue imposible de lograr. A pesar de ello, se encontrd asociacion entre los
anticuerpos anti-RgpA y la AR, adicionalmente potencian la asociacion de anti-
PPAD con esta enfermedad.

4. La evaluacion simultanea de anti-PPAD y anti-RgpA se pueden utilizar para
detectar la AR asociada con la enfermedad periodontal.
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5.2 Recomendaciones

Se propone la realizacion de una prueba rapida para la detecciébn de anticuerpos o
antigenos usando como insumos las proteinas purificadas en este estudio, asi como los
antisueros producidos a partir de las proteinas obtenidas. Con el fin de realizar tamizaje en
los pacientes con periodontitis para identificar individuos con posible AR y posteriormente
ser remitidos a reumatologia.

Los avances biotecnoldgicos obtenidos en este trabajo seran insumos para la realizacion
de fututos estudios en pacientes con otras enfermedades sistémicas como la enfermedad
de Alzheimer, alteraciones en el embarazo y enfermedades cardiovasculares.

Los hallazgos de este trabajo permitirdn el mejor entendimiento de la asociacion entre la
periodontitis y la AR. Sin embargo, se requiere de estudios futuros con mayor nimero de
individuos y etapas de la enfermedad para investigar estos anticuerpos como marcadores
sustitutos de la presencia y actividad de la AR. Aunque lo ideal seria realizar trabajos de
seguimiento de pacientes con riesgo a desarrollar AR con diferentes estadios de
periodontitis y poder determinar los titulos de anticuerpos anti-RgpA, anti-PPAD y su
presencia simultanea (doble positividad), con un seguimiento a largo plazo (como minimo
5 afos). Sin embargo, este tipo estudios en nuestra poblacién es dificil de llevar a cabo por
diferentes factores, como el reclutamiento de la poblacién por este tiempo, se ha visto que
la desercidn en este tipo de estudios es muy alta. Por otro lado, el costo econémico es muy
alto y el riesgo de no poder conseguir y mantener el nimero de pacientes en un estudio
de este tipo limita la posibilidad en la realizacion del estudio.



A. Anexo: Publicaciones derivadas

de este estudio

Publicaciones

Castillo, D. M., Castillo, Y., Delgadillo, N. A., Neuta, Y., Lafaurie, G. |., Romero-
Sanchez, C., & Castellanos, J. E. (2022). Purification of RgpA from external outer
membrane vesicles of Porphyromonas gingivalis. Anaerobe, 77, 102647. Advance
online publication. https://doi.org/10.1016/j.anaerobe.2022.102647

Presentaciones en eventos nacionales e internacionales

Primer simposio de Investigacién de Posgrados en Biotecnologia (2017). Universidad
Nacional de Colombia. Purificacion de RgpA a partir de vesiculas de membrana
externa de Porphyromonas gingivalis.

Presentacion en el XXIV Congreso Institucional de Investigaciones. Universidad El
Bosque (2018). Premio mejor trabajo de investigacion convocatorias externas.
Purificacién de RgpA a partir de vesiculas de membrana externa de Porphyromonas
gingivalis.

Presentacion en el XXVX Encuentro Nacional de investigacion odontol6gica-ACFO.
(2018). Obtencién de RgpA a partir de vesiculas de membrana externa de
Porphyromonas gingivalis.

Presentacion en el XXX Encuentro Nacional de investigaciéon odontolégica-ACFO.
(2019). Produccion de una peptidil arginina deiminasa (PPAD) recombinante de
Porphyromonas gingivalis.

Presentacion en el XXV Congreso institucional de investigaciones. Universidad El
Bosque (2019). Se presenta la ponencia: Clonacion y expresion de peptidil arginina
deiminasa. (PPAD) de Porphyromonas gingivalis. Presentadora: Diana Marcela


https://doi.org/10.1016/j.anaerobe.2022.102647

66

Presencia de RgpA, anticuerpos anti-RgpA y su asociacion con artritis
reumatoide

Castillo Perdomo. Premio al: Mejor proyecto de investigacion en el area de
ciencias de la Salud. En el marco del XXV Congreso institucional de
investigaciones.

Presentacion en IADR/AADR/CADR General Session & Exhibition at the Vancouver.
(2019) Purification of RgpA from external membrane vesicles of Porphyromonas
gingivalis.

Presentacion en IADR/AADR/CADR General Session Virtual Experience (July 21-24,
2021) (2021) Recombinant P. gingivalis Peptidyl-Arginine-Deiminase, a tool for
evaluating rheumatic patient antibodies.

Ponencia en el Seminario Nacional de Investigacion Odontologica (SENIOD). 29 de
Julio de 2022. Anticuerpos contra Peptidil Arginina Deiminasa y gingipaina RgpA de
P. gingivalis se asocia con artritis reumatoidea en pacientes con periodontitis.
Universidad Nacional de Colombia-Sede Bogoté. Facultad de Odontologia.

Presentacion en el Il Simposio Virtual de Estudiantes y Egresados de Posgrado en
Biotecnologia y areas afines. Universidad Nacional de Colombia (20 al 22 de
septiembre de 2022). Los anticuerpos anti-RgpA y la interaccion entre anti-
RgpA/anti-PPAD se asocian con el diagndstico de artritis reumatoidea.

Presentacion en el XVIII Congreso Institucional de Investigaciones, 2022.
Universidad El Bosque 22 a 24 de noviembre de 2022. Los anticuerpos anti-RgpA y
la interaccion entre anti-RgpA/anti-PPAD se asocian con el diagnostico de artritis
reumatoide.



B.
etica

Anexo: Aprobacidon comite de

UNIVERSIDAD

EL BOSQUE

COMITE INSTITUCIONAL DE ETICA EN INVESTIGACIONES DE LA UNIVERSIDAD EL BOSQUE |

MIEMBROS

NADIA YADIRA CASTANEDA G.
Lic. Biologia y Quimica

MSc. cPhD. Biotecnologia
Investigadora

Presidenta

MARIA CRISTINA MEJIA G.
Psicologa

Representante de la Comunidad
Secretaria Ejecutiva

NOHORA JOYA RAMIREZ
Psicologa MSc. PhD.
Experta en Bioética

NELSON HAMID HERMIDA.
Médico MSc.
Especialista en Epidemiologia

LILIANA OVIEDO ALBAN
Psicologa
Representante de la Comunidad

ABELARDO LEAL HERNANDEZ

Abogado MSc. ¢cPhD.
Abogado

DIANA MARCELA BUITRAGO R.

Bacteridloga
PhD Ciencias Farmacéuticas
Experta en Metodologia de la
Investigacion

LILIAN MARITZA NUNEZ F.
Bacteridloga

Especialista en Epidemiologia
General

Experta en Metodologia de la
Investigacion.

EDGAR ORLANDO BELTRAN.
Odontdlogo
Farmacdlogo

FELIX GIOVANN| DELGADO
MSc Bioquimica
Quimico Farmacéutico

Bogota, D.C., 20 de Mayo de 2016

Doctor

MIGUEL OTERO CADENA
Vicerrector de Investigaciones
UNIVERSIDAD EL BOSQUE
Ciudad

Protocolo: “Asociacion entre la proteasa RgpA v la
enzima asociada a procesos de citrulinacion PPAD de
Porphyromonas gingivalis y su impacto en pacientes
con artritis reumatoide”

Cdd.: UB 405 -2016

Respetado Doctor Otero:

Atentamente me permito informarle que el Comite
Institucional de Etica en Investigaciones de la
Universidad El Bosque, en la sesién extra ordinaria del
20 de Mayo 2016, Acta No.012-2018, reviso y aprobd
el protocolo ya que se realizaron las correcciones
solicitadas.

Atentamente,

Nadio e Ghziode
NADIA YADIRA CASTANEDA GARCIA i
Presidenta

Comité Institucional de Etica en Investigaciones

Diana M.

PBX (57-1) 633 13 68 Ext. 1520 Fax (57-1) 6489006

Calle 132 No. 7 A—85 Casa X.5

comiteetica@unbosque.edu.co
Bogotd D.C., Colombia



68 Presencia de RgpA, anticuerpos anti-RgpA y su asociacion con artritis

reumatoide

HOSPITAL e B ORI

) MILITAR _Gonmermey a,‘ﬁg"“?&
" CENTRAL

"Salud - Catlidad ’ﬂ‘mmm%ab’u

18 hay 2016
Bogoté.?.Cﬁ% & 2 g 3
No.

/ SDIC-UNIC.

Doctores(as)

Maria Consuelo Romero Sanchez - Diana Marcela Castillo Perdomo
Rafael Valle Ofiate - Juan Manuel Bello - Wilson Bautista Molano
Gloria Ines Lafaurie - Eliana Patricia Calvo - Yormaris Castillo
Nathaly Delgadillo - Philippe Chalem - Cesar Francisco Pacheco Tena
Servicio REUMATOLOGIA

Gn.-

Asunto: Aval Institucional Proyecto de Investigacion Codigo 2016-018

De conformidad con la Resolucion 276 del 11 de abril del 2016, Capitulo |1, Articulo Noveno, que trata de los
requisitos para estudio y aprobacion de los proyectos de investigacion y teniendo en cuenta que el protocolo
“ASOCIACION ENTRE LA PROTEASA RGPA Y LA ENZIMA ASOCIADA A PROCESOS DE
CITRULINACION PPAD DE PORPHYROMONAS GINGIVALIS Y SU IMPACTO EN PACIENTES EN
ARTRITIS REUMATOIDE.” Registrado en la Unidad de Investigacion Cientifica con codigo 2016-018, cumplio
con los requisitos necesarios y después de obtener la aprobacion del Comité de Etica en Investigacion que
sesiono el dia 13 mayo del 2016 como consta en el acta extraordinaria No. 01 el Comité de Investigacion
Cientifica después de evaluar su factibilidad y viabilidad administrativa autoriza y da Aval Institucional para la
realizacion del protocolo dentro de la institucion como consta en el acta No. 04.

El investigador principal debe presentar copia de esta autorizacion en las unidades o areas donde requieran
obtener informacion o acceso para el desarrollo del proyecto.

En caso de ser suspendido el estudio o de la reglizacién de cualquier modificacion del protocolo, deben
reportar por escrito a la Subdireccion de Doeéncia e InVestigacion Cientifica y al Comité de Etica en
Investigacion la informacion correspondiente cgn sus respectjvos soportes.

Una vez finalizado el estudio el investigador principal, debe presentar a la Subdireccion de Docencia
e Investigacion Cientifica en medio magnéticq (2 CD) /el informe final de Ia ejecucion del proyecto
en la institucion y todos los documentos que Seporten la difusion del mismo (ej. articulos, memorias

de congresos, etc.) /

Cordialmente,

==l

—
s7al(RA) Luis Eduardo Rérez Arango
4 . Director General Hospital Militar Central

| . / V4

b/ [ j ‘J i
Teniente Coronel Luis Eduardo Pino Villareal M.D. MSc Doctora Luz i Vila Portillo
Subdireccion de Docencia e Investigacion Cientifica Jefe Unidad de Invéstigac’ g’)A Cientifica

" Salud — Calidad - Fumanizaciin”

Transversal 3° No. 49-00
3486868 EXT.5310-5363Bogota - Colombia



C. Anexo: Material suplementario
capitulo 4



Tabla S1: Comparacion de niveles de interaccion Anti-RgpA, Anti-PPAD y Anti-PPAD/RgpA con marcador es de periodontitis estratificados por
presencia o ausencia de AR.

Variable AR Control AR Control AR Control AR Control
RgpA RgpA PPAD PPAD

<Q2 >Q2 <Q2 >Q2 <Q2 >Q2 <Q2 >Q2 <Q2 >Q2 <Q2 >Q2 <Q2 >Q2 <Q2 >Q2
Number of Teeth
Median 19 21 25 26 20 21 25 25 20 19 25 25 20 19 25 25
(IQR) (12-25) (13-25) (21-28) (20-28) (12-25) (15-25) (21-28) (20-28) (13-25) (12-25) (20-28) (21-28) (13-25) (11-25) (21-28) (21-28)
Plague Index%
Median 61 71 53 51 64 73 54 49 64 71 57 27 69 66 54 46
(IQR) (18-81) (41-87) (36-66) (34-75) (33-82) (41-89) (38-68) (23-77) (33-82) (36-88) (42-61) (28-66) (40-84) (33-88) (4-67) (27-71)
Gingival Index%
Median 44 52 32 29 48 53 32 16 48 50 33 31 52 48 33 3
(IQR) (7-73) (1-74) (23-48) (15-57) 13-73 4-73 21-51 9-49 10-73 10-79 17-51 17-52 10-71 10-81 18-49 16-57
Bleeding on
probing%
Median 36 49%* 40 37 41 55%* 40 32 44 47 40 39 46 49 40 39
(IQR) (16-58) (32-68) (27-50) (26-54) 2-58 31-59 27-50 8-54 26-63 20-63 27-55 24-50 26-62 20-67 27-54 28-51
Pocket Depth
mm 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
Median 141 1-4.2 4-4.3 1-4.3 1-4.1 1-4.2 4-4.3 1-4.2 1-4.2 1-4.1 1-4.2 1-4.3 1-4.2 1-4.1 1-4.2 4-4.3
(IQR)
CAL mm
Median 2.6 2.8 2.3 2.6 2.7 2.7 2.3 2.7 2.8 2.7 2.4 23 2.8 2.7 24 2.3
(IQR) 2.2-3.3 2.3-3.3 2-2.8 2-3.1 2.2-3-3 2.2-3-3 1.9-2.9 2.4-3 2.3-3.3 2.3-35 2-3 1.9-2.8 2.4-3.3 2.2-3.5 2-3.0 1.9-3
CAL (%)
Median 85 90 46 56** 87 90** 52 50 86 87 53 45 87 87 51 50
(IQR) 54-98 67-97 32-70 39-84 60-98 65-99 32-77 48-70 54-97 65-97 34-78 31-70 60-97 63-96 34-72 35-82

** p<0.05. RIQ= Rango Intercuartil; RgpA= Arg-gingipaina A; PPAD= peptidil arginina deiminasa de P. gingivalis;
BOP=S ngrado al sondaje; CAL=Perdida de insercién Clinic



Tabla S2: Comparacion de los niveles de interaccion de Anti-RgpA, Anti-PPAD y AntiPPAD-RgpA
con la severidad de la periodontitis y la actividad de la AR.

Variable AR AR AR AR AR AR
Periodontitis + Periodontitis - Severidad +  Severidad - Actividad + Actividad -

Anti-RgpA Q2

<Q2 44 (80) 11(20) 43 (78) 12(22) 16(29) 39(71)

2Q2 75(85) 13(15) 75 (85) 13(15) 31(35) 57(65)

Anti-RgpA Q1

<Q1 79(81) 18(19) 78 (80) 19 (20) 28(29) 69(72)

>Q1 40(87) 6(13) 40 (87) 6 (13) 19(9) 27(91)

Anti-PPAD

<Q2 53(89) 6(11) 52(88) 7(12) 18(31) 41(69)

>Q2 66(79) 18(21) 66(79) 18 (21) 29(35) 55(65)

Anti-PPAD

<Q1 79(89)** 10(11) 78 (88) ** 11(12) 27(30) 62(70)

>Q1 40(74) 14 (26) 40(64) 14(36) 20(37) 34(63)

Anti-PPAD/ANti-RgpAQ2

Positive 95 (85) 17 (15) 94 (84) 18 (26) 18 (30) 42(70)

Negative 24 (77) 7 (23) 24 (77) 7 (33) 29 (35) 54(65)

Anti-PPAD/ Anti-RgpAQ1

Positivo 105(84) 20 (16) 104(83) 21(17) 29(30) 70(70)

Negativo 14 (78) 4 (22) 14(78) 4 (28) 18(41) 26 (59)

*%*

Diferencia significativa (p<0,05). AR= Arg-gingipaina A; PPAD= peptidil arginina
deiminasa de P. gingivalis.
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