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Resumen

La periodontitis es una enfermedad polimicrobiana de caracter disbibtico altamente
prevalente a nivel mundial. Hoy en dia es aceptado que el proceso disbiético generado
es el motor que promueve el progreso de la periodontitis. En este contexto, se propone
a P. gingivalis como uno de los patégenos angulares que inician este proceso y, ademas,
a F. nucleatum como un contribuyente del mismo. Adicionalmente, se ha reportado que
ambas bacterias estarian vinculadas a procesos tumorogénicos orales debido a la
activacion de NF-kB y a la promocion de la expresion de ciertas citoquinas
proinflamatorias, como TNF-a, IL-1[3, IL-6 e IL-8, mediado por la activacion del receptor
TLR4. Estas citoquinas también contribuyen a la progresion de la periodontitis a través
de un proceso de inflamacién crénica. Debido a que se ha reportado sinergia en un
contexto de periodontitis al coinfectar con estos microorganismos y, ademas, de que se
ha evidenciado que el cocultivo de estas bacterias afecta la virulencia de ambas, se
propone la siguiente hipétesis: “La infeccion con el cocultivo de Porphyromonas
gingivalis y Fusobacterium nucleatum aumenta de manera sinérgica la expresion
de TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-8 y la viabilidad celular en cultivos celulares linea
OKF6/TERT2 mediante la via TLR4/NF-kB”.

En virtud de lo anterior, se generd -por primera vez- un modelo de cocultivo de P.
gingivalis y F. nucleatum y posterior infeccibn de células epiteliales gingivales
(OKF6/TERT2). Como resultado se obtuvo que, tras cocultivar P. gingivalis y F.
nucleatum por 24 h y en anaerobiosis, ambas bacterias estaran a una razén similar.
Ademas, se comprobd que estos microorganismos interactian fisicamente al ser
cocultivados en estas condiciones. Por otro lado, al infectar células OKF6/TERT2 se
determind un incremento en la expresion de TNF-a e IL-18, y un aumento sinérgico en
la expresion de IL-6 e IL-8. En este contexto, se reportd un incremento en la produccién
de NF-kB al estimular con la coinfeccion. Asimismo, se observé que el cocultivo aumenta
la migracion de células OKF6/TERT2. Finalmente, se realiz6 un silenciamiento de TLR4
para evaluar su posible rol en los cambios reportados anteriormente y se determiné que

este contribuye sélo a la expresion génica de IL-13 e IL-6.
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Abstract

The coculture of Porphyromonas gingivalis and Fusobacterium nucleatum
increases synergistically the expression of proinflammatory mediators through
TLRA4.

Periodontitis is a polymicrobial and dysbiotic disease highly prevalent worldwide.
Nowadays it is accepted that the dysbiotic process generated is the driving force
promoting the progression of periodontitis. In this context, P. gingivalis is proposed as a
keystone pathogen that promotes this process and, furthermore, F. nucleatum
contributes to it. Moreover, it has been reported that both bacteria are linked to oral
tumorigenic onset and progression due to the activation of NF-kB and the promotion of
the expression of certain pro-inflammatory cytokines, such as TNF-a, IL-1j3, IL-6 e IL-8,
mediated by the activation of TLR4 receptor. Then, these cytokines also contribute to
periodontitis progression through a chronic inflammation process. Owing to the fact that
there are several studies reporting synergy when coinfecting with these microorganism
in a context of periodontitis and, moreover, that it has been evidenced that the coculture
of these bacteria affects the virulence of both of them, we propose the following
hypothesis: “The infection with the coculture of Porphyromonas gingivalis and
Fusobacterium nucleatum synergistically increases the expression of TNF-a, IL-
1B, IL-6 and IL-8 and cell viability in OKF6/TERT2 cell cultures through TLR4/NF-
kB”.

Hence, we proceeded to elaborate -for the very first time- a model of coculture of P.
gingivalis and F. nucleatum and subsequent infection of gingival epithelial cells
(OKF6/TERT2). As results we obtained that, after coculturing P. gingivalis and F.
nucleatum for 24 h in anaerobiosis, both were at a similar ratio. Moreover, we proved that
these microorganisms interact physically when cocultured in these conditions. On the
other hand, after infecting OKF6/TERT?2 cells we determined an increment in TNF-a and
IL-1B expression, and a synergic increase in IL-6 and IL-8 expression. In this context, we
reported an increase in NF-kB production after coinfection with P. gingivalis and F.
nucleatum. Likewise, we observed that the coculture increases OKF6/TERT2 cells

migration. Finally, we performed a knockdown of TLR4 to evaluate its possible role in the
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changes previously reported and we determined that this receptor contribute only to the

genetic expression of IL-1B and IL-6.
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1. Introduccion

1.1 Caracteristicas generales de la periodontitis

Las enfermedades periodontales se definen como condiciones disbiéticas que afectan el
margen subgingival, y se caracterizan por un desbalance entre la comunidad microbiana
subgingival y la respuesta inmune del hospedero [1]. Dentro de esta clasificacién se
encuentra la periodontitis, la cual es una patologia caracterizada por una inflamacién
crénica del periodonto producto de la disbiosis del margen subgingival, culminando en la
destruccion del tejido de soporte del diente, resorcion del hueso alveolar y la pérdida de

la pieza dental [2] (Figura 1).

Salud periodontal I Periodontitis

Biofilm
simbidtico

Biopelicula dishidtica

subgingival

Inflamacion severa

Resorcién de hueso
alveolar

Figura 1: Estado de salud versus periodontitis. Se logra apreciar un individuo en estado de
salud periodontal (lado izquierdo) en comparacion a un sujeto en estado de periodontitis (lado
derecho). En el lado de periodontitis se observa la biopelicula bacteriana de caracter disbiética y
la destruccion de los tejidos de soporte del diente, producto de la inflamacién en respuesta a dicha
biopelicula. Modificado de Hajishengallis, 2015 [10].
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Recientemente se ha demostrado que la periodontitis seria la sexta condicibn mas
prevalente a nivel mundial, afectando -en su estadio mas severo- al 10% de la poblacion
adulta [3]. Sin embargo, la prevalencia de esta patologia varia acorde a las regiones
geogréficas afectadas, siendo la latinoamericana y las subsaharianas del este de Africa
aguellas con mayor prevalencia, llegando a un 20% aproximadamente [4]. Chile no
gueda exento, es mas, alrededor del 90% de la poblacién adulta presenta uno o mas

signos clinicos de esta patologia [5].

Esta enfermedad presenta diversos factores etioldgicos dentro de los cuales se
encuentra la mala higiene oral, estatus socioeconémico, edad y etnia [6]. Dentro de estos
factores etioldgicos destacan el consumo de tabaco y enfermedades sistémicas como
diabetes mellitus, ademas de la susceptibilidad genética del paciente, es decir, sujetos
que presenten anormalidades inmunolégicas que impidan el correcto funcionamiento y
reclutamiento de células inmunes al sitio afectado, como por ejemplo el sindrome de
Cohen [7].

Durante estos ultimos afios se ha establecido que la periodontitis se correlacionaria
directamente con enfermedades sistémicas debido a la inflamacién crénica generada
durante la enfermedad. Por ejemplo, se ha reportado que esta patologia aumentaria el
riesgo de sufrir enfermedades sistémicas tales como la diabetes, artritis reumatoide,
obesidad, osteoporosis, complicaciones durante el embarazo y cancer [8, 10]. Ademas,
se ha logrado detectar la presencia de ciertos patdgenos periodontales (como
Porphyromonas gingivalis) en lesiones ateromatosas mediante estudios de trazas de

DNA, RNA o antigenos derivados de dichos microorganismos [9].

Desde tiempos del hombre primitivo, la periodontitis se ha vuelto prevalente tras la
domesticacion de las plantas y animales en las sociedades neoliticas (hace 10.000 afios
atras aproximadamente), cuando la microbiota oral sufri6 un cambio composicional que
se tradujo en un aumento de especies como Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) y
otras asociadas a periodontitis [10]. P. gingivalis se ha propuesto como un patégeno que
juega un rol de piedra angular o “keystone pathogen” en la ecologia oral debido que -a
pesar de estar en baja abundancia relativa- es capaz de alterar la comunidad bacteriana,
afectando la homeostasis del hospedero y promoviendo asi la patogénesis de la

enfermedad [11]. Estos “keystones pathogens” pueden contribuir al inicio de la
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periodontitis al afectar el correcto funcionamiento del sistema inmune del hospedero, sin
embargo, es la microbiota dishidtica y sus diversas interacciones interbacteriales
sinérgicas las que —en conjunto- promueven la respuesta inflamatoria por parte del

hospedero, culminando asi en la destruccion del tejido periodontal [12].
1.2 Modelo de Sinergia Polimicrobiana y Disbiosis (PSD)

La patogénesis de la periodontitis puede ser explicada mediante el Modelo de Sinergia
Polimicrobiana y Disbiosis (PSD). Este modelo comprende la participacion de bacterias
tanto Gram negativo como Gram positivo en la etiologia de la enfermedad, siempre y
cuando puedan promover o tolerar el ambiente inflamatorio [13]. La comunidad
microbiana asociada a periodontitis interactia de manera sinérgica para colonizar de
manera exitosa el margen subgingival, lograr una éptima adquisicion de nutrientes y

lograr persistir en el ambiente inflamatorio caracteristico de esta patologia [14].

Se ha demostrado que P. gingivalis promueve cambios en la abundancia, composicién
y virulencia de la microbiota oral, sin embargo, en estudios de ratones libres de gérmenes
(libres de bacterias comensales), la colonizacién de este microorganismo por si solo no
fue capaz de gatillar periodontitis [11]. A pesar de que es necesaria la virulencia de los
keystone pathogens para la génesis de la periodontitis, estos por si solos no son capaces
de gatillar la enfermedad, por lo que su virulencia adquiere relevancia sélo en un contexto

de una comunidad microbiana sinérgica [13].

Acorde al modelo descrito por Lamont y Hajishengallis, 2015 (Figura 2), las bacterias
colonizantes del margen subgingival se establecen en una comunidad fisiol6gicamente
compatible [15]. El sobrecrecimiento y la patogenicidad de esta comunidad es limitado
por la respuesta inflamatoria del hospedero, generando asi un estado
inmunoinflamatorio controlado, lo cual es caracteristico del tejido oral sano. Sin embargo,
la suma de la susceptibilidad del paciente mas la colonizacion del margen subgingival
por los llamados keystone pathogens, inicia la transicién de una comunidad microbiana
normal a una de caracter disbidtico y patogénico [15]. La destruccion de los tejidos
periodontales es una consecuencia de la sinergia entre los componentes bacterianos de
la comunidad disbio6tica y las perturbaciones ambientales causadas por la desregulacion

de la respuesta inmune del hospedero y la inflamacién producida [12].
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Figura 2: Modelo de Sinergia Polimicrobiana y Disbiosis. Se logra apreciar que el margen
subgingival es colonizado -en primera instancia- por una serie de microorganismos no
estructurados, los cuales se logran establecer en una comunidad heterotipica estructurada que
se encuentra en equilibrio con el sistema inmune del hospedero. A pesar de que los
microorganismos que componen dicha comunidad pueden producir toxinas o causar inflamacion
por si solos, estos son delimitados en cuanto a nimero y virulencia por el sistema inmune. Sin
embargo, la colonizacién por parte de los keystones pathogens como P. gingivalis y el aumento
en su numero relativo por las interacciones sinérgicas interespecies con los demas miembros de
la comunidad microbiana, tiene como consecuencia la alteracion de la composicion y el aumento
en la virulencia y numero de toda la comunidad, remodelandola asi desde una de caracter normal
a una disbiética y patogénica, culminando en la destruccion del tejido periodontal. Modificado de
Lamont y Hajishengallis, 2015 [15].

A lo largo de los ultimos 100 afios, se ha ido estableciendo una correlacién entre la
inflamacién crénica y el cancer. En 1986 se demostré que la inflamacién (o reparacion
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de tejidos) y la carcinogénesis tienen en comun caracteristicas como el aumento en la
angiogénesis, en la proliferacion y migracién celular [16]. Actualmente, se estima que
alrededor del 25% de los cancer estan asociados a inflamacion cronica debido a
infecciones (como hepatitis o gastritis cronica) u otros origenes como el uso de agentes
fisicoguimicos [17]. Es mas, esta estipulado que la infeccién por Helicobacter pylori
aumenta el riesgo de desarrollar cancer gastrico en un 75% debido a la respuesta

inflamatoria y mecanismos moleculares que esta bacteria activa [18].
1.3 Caracteristicas generales del cancer

El cancer es la mayor carga econdmica, social y clinica en términos de afios de vida
ajustados por discapacidad (DALYs) de todas las enfermedades humanas y es la

segunda causa de muerte a nivel global [19].

Al exponer las células de un tejido a la infeccién por un microorganismo o un agente
irritante quimico como fenoles o radiacion UV, se reclutan células inmunes inflamatorias
al sitio afectado y se induce la proliferacion celular y la liberacion de especies reactivas
de oxigeno (ROS) y especies reactivas de nitrégeno (NOS), lo que genera dafio oxidativo
del DNA y reduce su capacidad de reparacion. En tejidos cronicamente inflamados se
produce la subversién de la muerte celular y/o de los procesos de reparacion, resultando
en la replicacion del DNA y proliferacién de células que han perdido el control normal de
su crecimiento [20]. Asi, el proceso de desarrollo de cancer se inicia cuando la secuencia
de DNA de una célula sufre mutaciones genéticas y se produce la inestabilidad del

genoma debido a fallos en el proceso de reparacion del DNA [17].
1.3.1 Céancer oral

Dentro de los distintos tipos de cancer se destaca el cancer oral, siendo este la sexta
malignidad mas comun a nivel global [21]. Este representa un problema de salud mundial
debido a su morbilidad y mortalidad, sin embargo, dichas tasas pueden variar entre los
diferentes paises, grupos etarios, razas y géneros, siendo mas comun en hombres.
Acorde a datos de la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) -en
el afo 2012- se reportaron 145.353 muertes por cancer oral a nivel global, representando
el 1,9% de todas las muertes por cancer en ese afio [22]. El carcinoma oral de células

escamosas (OSCC) es el que posee mayor tasa de mortalidad dentro de los canceres

20



orales. Acorde a los datos publicados en el 2018 por el observatorio global del cancer
(GLOBOCAN), se diagnosticaron 350.000 nuevos casos y mas de 175.000 muertes a
nivel mundial [23]. Respecto a la epidemiologia de esta enfermedad en Chile, se estima
que representa el 1,6% del total de los canceres y, ademas, se ha observado que la
supervivencia de los pacientes ha ido disminuyendo en los Ultimos afios, evidenciando

la falta de politicas publicas orientadas al diagnéstico temprano [24].

Dentro de sus factores de riesgo se encuentran la exposicion a sustancias quimicas,
pesticidas y metales pesados que inducen alteraciones genéticas pro oncogénicas y
epigenéticas, ademas de otros factores como lo son las lesiones orales, enfermedades
inflamatorias, infecciones y la disbiosis bacteriana, siendo esta Ultima de gran
importancia para el desarrollo de cancer oral [25]. Asimismo, se ha demostrado que el
desarrollo de OSCC se ve estrechamente influenciado los habitos de vida del hospedero
como lo son el consumo de tabaco, el abuso de alcohol, mala higiene oral e infecciones

virales [25].

Entre todos los tipos de cancer, el oral estd particularmente relacionado con la
composicion de la microbiota oral e intestinal [25]. Se ha determinado que la microbiota
salival de pacientes sanos es distinta a la de aquellos con lesiones premalignas y OSCC,
reportdndose un enriquecimiento de ciertos filos bacterianos como Fusobacterium vy
Bacteroidetes, donde se encuentran géneros como Fusobacterium y Porphyromonas
[26]. Al analizar las especies bacterianas asociadas con OSCC, se destacan
principalmente Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum) y P. gingivalis como unas de

las bacterias mas representativas de esta relacion [25].

1.3.2 Porphyromonas gingivalis y Fusobacterium nucleatum: vinculo con

tumorogeénesis

En estudios de andlisis de tejido tumoral oral, se determiné un aumento en el nimero de
unidades formadoras de colonias (CFU) de P. gingivalis y de F. nucleatum en la
biopelicula de muestras clinicas provenientes de tumores de pacientes con OSCC en
comparacion a muestras de mucosa sana proveniente de pacientes periodontalmente
sanos [27]. Respecto a P. gingivalis, se ha determinado que esta presente en mayor

cantidad en tejidos de individuos afectados por OSCC respecto a muestras sanasy que,
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ademas, invade tejidos afectados por esta malignidad [28]. Asimismo, este
microorganismo invade, sobrevive y se disemina célula-célula en las células epiteliales
gingivales (GECs) no transformadas del hospedero [29]. Una vez en el interior de las
GECs, P. gingivalis inhibe el proceso de apoptosis y muerte programada, que
corresponde a un mecanismo de sobrevida que utilizan las células afectadas por
procesos malignos, mediante la activacion de ciertas vias de sefializacion como la
JAK/STAT3 y la inhibicion de la caspasa-3 efectora [30]. En este contexto de cancer, se
ha descubierto que la infeccién por P. gingivalis en GECs modula la expresién y actividad
(en términos de activacion o inhibicion) de proteinas relacionadas al control del ciclo
celular tales como ciclinas, la proteina supresora de tumores p53 y PI3K, de tal manera
de promover la proliferacion de estas células [31]. Adicionalmente, se ha reportado que
la infeccién de diversos tipos celulares con P. gingivalis genera la activacion del factor
de transcripcion NF-kB [32], suceso que es considerado como un evento clave en la
respuesta inflamatoria y comun en procesos carcinogénicos debido a que esta proteina
esta relacionada con procesos como la angiogénesis, la inhibicion de la apoptosis y la
promocion de la proliferacién celular, los cuales son conocidos marcadores (o Hallmarks)

del cancer [33].

Por otro lado, F. nucleatum también se ha considerado como un microorganismo
relacionado a procesos inflamatorios y malignos. Mediante técnicas de secuenciacion de
nueva generacion (NGS), se determind que F. nucleatum esta aumentada en términos
de abundancia en lesiones cancerosas de pacientes con OSCC [34]. En estudios de
modelos murinos de tumor oral, se ha evidenciado que la infeccién con esta bacteria es
capaz de activar la via de sefializacién del transductor de sefiales y activador de la
transcripcion-3 (STAT-3), molécula clave en la progresién del cancer debido a que regula
la expresion de genes responsables de la supresion de la apoptosis, el aumento la
proliferacién celular, la angiogénesis, la metastasis e invasion [35]. Ademas, F.
nucleatum gatilla una fuerte respuesta inflamatoria mediante la activacion del receptor
Toll-like receptor 4 (TLR4) y la subsecuente translocacion al nucleo del factor de
transcripcion NF-kB, promoviendo asi la expresion de citoquinas proinflamatorias como

la interleuquina 6 (IL-6), IL-8 y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) [36].
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Todos los efectos celulares que conlleva la infeccion por P. gingivalis y F. nucleatum son
parte de los llamados Hallmarks de cancer, por ende, se puede establecer una
correlacion entre la infeccion por F. nucleatum y P. gingivalis con el desarrollo y

progresion de cancer oral.
1.4 Porphyromonas gingivalis: aspectos generales

P. gingivalis es una bacteria Gram negativo, anaerobia, no maétil y asacarolitica que se
encuentra en la biopelicula subgingival oral y que infecta y sobrevive en GECs, ademas
de que se disemina célula-célula sin transitar el espacio extracelular [37, 38]. Este
microorganismo es de suma importancia en nuestro pais puesto que se ha determinado
que es uno periodontopatdgenos mas prevalentes en pacientes afectados por

periodontitis en la poblacién chilena [39].

Esta bacteria — en un contexto de periodontitis- se considera un keystone pathogen, y
Su persistencia cronica en el periodonto depende especificamente de su habilidad para
infectar el tejido epitelial oral y evadir la respuesta inmune del hospedero para lo cual
despliega sus diversos factores de virulencia [40]. Dentro de estos factores destacan el
lipopolisacarido (LPS), la capsula que causa la desregulacion del ciclo celular; cisteina
proteasas (también llamadas gingipainas) que destruyen la matriz extracelular; y las

fimbrias, las cuales permiten la unién de la bacteria a la superficie celular [41].
1.4.1 Factores de virulencia de Porphyromonas gingivalis

Las células inmunes y epiteliales del hospedero expresan receptores de reconocimiento
de patrones (PRRs, en inglés) que son capaces de sensar los diversos patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMPSs, en inglés), entre los cuales se encuentran
lipidos, lipopolisacéaridos, proteinas y acidos nucleicos [42]. Una vez reconocido su
ligando (PAMPSs), comienza una cascada de sefializacion celular que culmina en una
respuesta inflamatoria tras la activacion del factor de transcripcion NF-kB, el cual
promueve la transcripcion de citoquinas proinflamatorias tales como TNF-q, IL-183, IL-6
e IL-8 [43]. EI LPS de P. gingivalis es efectivamente reconocido por los receptores TLR2
y TLR4, gatillado una respuesta inflamatoria via la activacion de NF-kB [43,44]. Sin

embargo, dicho factor de virulencia de esta bacteria posee una inmunogenicidad
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relativamente baja en comparacién con otras bacterias Gram negativo, lo que contribuye

a gue la infeccion sea de caracter crénico [45].

El LPS es un glicolipido complejo compuesto de tres dominios unidos de manera
covalente entre ellos: el lipido A o endotoxina, el cual esta anclado a la membrana
externa bacteriana; el oligosacarido core o central y el antigeno O (OAgQ), la cual es la
region mas externa y variable de este factor de virulencia [46]. En estudios previos de
nuestro grupo de investigacion, se determind que la inhibicibn de la apoptosis y el
aumento en la viabilidad que produce la infeccion por P. gingivalis en GECs se debe a
la presencia del OAg en el LPS y, ademas, la misma presencia de este antigeno aumenta
los niveles de mRNA de TLR4, lo cual se correlaciona con el efecto anti apoptotico que
produce esta bacteria [47].

Por otro lado, las gingipainas son un factor de virulencia importante para P. gingivalis.
Estas proteinas son parte de la familia de las enzimas cisteina proteasas y se encuentran
en la membrana exterior, en vesiculas de membranas externas (OMVSs) y en estructuras
extracelulares de P. gingivalis. Las gingipainas tienen como funcién degradar un gran
namero de proteinas del hospedero como proteinas inmunomoduladores, de vias de
sefalizacién celular, proteinas regulatorias y moléculas de adhesién [48]. Por ejemplo,
a modo de evasion de la actividad del sistema inmune del hospedero, las gingipainas de
P. gingivalis pueden afectar la cascada del complemento del sistema inmune al degradar
la proteina C3 del complemento, evitando asi su opsonizacion y su subsiguiente
degradacion [49]. Ademas, las gingipainas degradan ciertas proteinas de la superficie
celular del hospedero como las cadherinas, integrinas y las moléculas de adhesion
celular (CAMSs), lo cual tiene como consecuencia la destruccion del epitelio gingival, la
formacion del saco periodontal, la invasion de la bacteria y difusion de sus toxinas hacia

los tejidos periodontales internos [50].

Por ultimo, se destacan las fimbrias de P. gingivalis como uno de sus principales factores
de virulencia. Estas son estructuras filamentosas localizadas en la superficie del
microorganismo y promueven la adhesion bacteriana a distintas superficies como la
matriz extracelular, la célula a infectar y a otras bacterias, participando asi en la

formacién de la biopelicula oral [48]. Se ha reportado que la fimbria FimA causa un
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incremento en la secrecion de citoquinas proinflamatorias como TNF-a e IL-6 en células
mononucleares de sangre periférica humana via la activacién del receptor TLR4 y del
factor de transcripcion NF-kB [51]. Ademas, se ha observado que este factor de

virulencia aumenta los niveles de IL-8 en GECs via la activacion del receptor TLR2 [52].

Las interacciones microbianas que se dan en la biopelicula subgingival son de suma
importancia en la etiologia de la periodontitis. En este contexto, se ha descrito que
P. gingivalis es una de las mas de 700 especies bacterianas que se encuentran en la
cavidad oral y que, adicionalmente, se encuentran en equilibrio con la respuesta inmune
del hospedero [48]. Se ha descrito que esta bacteria es capaz de interactuar de manera
sinérgica con ciertos patégenos orales como Treponema Denticola (T. denticola) [90] y
F. nucleatum. Las interacciones entre P. gingivalis y F. nucleatum que toman lugar en la
cavidad oral son posibles principalmente gracias al uso de sus fimbrias y adhesinas, es
mas, se reporta que son aisladas en conjunto frecuentemente desde pacientes con
enfermedades orales de caracter inflamatorias crénicas, como la periodontitis [53]. Por
lo tanto, la interaccion entre estos dos Ultimos microorganismos podria ser clave en esta

patologia.

1.5 Fusobacterium nucleatum: aspectos generales

Fusobacterium nucleatum es un bacilo Gram negativo, anaerobio, caracterizado por ser
de las especies mas abundantes de la cavidad oral, ademéas de estar relacionado a
enfermedades extraorales como el cancer colorrectal [54]. Dentro de la biopelicula
subgingival, F. nucleatum se ubica en la capa intermedia, lo que le permite cumplir un
rol de “puente” entre las especies que componen dicha biopelicula, interactuando
simultdneamente con uno 0 mas microorganismos [55]. Mas especificamente, este papel
estructural que cumple F. nucleatum en la biopelicula subgingival (Figura 3) permite
conectar los llamados colonizadores primarios del margen subgingival -como especies
Streptococcus- con los colonizadores secundarios, como P. gingivalis, siendo clave la
morfologia de bacilo que posee F. nucleatum para facilitar sus multiples interacciones

simultaneas [54].
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Figura 3: El rol de Fusobacterium nucleatum en la biopelicula oral. Se observa que F.
nucleatum cumple un rol de organismo puente entre los microorganismos que se adhieren
primero a la superficie del diente, llamados colonizadores primarios, y aquellos mas cerca del
epitelio gingival, llamados colonizadores secundarios. Se aprecia que F. nucleatum interactia con
mas de una bacteria a la vez. Una vez adherida a la biopelicula en desarrollo, F. nucleatum logra
interactuar y coagregar con P. gingivalis mediante las adhesinas del primer microorganismo.
Modificado de Brennan y Garrett, 2019 [54].

En concordancia con el rol de puente que presenta F. nucleatum en la biopelicula
subgingival, se ha observado que F. nucleatum es capaz de coagregar con un gran
namero de bacterias orales, destacando su estrecha interaccion con microorganismos
pertenecientes al género Bacteroides, como por ejemplo con P. gingivalis [57].
Recientemente, se ha explorado el papel que jugaria F. nucleatum en la cavidad oral,
expandiendo dicho rol hacia uno de puente metabdlico entre las especies de la
biopelicula subgingival, favoreciendo asi el crecimiento de la biopelicula de P. gingivalis
y su dispersion, es decir, la expansion del habitat de esta Ultima bacteria, lo que podria
reflejarse en una mayor patogenicidad de la comunidad microbiana [58]. Por otro lado,
en estudios de metatranscriptomica de muestras provenientes de placa subgingival de
pacientes con periodontitis, se determind -mediante técnicas de secuenciacion de RNA-
una alta similitud en el perfil metabdlico de estas muestras (expresion génica de

determinadas enzimas relacionadas al metabolismo bacteriano) a pesar de la alta
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variabilidad del microbioma, lo que sugiere que la transicion de salud a enfermedad
periodontal esta mas asociada al metabolismo de la comunidad microbiana que a la

presencia de una especie en particular [59].

A lo largo de los ultimos afios, se ha clasificado a F. nucleatum como parte de la
microbiota core, es decir, cuya abundancia relativa y prevalencia no fluctda en salud o
periodontitis, por lo que se ha propuesto a este microorganismo como una piedra angular
metabdlica dentro de las interacciones que ocurren en la cavidad oral [2]. Sin embargo,
el estudio realizado por Abusleme et al, 2021, demostr6 que la abundancia de
Fusobacterium spp si aumenta en gingivitis y periodontitis respecto a salud, nuevamente
evidenciando el rol que podria tener esta bacteria en la patogénesis de la periodontitis
[12]. Tomando en consideracion que F. nucleatum estd asociado a enfermedades
sistémicas como cancer colorrectal y oral, es importante expandir nuestro conocimiento
sobre el rol de este microorganismo en el contexto de una comunidad polimicrobiana
como la cavidad oral, especialmente en un contexto de dishiosis como se da en la

periodontitis [58].
151 Factores de virulencia de Fusobacterium nucleatum

F. nucleatum presenta un diverso abanico de factores de virulencia, los cuales utiliza
para lograr la adhesién e invasion del tejido a infectar, ademas de permitir su unién con
otros microorganismos pertenecientes a la microbiota oral, y contribuir a la patogénesis
de la periodontitis y otras enfermedades extraorales como el cancer colorrectal. Dichos
factores de virulencia son el LPS, sus diversas adhesinas y una serie de enzimas
denominadas serina proteasas que utiliza para la destruccion del tejido periodontal y la

adquisicion de nutrientes [60].

Se ha reportado que F. nucleatum se adhiere e invade GECs, gatillando asi la secrecién
de IL-8 [56]. Asimismo, se evidencidé que el LPS de este microorganismo induce un
aumento en los niveles de mMRNA de IL-8 y TNF-a en este tipo celular [61]. En estudios
en lineas de macréfagos, se reporté que el LPS aislado desde cultivos de F. nucleatum
no promovio ni inhibié el proceso apoptdtico en estas células, sin embargo, si generd un
incremento en la secrecién de las citoquinas proinflamatorias TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-8,

lo cual -en un contexto de periodontitis- induce la resorcion de hueso alveolar [62]. En

27



estudios realizados en células epiteliales de cancer colorrectal, se demostré que el LPS
de F. nucleatum activa al receptor TLR4, promoviendo la activaciéon del factor de
transcripciéon NF-kB y produciendo asi un aumento en la proliferacion e invasion celular
[63].

Otro factor de virulencia a destacar de F. nucleatum son sus adhesinas: FadA, Fap2 y
RadD, las cuales se definen como moléculas adhesivas en las superficies de las
bacterias que interactian con los receptores de las células a infectar, facilitando asi la
adhesion e invasion a varios tipos celulares [64]. Entre estas, la mas estudiada es la
adhesina RadD, cuya funcién comprende la interaccién de F. nucleatum con mdultiples
organismos tales como levaduras y bacterias, todos pertenecientes a la microbiota oral,
permitiendo asi cumplir el rol de puente de F. nucleatum descrito anteriormente [54]. Por
otro lado, se ha reportado que la adhesina FadA es esencial para la adhesion e invasion
de F. nucleatum a células epiteliales. Ademas, se ha reportado que esta adhesina
promueve un aumento en los niveles de NF-kB y un incremento en la expresion de IL-6
e IL-8, asimismo, en un modelo de cancer colorrectal, se ha evidenciado que FadA puede
modular ciertas respuestas tumorogénicas tales como el aumento en la proliferacion
celular [65]. Finalmente, se ha determinado que F. nucleatum evade exitosamente la
respuesta inmune del hospedero mediante su adhesina Fap2, la cual, ademas de
permitir el reconocimiento y unién del tejido epitelial a infectar, permite la unién de F.
nucleatum con el receptor TIGIT expresado en células inmunes tipo natural killer (NK) y
en linfocitos, inhibiendo asi la funcidn citotdéxica de estas células y facilitando la
supervivencia de F. nucleatum [66]. En un contexto de cancer, la subversién inmune
descrita anteriormente producto de la unién de Fap2 al receptor TIGIT evitaria la muerte

de las células tumorales por parte de la accién del sistema inmune del hospedero [66].

A lo largo de los ultimos afios, la patogenicidad y tumorogenicidad de F. nucleatum se
ha explicado debido a su capacidad de inducir una respuesta proinflamatoria al
incrementar la expresion de citoquinas como TNF-q, IL-6 e IL-8 en células epiteliales de
colon, lo cual puede causar displasia y el desarrollo de cancer [66]. Al tomar todo lo
descrito anteriormente, junto con lo expuesto respecto al efecto de la infeccién por P.
gingivalis, se puede establecer la relacion entre ambos microorganismos y un mayor

riesgo de céncer, especificamente OSCC, debido a las diferentes vias de sefializacion
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que activan y a la respuesta inflamatoria de caracter crénico que gatillan. En base a lo
anterior, y a la importancia que ambas bacterias poseen en la patogénesis de la
periodontitis, se han realizado diversos estudios en los cuales se ha cocultivado o
coinfectado con P. gingivalis y F. nucleatum con el objetivo de describir en mayor detalle

el impacto de la interaccion entre estos microorganismos.

1.6 Interaccion entre P. gingivalis y F. nucleatum y su efecto en periodontitis

y tumorogénesis oral

Ambas bacterias se localizan en el margen subgingival, especificamente en la
biopelicula subgingival. Se ha reportado que el valor de pH en dicha ubicacién es igual
a un valor aproximadamente neutro, lo cual es 6ptimo para el crecimiento de P. gingivalis
[67]. Sin embargo, en el saco periodontal, al haber abundancia de compuestos
nitrogenados por destruccion del periodonto, el valor de pH puede disminuir, variando
hacia un ambiente &cido. F. nucleatum es capaz de aumentar el pH y mantenerlo dentro
de un rango neutro nuevamente al neutralizar los &acidos presentes mediante la

produccién de ciertos compuestos basicos [67].

En vista de que P. gingivalis y F. nucleatum coagregan al ser cultivadas en conjunto [57],
se realizaron estudios con el fin de dilucidar el efecto que esta interaccion fisica entre
ambas bacterias podria tener. Entre dichas investigaciones, se observé que F.
nucleatum facilita la supervivencia de P. gingivalis en ambientes oxigenados,
permitiendo la existencia de P. gingivalis en otras comunidades orales como, por
ejemplo, en la biopelicula ubicada en la superficie supragingival dental [68]. Esta
biopelicula puede actuar como un reservorio de P. gingivalis, lo que podria permitir la
continua reinfeccién y/o diseminacion de esta bacteria hacia los sitios subgingivales [69].
Asimismo, la presencia de ciertos microorganismos como P. gingivalis en la comunidad
supragingival se asocia con un agravamiento de los signos clinicos de la periodontitis
debido a la activacion del receptor TLR4 y de su via de transduccion [69]. Por otro lado,
se realizaron estudios prote6micos a través de modelos de comunidad entre P.
gingivalis, F. nucleatum y Streptococcus gordonii, en el cual se observo que se producen
cambios en la expresiéon de proteinas de P. gingivalis de tal manera de proveer de un

soporte fisioldgico a esta bacteria en términos de integridad de su DNA, de un incremento
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en su contenido ribosomal y un mayor consumo de hemina, lo cual impacta en la

virulencia de este microorganismo [70,71].

A lo largo de los dltimos afios ha aumentado el nUmero de investigaciones referentes a
las interacciones polimicrobianas en un contexto de periodontitis, debido a que los
microorganismos que componen la microbiota oral interactian de manera sinérgica o
antagonica, lo cual impacta en la patogénesis de la enfermedad [72,73,74]. En estudios
de coinfeccion de GECs por parte de P. gingivalis y F. nucleatum, se observé que F.
nucleatum aumenta el potencial de invasion del patobionte P. gingivalis en comparacion
a las infecciones de las bacterias por si solas (monoinfecciones) [72]. Este aumento en
la internalizacion de P. gingivalis en GECs tras coinfectar con F. nucleatum seria
mediado por un mecanismo dependiente de balsas lipidicas, con el objetivo de evitar la
degradacion intracelular del patobionte y/o prevenir su destruccién por el sistema inmune
del hospedero [73]. Por otro lado, en un modelo murino, se determiné que al coinfectar
con P. gingivalis y F. nucleatum se indujo una mayor liberaciéon de IL-18 y TNF-a en
comparacion a las monoinfecciones y un aumento sinérgico en la resorcion de hueso
alveolar, lo cual probablemente fue debido al incremento en la secrecién de las
citoquinas proinflamatorias antes mencionadas, ya que ambas se relacionan con la

destruccion del tejido oral [74].

En el contexto de la relacién de P. gingivalis y F. nucleatum con un mayor riesgo de
OSCC, se realiz6 una investigacion en un modelo murino de periodontitis asociado a
tumorogénesis oral, extrayéndose epitelio lingual para su estudio post coinfeccién con
las bacterias en cuestion [75]. En esta investigacion, se reporté que la coinfeccion
cronica de P. gingivalis y F. nucleatum incrementd la expresion de IL-6 y TNF-a, ademas
de causar la subsiguiente activacion de STAT3 (pSTAT3), la cual es una molécula ligada
a procesos oncogénicos como el aumento en la proliferacion celular, la supresion de la
apoptosis y el comportamiento agresivo de los tumores [75]. Adicionalmente, en el
mismo estudio antes mencionado, utilizando cultivos in vitro de células derivadas de
epitelio lingual sometidas a la coinfeccion con P. gingivalis y F. nucleatum, se report6
gue el aumento en la expresion de IL-6 y TNF-a observado previamente en el modelo
murino in vivo, se debia principalmente a la activacion del receptor TLR y su factor de

transcripcion rio abajo NF-kB [75].
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Durante un cocultivo bacteriano se producen una serie de interacciones célula-célula
que impactaran en uno o ambos microorganismos, por ejemplo, existe la posibilidad de
apreciar cambios en los perfiles de expresién proteica de las bacterias cultivadas [70].
Los modelos de cocultivos han sido considerados como una aproximacion adecuada
para comprender las mdultiples interacciones entre los organismos procariontes que
componen la microbiota oral, con el fin de dilucidar la patogénesis de enfermedades
orales y explorar terapias nuevas para tratarlas [76]. Entre estas investigaciones, se
destaca la sinergia en la capacidad de formacion de biopelicula que exhibe F. nucleatum
al ser cultivada en conjunto con P. gingivalis en comparacién a sus cultivos individuales
(monocultivos), lo cual podria correlacionarse con una mayor proteccién contra
mecanismos de defensa del hospedero como fagocitosis o agentes antimicrobianos [77].
Asimismo, en una investigacion in vitro realizada en una linea celular de monocitos, se
realizd la extraccion y purificacion del LPS de P. gingivalis proveniente de un
monocultivo, y de un cocultivo de P. gingivalis junto con F. nucleatum, con el objetivo de
estimular los monocitos con dicho factor de virulencia purificado. Los autores reportan
que el LPS del patobionte P. gingivalis proveniente del cocultivo con F. nucleatum indujo
un aumento sinérgico en la expresion y secrecion de IL-1B, IL-6 e IL-8, lo cual se
interpreta como un incremento en la virulencia del LPS de P. gingivalis al ser cocultivada

con F. nucleatum en comparaciéon al LPS proveniente del monocultivo [78].

En base a estos antecedentes y debido a que, en un cuadro de periodontitis, P. gingivalis
y F. nucleatum presentan un efecto sinérgico activando vias inflamatorias similares, es
factible plantear que estos microorganismos tienen un efecto similar en el proceso de
transformacién celular de GECs. Lo anterior involucra la activacion de los receptores
TLR (como el TLR4) y la produccién de moléculas proinflamatorias como TNF-a, IL-1(3,
IL-6 e IL-8.
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1.7 Citoquinas proinflamatorias y su relacién con la destruccién periodontal y

tumorogénesis oral

Como se ha mencionado anteriormente, la periodontitis es una enfermedad oral que
produce la inflamacion cronica del tejido oral. Durante esta patologia, los
microorganismos de la biopelicula oral gatillan la liberacion de las llamadas citoquinas
desde las células inmunes vy el tejido epitelial, las cuales generan dafio irreversible al
periodonto. Ademas, se ha reportado que los mediadores inflamatorios secretados en la
cavidad oral pueden causar enfermedades sistémicas de caracter inflamatorio como
artritis reumatoide, diabetes mellitus, aborto espontaneo, patologias pulmonares y
enfermedades cardiovasculares [79]. Es mas, en base a las investigaciones recientes es
aceptado que alrededor de un 25% de las malignidades humanas se encuentran

relacionadas a la inflamacion crénica debido a infecciones bacterianas o virales [83].

Las citoquinas se definen como pequefias proteinas solubles -cuyo peso molecular varia
entre 5-20 kDa- que, al unirse a su receptor afin, regulan una gran gama de funciones
celulares y genéticas como el control de la proliferacién y diferenciacion celular,
migracion y la respuesta inmune del hospedero, entre otras [79]. Un subtipo de
citoquinas son las quimioquinas, las cuales estimulan la resorcién 6sea y/o reclutan
células inmunes como leucocitos, macréfagos o neutréfilos al area de inflamacién la cual,

en un contexto de periodontitis, seria el margen subgingival, entre otras [80].

A lo largo de los ultimos afios se ha demostrado que una amplia gama de citoquinas
juega un rol crucial en la patogénesis de la periodontitis, de tal manera de promover la
destruccion del tejido de soporte del diente. Entre estas se encuentran TNF-a, IL-1p, IL-
6 e IL-8, entre otras [79]. La citoquina proinflamatoria TNF-a regula la migracién celular,
promoviendo asi la expresion de moléculas de adhesion y de ciertas quimioquinas e
interleuquinas como IL-18 e IL-6, ademas, posee un papel pivotal en la resorciéon de
hueso alveolar y la pérdida del tejido conectivo [81]. Asimismo, en un contexto de OSCC,
TNF-a promueve la progresion tumoral mediante la activacién del factor de transcripciéon
NF-kB, regulando procesos como la invasién y migracion, proliferacién celular, la

inhibicion de la apoptosis y la angiogénesis tumoral [82].
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Por otro lado, IL-1B es una citoquina proinflamatoria e inmunomodulatoria que gatilla la
activacion de ciertas vias de sefalizacion antiapoptoticas y promigratorias como la Akt,
MAPK y ERK [81]. Es mas, se ha reportado que la cascada de sefializacién de IL-13
contempla la activaciéon de NF-kB, ademas de causar un incremento en la expresion y
secrecion de metaloproteinasa 9 (MMP-9), la cual es una proteasa que degrada la matriz
extracelular y, por ende, remodela el tejido periodontal mediante la destruccion del tejido
conectivo [81]. Asimismo, se ha determinado que esta citoquina seria una de las

inductoras mas potentes de la resorcion 6sea alveolar [84]

La IL-6 también juega un rol primordial en la destruccion del tejido periodontal al
promover la resorcion del hueso alveolar [79]. Es mas, en modelos de ratones que
sufrieron delecion del gen codificante de IL-6, al estimularlos mediante sonda con P.
gingivalis, sufrieron una menor pérdida de hueso alveolar en comparacién a ratones wild-
type [80]. Asimismo, se ha observado que esta interleuquina induce la resorcién de
hueso alveolar por si sola 0 de manera sinérgica junto con IL-1B [84]. Se ha reportado
que la unién de IL-6 con su receptor conlleva a la activaciéon de la via JAK/STATS,
culminando en la promocién de la proliferacién celular, la angiogénesis y la invasion [85].
Es mas, en un contexto de OSCC, la IL-6 puede promover el inicio de la tumorogénesis
ylo progresién tumoral mediante la inhibicion de la diferenciacion de las células
dendriticas, induciendo asi la tolerancia inmune del tumor naciente y facilitando su

diseminacion metastéasica [83].

Por dltimo, se destaca la IL-8, la cual es una quimioquina que actida como
guimioatractante de células inmunes al sitio de inflamacién [79]. Se ha reportado que
IL-8, al unirse a su receptor, gatilla la activacion de STAT3 y promueve asi la proliferacion
celular y angiogénesis [85]. Ademas, se ha determinado que la cascada de transduccion
de esta citoquina induce activacion de ciertos factores de transcripcion (como NF-kB) y
la subsecuente expresion de mdltiples genes asociados a funciones como la
angiogénesis, la regulacion del ciclo celular, migraciéon e invasion y la evasion de la
apoptosis [86]. Asimismo, en estudios realizados en pacientes afectados con OSCC, se
reportaron niveles elevados de esta citoquina en muestras salivales en comparacion a

sujetos sanos o con lesiones premalignas [83].
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En virtud de todo lo expuesto, en este trabajo se propone que la interaccién entre
P. gingivalis y F. nucleatum posee un efecto sinérgico que se traduce en la activacion
del receptor TLR4 y la translocacién del factor de transcripcion NF-kB, aumentando la
proliferacién celular y gatillando la liberacién de las citoquinas proinflamatorias TNF-q,
IL-1B, IL-6 e IL-8, permitiendo asi comprender de mejor manera el vinculo entre la

inflamacién crénica generada durante la periodontitis y la progresién a cancer oral.
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2. Hipétesis

La infeccidn con el cocultivo de Porphyromonas gingivalis y Fusobacterium nucleatum
aumenta de manera sinérgica la expresién de TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-8 y la viabilidad
celular en cultivos celulares linea OKF6/TERT2 mediante la via TLR4/NF-kB.

3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Determinar la contribucion del cocultivo de Porphyromonas gingivalis y Fusobacterium
nucleatum sobre la expresién de citoquinas proinflamatorias y viabilidad celular en

cultivos OKF6/TERT2, mediante la cascada de sefalizacién del receptor TLR4.
3.2 Objetivos especificos

1) Determinar el efecto del cocultivo de P. gingivalis y F. nucleatum sobre la expresion de
citoquinas proinflamatorias en células OKF6/TERT?2.

2) Determinar la contribucion del receptor TLR4 en la via de NF-kB y su efecto en la viabilidad
celular de células OKF6/TERT2 tras la infeccibn con el cocultivo de P. gingivalis y F.

nucleatum.
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4. Materiales y métodos

4.1 Instrumentos y equipos

El laboratorio cuenta con una variedad de instrumentos y equipos, a los cuales se les dio
el uso requerido dependiendo del experimento a realizar. Dichos equipos son: dos
camaras de flujo laminar (FiltroMet, Biosafety Level Il type A), una cdmara anaerébica
(Shell lab) con bomba de vacio, un incubador (LabTech) y jarras de anaerobiosis.
Adicionalmente, cuenta con un sistema de electroforesis (BioRad), una fuente de poder
para el procedimiento antes mencionado (PowerPac, BioRad), fotodocumentador
(Aplegen, OmegaLumG), NanoDrop (ND-1000 spectrophotometer, Remi), balanzas
analiticas, una centrifuga de eppendorfs (5417R) y de tubos de 15 mL y 50 mL
(ThermoFisher, Heraeus Megafuge 8R), 2 bafios termorregulados (Memmert WNB7), 2
microscopios binoculares (Zeiss), refrigeradores comunes y un congelador a -80°C
(ThermoFisher), un freezer de -20°C, 2 lupas estereoscépicas, 1 agitador vortex
(Thermolyne and Sprout), un espectrofotbmetro (Dynamica Halo RB-10), un
termociclador (Axygen) y un equipo de gPCR (Applied Biosystem ThermoFisher
QuantiStudio3). Ademas, cuenta con un cuarto aislado de cultivo celular con un
microscopio invertido (Primo Vert), un incubador de CO; para cultivos celulares (Nuaire
autoflow 8500) y una camara Neubauer Marienfeld. De manera adicional, esta disponible
para su uso un cuarto de lavado con autoclave para la preparaciéon de material y
soluciones estériles, y la eliminacion de material contaminado.

Finalmente, estan disponibles algunos equipos e instalaciones compartidas dentro del
Centro de Estudios Moleculares de la Célula (CEMC), como el clasificador de células
activadas por fluorescencia (FACS) y el microscopio Nikon confocal C2. También, se
encuentran disponibles para su uso ciertos equipos compartidos con laboratorios
adyacentes -por ejemplo, el Laboratorio de Biologia Periodontal- como el
espectrofotometro Synergy microplate reader (Biotek). Asimismo, se utilizé el
microscopio electronico de barrido JSM-IT300LV (JEOL) perteneciente al laboratorio
SEM/EDX de microscopia electrénica de barrido de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile.
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4.2 Materiales y reactivos

Anaerogen BD GasPak™ EZ (Becton Dickinson (BD), Franklin Lakes, NJ, EEUU),
Infusién de Cerebro-Corazén BHI (OXOID, Ltd, Basingstoke, Hants., Inglaterra), hemina
(Calbiochem, San Diego, CA, EEUU), menadiona (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO,
EEUU), L-cisteina (Merck, Rahway, NJ, EEUU), metronidazol (Sigma-Aldrich Co, St.
Louis, MO, EEUU), gentamicina (US biological, Salem, MA, EEUU), tripsina-EDTA
(Hyclone, Logan, UT, EEUU), TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU), medio de
crecimiento para queratinocitos libre de suero (KSFM) (Gibco, Billings, MT, EEUU)
suplementado con extracto de pituitaria de bovino (Gibco, Billings, MT, EEUU), factor de
crecimiento epidermal recombinante (Gibco, Billings, MT, EUUU ), cloruro de calcio 0,3
M (Merck, Rahway, NJ, EEUU) y penicilina/estreptomicina (Biological industries,
Cromwell, CT, EEUU). El laboratorio también cuenta con tampdén fosfato salino (PBS)
(Gibco, Billings, MT, EEUU), placas de cultivo de 100 mm, de 60 mm, de 24 mm, placas
de 6 y de 96 pocillos (BD Falcon™, Franklin Lakes, NJ, EEUU), pipetas serologicas (BD
Falcon™, Franklin Lakes, NJ, EEUU), Tris y azul tripan (Winkler Itda, Santiago, Chile),
Pierce BCA protein assay kit (ThermoFisher, Waltham, MA, EEUU), CellTiter 96®
AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (MTS) (Madison, Wisconsin, EEUU;
Promega), cocktail inhibidor de proteasas (Sigma-Aldrich, San Luis, MO, EEUU), cocktall
inhibidor de fosfatasas 2 y 3 (Sigma-Aldrich, San Luis, MO, EEUU), Acrylamide/Bis-
acrylamide 40% solution (Sigma-Aldrich, San Luis, MO, EEUU), Clarity ™ Western ECL
Substrate (solucion de perdxido y de luminol/enhancer) (BioRad, Hercules, CA, EEUU)

y Albamina de suero bovino (Winkler ltda, Santiago, Chile).
4.3 Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Se utilizé la cepa de referencia P. gingivalis W50 (ATCC 53978) y F. nucleatum ATCC
10953. Las cepas fueron incubadas en caldo BHI suplementado con 0,4 g/L de L-
cisteina, 5 mg/mL de hemina y 5 mg/mL de menadiona. Para sus cultivos en medio
sélido, se prepararon placas de agar sangre utilizando agar 1,5% y sangre desfibrinada
de oveja al 5%, las cuales fueron suplementadas con hemina 1% y menadiona 1%. Las
bacterias fueron incubadas en una atmaosfera anaerébica de 90% N2, 5% H», 5% CO- a
37°C por 3-4 dias.
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Para cultivar P. gingivalis y F. nucleatum en medio plankténico (cultivo en medio BHI
liquido), se tomaron colonias aisladas (indculos) con un asa de platino desde una placa
agar sangre suplementada acorde a lo mencionado anteriormente y se inoculd el medio
liquido. Los tubos conteniendo dicho medio liquido fueron incubados por 20-24h en
anaerobiosis a 37°C hasta la densidad Optica deseada, la cual varié6 dependiendo del
experimento a realizar. Para lograr la anaerobiosis, se utilizaron jarras de anaerobiosis
herméticas y un sobre generador de anaerobiosis (AnaeroGen), el cual genera un
ambiente compuesto de 9-13% de CO, y menos del 1% de O,. Alternativamente, se uso

una camara de anaerobiosis en el caso de no tener AnaeroGen disponible.
4.3.1 Condiciones de cocultivo bacteriano

Con el fin de obtener un cocultivo bacteriano entre P. gingivalis y F. nucleatum, se
incubaron monocultivos planktonicos de ambas bacterias a 37°C por 20-24 h hasta
alcanzar una densidad 6ptica (DOsoo) de 0,4. Luego, se realiz6 el cocultivo inoculando
250 pL del monocultivo de P. gingivalis y 4 pL del monocultivo de F. nucleatum en un
tubo de ensayo con 10 mL de medio liquido BHI suplementado, obteniendo asi una razon
aproximada de 1:1 entre ambos microorganismos tras 24 h de crecimiento bajo
condiciones anaerdbicas. La elaboracion del cocultivo se llevé a cabo considerando lo
obtenido en las curvas de crecimiento de las bacterias en cuestién, mas especifico, que
para P. gingivalis, un caldo a una DOsoo de 0,6 contendra 1x108 bacterias/mL, y para F.
nucleatum, un caldo a una DOegy de 0,6 contendrda 2,5x10° bacterias/mL. El medio
utilizado para el cocultivo de ambas bacterias fue BHI suplementado con hemina 1%,

menadiona 1% y 0,4 gr/L de cisteina, en anaerobiosis a 37°C.
4.3.2 Curvas de crecimiento de P. gingivalis y F. nucleatum

Se realizaron diferentes in6culos iniciales de cada bacteria, a los cuales se les midi6 la
DOsoo cada 1 hora de incubacion en una atmosfera anaerdbica a 37°C. Al llegar a la fase
exponencial de crecimiento, se realizaron diversas diluciones seriadas (hasta un factor
de dilucién (FD) de 1.000.000 o 10°). Luego, se sembraron 10 pL de cada dilucién en
agar sangre previamente suplementado y se incubaron las placas a 37°C en

anaerobiosis por 2-3 dias (en el caso de F. nucleatum) y por 5-7 dias (en el caso de P.
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gingivalis). Transcurrido este tiempo, se contaron las colonias obtenidas y se calcularon

las unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL) de cada dilucion.
4.4 Microscopia electronica de barrido (SEM)

Tras realizar el cocultivo entre P. gingivalis y F. nucleatum segun lo estipulado en el
apartado 4.3.1, ademas de los monocultivos en caldo de ambos microorganismos
(acorde a lo descrito en 4.3), se procedio a tomar una alicuota de 1 mL de cada muestra
para luego depositarla en un eppendorf de 1,5 mL. A continuacién, se centrifugaron las
muestras a 4500 revoluciones por minuto (RPM) por 5 minutos a temperatura (T°)
ambiente. Realizado lo anterior, se descartdé el sobrenadante y se resuspendio el
sedimento en agua destilada MiliQ, para luego centrifugar nuevamente a 4500 RPM, por
5 minutos, a T° ambiente. Este proceso de lavado con agua destilada MiliQ se repitié un
total de 2 veces. Luego, se descartd el sobrenadante y se procedié a resuspender el
sedimento bacteriano obtenido en 400 pL de glutaraldehido a una concentracién de
2,5%, para finalmente forrar cada tubo con muestra en papel metalico y guardar las
muestras a 4°C hasta su evaluacion en el microscopio electrénico de barrido, gentileza
del Laboratorio SEM/EDXvde Microscopia Electronica (LME) de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile. Este equipo fue operado por la Tecndloga

Médico Rocio Orellana Fernandez.
4.5 Ensayo de Unidades formadoras de Colonias del cocultivo

El cocultivo de P. gingivalis y F. nucleatum fue realizado acorde a lo descrito en el
apartado 4.3.1. Tras lo anterior, se llev6 a cabo una dilucién seriada utilizando un factor
de dilucién de 1:10 del cocultivo en medio BHI suplementado, hasta alcanzar como
maximo a un factor de dilucién de 10°8. A continuacién, con el objetivo de romper las
interacciones fisicas entre ambas bacterias y obtener colonias separadas para su
conteo, se realizé un proceso de sonicacién sobre hielo de las diluciones 10° y 10° por
10 segundos a una amplitud del 20%. Luego, en una placa agar sangre suplementada,
se sembraron 200 pL de dichas diluciones y se incubaron a 37°C, en anaerobiosis por
24 h, 48 h y 96 h. Tomando en consideracion que la curva de crecimiento de ambos

microorganismos es distinta en términos de velocidad de crecimiento, a las 24-48 h de
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incubaciéon se contaron las UFC/mL de F. nucleatum mientras que, a las 96 h de

incubacioén se contaron las UFC/mL formadas por P. gingivalis.
4.6 Linea de cultivo celular y condiciones de cultivo

Se utilizaron queratinocitos humanos orales linea OKF6/TERTZ2, las cuales fueron
incubadas en medio KSFM suplementado con pituitaria de bovino 25 pug/mL, factor de
crecimiento epidermal 0,2 ng/mL, cloruro de calcio 0,3 M y los antibidticos
penicilina/estreptomicina y posteriormente incubadas a una temperatura de 37°C y una
atmosfera de 5% COs,.

Las células se crecieron hasta alcanzar una confluencia del 70-80% en forma de
monocapa antes de realizar los experimentos. Para traspasar las células de una placa a
otra, las monocapas fueron lavadas 2-3 veces con PBS y luego se les agreg6é 1 mL de
tripsina-EDTA, para luego incubar por 3 minutos a 37°C. A continuacion, se diluy6 la
tripsina con 5 mL de PBS, se soltaron las células mediante repipeteo, se depositd dicho
volumen en un tubo Falcon de 15 mL y se centrifugé a 1300 RPM por 10 minutos a
temperatura ambiente. Luego, se descarté el sobrenadante y se resuspendié el
sedimento celular en 1 mL de medio KSFM con penicilina/estreptomicina.
Posteriormente, se tomé una alicuota de 10 pL de la suspensidon homogeneizada y se
mezcl6é en una relacién de 1:10 con una solucién azul tripan al 0,4%. Finalmente, se
contaron las células viables utilizando una cdmara de Neubauer en un microscopio

invertido, para luego sembrar la cantidad de células requerida para cada experimento.
4.6.1 Knockdown del receptor TLR4

Para realizar el knockdown del receptor TLR4 y asi generar una linea celular shTLR4
estable, se llevé a cabo una colaboracion con el laboratorio de Virologia Molecular y
Celular del Dr. Fernando Valiente para obtener las particulas lentivirales conteniendo el
plasmidio codificante del small hairpin RNA (shRNA) contra TLR4. Este vector viral
comercial consistia en particulas lentivirales anfotropicas (particulas que infectan un
amplio rango de tipos celulares) conteniendo un plasmidio pLKO-1(Figura 27, revisar
material suplementario) que constaba de: una secuencia codificante para un shRNA

contra el gen de interés (en este caso, el gen codificante del receptor TLR4); un cassete
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de resistencia a puromicina para la seleccién en células eucariontes; un cassete de
resistencia a ampicilina para la seleccién bacteriana, un origen de replicacién (pUC ori),
una secuencia de sefalizaciéon de empaquetamiento de RNA (Psi), etc. Cada vector
lentiviral utilizado fue purificado a partir de cultivos de E. coli previamente transformados

por el fabricante (Mission shRNA Bacterial Glycerol Stock, Sigma-Aldrich).

Para realizar la transduccion viral, se sembraron 300.000 células por pocillo en una placa
de 6 pocillos Falcon y se incubaron por 24 h a una temperatura de 37°C y una atmésfera
de 5% CO.. Transcurrido este tiempo, se procedio a lavar las células 2 veces con PBS,
se agregaron 2 mL de la suspension viral y luego se incubo por 24h. Tras esto, se lavaron
las células con PBS 3 veces y se les agregd medio KSFM fresco con antibiéticos mas
0,5 pg/mL de puromicina, de tal manera de seleccionar el plasmidio y evitar que las
células lo curen. Esta linea de células knockdown de TLR4 se incubd siempre en
presencia de 0,5 pg/mL de puromicina. El nivel de silenciamiento del gen codificante del
receptor TLR4 se evalu6 mediante la técnica de Western blot (revisar material

suplementario).

4.7 Protocolo de infeccién celular con P. gingivalis y F. nucleatum y el cocultivo

de ambas bacterias

Tras sembrar la cantidad de células requerida por experimento (acorde a lo estipulado
en apartado 4.6), se procedi6 a lavar y agregar medio KSFM suplementado y sin

antibidticos al menos 20 h antes de realizar los experimentos.

Los in6culos de P. gingivalis y F. nucleatum fueron preparados acorde a lo descrito en
el apartado 4.3. Los cultivos bacterianos en caldo se incubaron hasta alcanzar la fase
exponencial de crecimiento (DOsoo = [0,6-0,9]. A continuacién, se tomé el volumen
necesario para infectar los cultivos celulares linea OK6/TERT2 a una multiplicidad de
infeccion (MOI) de 100, tomando en consideracion que -a una DOgy =0,6 - un cultivo
liquido contendra 1x108 bacterias/mL y 2,5x10%° bacterias/mL para P. gingivalis y F.
nucleatum, respectivamente. Lo anterior se considera como “tiempo 0”. Se conté con 5
condiciones experimentales: un control negativo de células sin infectar, la monoinfeccién

con P. gingivalis, la monoinfeccion con F. nucleatum, la infeccion con el cocultivo (Figura
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4A) de ambas bacterias y la coinfeccion (Figura 4B) de ambos microorganismos. Todas

las condiciones siempre considerando una MOI final de 100.
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Figura 4. Diferencia experimental entre el cocultivo y la coinfeccién de P. gingivalis y F.
nucleatum. (A) Se esquematiza el fundamento del cocultivo entre P. gingivalis y F. nucleatum.
Durante el cocultivo bacteriano ocurrirAn mudltiples interacciones entre las bacterias que
impactaran a una o a la otra. Todo lo anterior previo a la infeccion de los cultivos celulares
OKF6/TERT2. (B) Esquema referente a la coinfeccion con P. gingivalis y F. nucleatum. Se puede
apreciar que no hubo una incubacién en la que las bacterias pudiesen interactuar previo a la

infeccién de GECs.

Tras 90 minutos de infeccion a 37°C y 5% de CO., las células se lavaron 3 veces con
PBS y se incubaron con medio KSFM suplementado con 300 pg/mL de gentamicina y

200 pg/mL de metronidazol por 24 h, a 37°C y 5% de CO.. Realizado lo anterior, se
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llevaron a cabo los experimentos de MTS, Western blot, qPCR, azul de tripan e

inmunofluorescencia indirecta.
4.8 Ensayo de viabilidad celular MTS

En una placa de 96 pocillos, se sembraron 25.000 células por condicién experimental,
en triplicado técnico, acorde a lo descrito en el apartado 4.6. El protocolo de infeccion se
llevé a cabo segun lo estipulado en el apartado 4.7. Transcurridas 24 h del procedimiento
de infeccion celular, se procedi6 a lavar 2-3 veces con PBS estéril y luego se agregaron
100 pL de medio KSFM suplementado con antibidticos a cada pocillo. A continuacion,
se incubd cada pocillo con 20 L del reactivo MTS segun lo descrito por el fabricante
(CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (MTS) por 1 h a 37°C y
5% de CO.. Finalmente, se procedid a evaluar la absorbancia a una longitud de onda de
490 nm en un espectrofotometro de placas.

4.9 Ensayo de Western blot

Se procedié a sembrar 2.000.000 de células OKF6/TERT2 y shTLR4 por condicion
experimental segun lo descrito en el apartado 4.6. Realizado el protocolo de infeccion
celular (acorde a lo estipulado en el apartado 4.7), se lavaron las células con PBS frio y,
sobre hielo, se llevé a cabo la lisis celular utilizando 80-100 pL de buffer RIPA frio
suplementado con cocktails inhibidores de proteasas y fosfatasas segin las
instrucciones del fabricante (Sigma-Aldrich). A continuacién, utilizando un rastrillo
celular, se lisaron las células mecanicamente y la suspension obtenida se deposité en
un tubo eppendorf de 1,5 mL. Para contribuir a la lisis, se utilizé la técnica de repipeteo.
Luego, se centrifugaron las muestras a 10.000 RPM, a 4°C por 10 minutos y se rescato
el sobrenadante en un nuevo tubo eppendorf de 1,5 mL. A continuacion, se procedio a
cuantificar la concentracion total de proteinas mediante el método BCA, para lo cual se
siguieron las instrucciones del fabricante. Realizado lo anterior, las muestras se
separaron por tamafio molecular mediante la técnica SDS-PAGE. Para esto, se elabor6
un gel de acrilamida/bis-acrilamida al 10% y se cargaron 50 pug de muestra proteica por
cada condicion experimental, para luego proceder a transferir overnight las proteinas a

una membrana de nitrocelulosa. Tras esto, las membranas fueron bloqueadas por 2
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horas en una solucion de albumina de suero bovino (BSA) o leche descremada al 5%,
ambas soluciones preparadas en tampon Tris-salino (TBS)-Tween 20 al 0,1% (TBS-T).
Luego, las membranas fueron incubadas overnight a 4°C y agitacion orbital a 60 RPM
con los siguientes anticuerpos primarios monoclonales segun correspondiese: anti-TLR4
(1:2.000) (Santa Cruz Biotechnologies, SC-293072), anti-NF-kB (1:1.000) (Cell Signaling
Technology, 8242S), anti-pNF-kB (S536) (93H1) (1:1.000) (Cell Signaling Technology,
#3033) y anti-B-actina (1:20.000) (Santa Cruz Biotechnologies, SC-47778), todos
diluidos en una solucion al 1% de BSA-TBS-T. Con el fin de revelar las proteinas de
interés, se incubd con los anticuerpos secundarios IgG anti-mouse o anti-rabbit (1:5000,
ambos) acoplados a la enzima peroxidasa de rabanito (HRP), segun correspondiese.
Finalmente, se utilizé el kit Clarity Western ECL substrate (Bio-Rad) para detectar los
anticuerpos primarios unidos a las proteinas de interés. Las bandas obtenidas se
cuantificaron mediante densitometria (utilizando el software ImageJ), la cual se basa en
el nimero de pixeles de las bandas obtenidas y es proporcional a la cantidad de proteina
de interés de la muestra, es decir, a mayor nimero de pixeles obtenidos mayor es la
cantidad de la proteina de interés evaluada. Como control de carga se utiliz6 B-actina
puesto que las condiciones experimentales utilizadas en este trabajo no afectan los

niveles de esta proteina [115].
4.10 Reaccidn de polimerasa en cadena cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR)

Se procedié a sembrar 1.000.000 de células OKF6/TERT2 y shTLR4 acorde a lo
estipulado en el apartado 4.6. Las células se infectaron siguiendo las mismas
condiciones experimentales y segun lo descrito en el apartado 4.7. Para la extraccién y
purificacion de mRNA se utilizé el método de TRIzol-cloroformo, y el material genético
extraido se cuantific6 utilizando el espectrofotometro NanoDrop (ND-1000
spectrophotometer) a una longitud de onda de 230 nm, 260 nmy 280 nm. A continuacion,
se procedid -acorde a las instrucciones del fabricante- a tratar con DNasas utilizando la
enzima DNase | (RNase-Free) (New Englands BioLabs, EEUU). Con el fin de convertir
el mMRNA a cDNA, se realiz6 una reaccion de retrotranscripciéon (RT) empleando la
enzima M-MLV (Promega, EEUU). La reaccién de retrotranscripcion se llevo a cabo en
un termociclador (Axygen, EEUU) acorde al siguiente programa termal: a 37°C por 60

minutos, luego a 70°C por 15 minutos y, finalmente, 4°C por tiempo indefinido. Se
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depositaron 500 ng del cDNA obtenido en el paso previo en cada pocillo de la placa de
96 pocillos de gPCR y se utilizdé el kit PowerUp SYBR Green Master Mix (Applied
Biosystems) para la amplificacion del material genético en cuestion. Los partidores
utilizados se exponen en la Tabla 1. La reaccién de gPCR se llevé a cabo a una
temperatura de melting (T°m) de 60°C para todos los partidores. La estandarizacién de
dicha temperatura y la curva de calibracion de los partidores utilizados se encuentran en

el material suplementario.

Gen de interés Partidor forward (Fw) Partidor reverse (Rv)
B-actina CACCATTGGCAATGACGC | AGGTCTTTGCGGATGT
GTTC CCACGT
TNF-a CAGCCTCTTCTCCTTCCTG | GCCAGAGGGCTGATTA
AT GAGA
IL-1B CCACAGACCTTCCAGGAG | GTGCAGTTCAGTGATC
AATG GTACAGG
IL-6 AGACAGCCACTCACCTCTT | TTCTGCCAGTGCCTCT
CAG TTGCTG
IL-8 GGCACAAACTTTCAGAGA | ACACAGAGCTGCAGAA
CAG ATCAGG

Tabla 1: Lista de las secuencias de partidores forward y reverse utilizados para cada gen de

interés.

Para el calculo de la expresion génica relativa obtenida, se utilizé el método delta-delta
CT (ddCT), siendo CT el valor umbral de ciclos. Esto mediante el previo calculo del delta
CT entre los genes de interés y los genes housekeeping (B-actina en este caso), valor
gue se resto a los delta CT individuales de cada control y muestra experimental, lo que
permitio obtener el ddCT. Cada uno de los resultados obtenidos se elevaron al cuadrado

para asi obtener la expresion génica relativa.
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4.11 Ensayo de azul tripan para viabilidad celular

Se procedié a sembrar 300.000 células OKF6/TERT2, acorde a lo estipulado en el
apartado 4.6, en una placa de 6 pocillos. Las células fueron infectadas segun lo descrito
en el apartado 4.7. Cumplidas las 24 h post infeccion, las células fueron lavadas 3 veces
con PBS estéril y luego se les agregd 300 pL de tripsina-EDTA, incubandose por 2
minutos y 30 segundos a 37°C y 5% de CO.. Las células se soltaron mecéanicamente
mediante repipeteo y la suspension obtenida se centrifugé a 1300 RPM, 10 minutos a
temperatura ambiente. Tras esto, el sedimento resultante se resuspendié en 1 mL de
medio KSFM suplementado y se alicuotaron 50 pL de cada suspension celular, con el
objetivo de diluirlas a una razén 1:2 con una alicuota de 40 pL de medio KSFM y 10 pL
de azul tripan. Finalmente, se realiz6 el conteo de células viables utilizando una camara

de Neubauer en el microscopio invertido (Primo Vert).
4.12 Inmunofluorescencia indirecta (IFI)

Se procedi6o a sembrar 30.000 células OKF6/TERT2, acorde a lo estipulado en el
apartado 4.6, en una placa de 24 pocillos conteniendo los cubreobjetos de 12 mm para
inmunofluorescencia. Las células fueron infectadas segun lo descrito en el apartado 4.7.
Realizado lo anterior, se procedi6é a lavar con PBS frio 2 veces y a fijar las células
utilizando una solucién de paraformaldehido al 4%, por 30 minutos a temperatura
ambiente. A continuacion, se lavd 2 veces con PBS frio y se permeabiliz6 con una
solucién de triton X-100 al 0,3% por 30 minutos, a T° ambiente, con el fin de adquirir
acceso al nucleo celular. Luego, se procedi6 a lavar con PBS frio 3 veces de manera
estatica y se incubd con una solucién de BSA 5% por 1h, T° ambiente y en agitacion
suave (20-30 RPM) con el objetivo de bloquear las uniones inespecificas. Los
cubreobjetos fueron incubados -overnight, 4°C, en oscuridad y en atmdésfera himeda-
con los siguientes anticuerpos monoclonales primarios: anti-TLR4 (1:200) (Santa Cruz
Biotechnologies, SC-293072) y anti-TLR2 (1:100) (Cell Signaling Technology, 12276S),
ambos diluidos en una solucién de BSA 5%-PBS. Tras esto, se procedi6 a incubar con
las soluciones de anticuerpos secundarios respectivos ligados a las sondas
fluorescentes Alexa Fluor 488 y Faloidina Alexa Fluor 633, diluidas a un factor de 1:200,

por 1 h, en oscuridad, T° ambiente y en una atmésfera himeda. Los cubreobjetos fueron
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luego lavados con PBS frio de manera estatica y se sometieron a un lavado con una
solucion de PBS-Hoechst (1:10.000) por 10 minutos, compuesto que es capaz de unirse
a regiones del DNA celular ricas en adenina y timina. A continuacién, los cubreobjetos
conteniendo la muestra experimental fueron montados y fijados en un portaobjetos de
IFI utilizando una gota de medio de montaje Dako (Faramount Aqueous Mounting
Medium, Merck), y luego se evaluaron en el microscopio FACS, Nikon confocal C2,
cortesia del CEMC, perteneciente a la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.

4.13 Ensayo de migracion

Se procedié a sembrar 300.000 células OKF6/TERT2, acorde a lo estipulado en el
apartado 4.6, en una placa de 6 pocillos para luego infectarlas segun lo descrito en el
apartado 4.7. Tras esto, se resuspendieron las células en medio KSFM libre de suero y
se deposité en la cAmara de Boyden (Transwell Costar, 6,5 mm de diametro, tamafio de
poro de 8 um) previamente cubierta con 2 pg/mL de fibronectina. Ademas, en el fondo
de la camara, se afadi6 suero fetal bovino al 5% para asi estimular la migracion. Tras
2h de migracién, las camaras fueron lavadas gentilmente con PBS y luego se procedio
a tefir las células migradas en la parte inferior de la cAmara con cristal violeta 0,1% en
2% de etanol. A continuacion, utilizando un microscopio invertido se realiz6 el conteo de

las células migradas y tefiidas.
4.14 Andlisis estadistico

Todos los resultados obtenidos se analizaron mediante la prueba estadistica Kruskal-
Wallis con comparaciones multiples del promedio de cada grupo de datos
experimentales contra el control negativo sin infectar. Para analizar las diferencias
significativas entre los datos de los experimentos con tres 0 mas replicados bioldgicos,
se utilizé el post-test de Dunn’s. Las diferencias entre los datos se consideraron
estadisticamente significativas si y solo si p < 0,05. Todos los datos obtenidos se

analizaron utilizando el programa GraphPad Prism (versién 8.0.2).
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5. Resultados

5.1 Determinacion del efecto del cocultivo de P. gingivalis y F. nucleatum sobre la
expresion de citoquinas proinflamatorias en células OKF6/TERT2.

Anteriormente, se ha reportado que P. gingivalis y F. nucleatum interactian de distintas
maneras al ser cocultivadas. Por ejemplo, F. nucleatum provee de soporte fisioldgico a
P. gingivalis al estar ambas presentes en el mismo cultivo, incrementando la virulencia
del LPS de P. gingivalis al facilitar un mayor consumo de hemina de esta bacteria desde
el medio extracelular [70,71]. Para lograr el cocultivo, era necesario evaluar la velocidad
de crecimiento de estas bacterias, por lo que se elaboré la curva de crecimiento de los
monocultivos de P. gingivalis y F. nucleatum. En la Figura 5A se aprecia que, al aplicar
logaritmo de base 10 a las UFC obtenidas, se obtiene una curva de tipo sigmoide para
cada bacteria, donde se observa que F. nucleatum alcanza un valor cercano a 10 en el
eje Y del grafico en menor tiempo (eje X) que P. gingivalis, lo que demuestra que la fase
exponencial de F. nucleatum es mas rapida que la de P. gingivalis. Utilizando la ecuacion
de la recta se determind que a una DOgsw = 0,6 hay 1x10® bacterias/mL y 2,5x10%°
bacterias/mL de P. gingivalis y F. nucleatum, respectivamente. Al considerar la velocidad
de la fase exponencial de ambos microorganismos y, tomando en cuenta lo obtenido a
partir de la ecuacion de la recta de sus respectivas curvas, se elabor6 un cocultivo de P.
gingivalis y F. nucleatum de tal manera que, tras 24 h de incubacion a 37°C y
anaerobiosis, ambas bacterias estuviesen aproximadamente en la misma cantidad (1:1),
para evitar asi observar el efecto de un microorganismo sobre el otro. Con la finalidad
de lograr lo anterior, se realiz6 el conteo de las UFC/mL resultantes de P. gingivalis y F.
nucleatum tras ser cocultivadas acorde a las condiciones descritas anteriormente. Para
esto, se realizO un proceso de sonicacion, la dilucién seriada del cocultivo y su
subsiguiente siembra en una placa de agar sangre suplementada. Al contar las colonias
independientes de P. gingivalis y F. nucleatum resultantes del cocultivo y posteriormente
calcular las UFC/mL, se observo que hay un mayor numero de colonias de F. nucleatum
gue de P. gingivalis. Tras realizar la raz6n matemética entre las UFC/mL obtenidas de
cada bacteria, se determiné que, tras 24h de crecimiento, se obtiene una razén promedio

de 1: 1,3 entre P. gingivalis y F. nucleatum, respectivamente (Figura 5B).
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Figura 5. Curvas de crecimiento para monocultivos y conteo de las UFC/mL obtenidas al
cocultivar P. gingivalis y F. nucleatum por 24 h. (A) Se observa la curva de crecimiento de P.
gingivalis W50 y F. nucleatum ATCC 10953 tras contar las UFC/mL de las bacterias en cuestion
al ser cultivadas en medio BHI/Cys suplementado con 5 mg/mL de hemina y 5 mg/mL de
menadiona. (B) Se aprecia la razén obtenida al sonicar y contar las UFC/mL viables de P.

gingivalis y F. nucleatum en una placa de agar sangre suplementada. (n=3).

Previamente, se ha demostrado que P. gingivalis y F. nucleatum coagregan
principalmente mediante las multiples adhesinas de Fusobacterium, sin embargo, no hay
reportes de la interaccién entre las cepas P. gingivalis W50 y F. nucleatum ATCC 10953,
las cuales se utilizaron en este trabajo [57]. Con el objetivo de analizar la posibilidad de

interaccion entre dichas cepas, se prepararon monocultivos de las bacterias y el cocultivo
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de ambas y se extrajo una alicuota para luego fijarla con glutaraldehido 2,5% con el fin
de analizarla mediante microscopia electrénica de barrido (SEM). En la Figura 6A se
pueden apreciar las imagenes obtenidas mediante SEM de un monocultivo de P.
gingivalis, que da cuenta de la morfologia de cocobacilo que presenta esta bacteria
(imagen capturada a x15.000 de aumento), ademas de su capacidad de organizarse
frente a un estimulo estresor hidrico como la presencia de agua destilada (imagen
capturada a x5.000 de aumento). Por otro lado, en la Figura 6B se observan imagenes
capturadas por SEM de un monocultivo de F. nucleatum, la cual exhibe la morfologia de
bacilo alargado propia de este microorganismo (imagen capturada a x15.000 de
aumento). Cabe destacar que esta morfologia caracteristica es importante al momento
de cumplir su rol de organismo puente en la biopelicula subgingival, puesto que le
permite interactuar con uno 0 mas microorganismos a la vez, permitiendo asi una
comunicacion interespecie eficaz [55]. En el panel derecho, se aprecia su capacidad de
organizarse frente a un estimulo estresor hidrico como lo es el agua destilada (imagen

capturada a x5.000 de aumento).

En la Figura 6C se pueden apreciar tres imagenes capturadas mediante SEM (tomadas
a un aumento de x2.200, x15.000 y x14.000, respectivamente) del cocultivo de P.
gingivalis W50 y F. nucleatum ATCC 10953. En estas imagenes se visualiza una
interaccion fisica y estrecha entre ambas especies, lo cual es indicado mediante una
flecha roja en la figura. En la Figura 6D, se observan 3 imagenes adicionales del
cocultivo capturadas mediante SEM a un aumento de x1.000, x5.000 y x10.000,
respectivamente. En ellas, se visualiza que existe una cantidad similar de células de P.
gingivalis y F. nucleatum, lo que sugiere que el cocultivo contendria una razén
aproximada de 1:1 entre estas especies al ser incubado de acuerdo a las condiciones

descritas en la metodologia.
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Figura 6. Microscopias electrénicas de transmisién de monocultivos y el cocultivo de P.
gingivalis y F. nucleatum. (A) En el panel izquierdo (aumento x15.000) se observa laimagen de
una SEM de un monocultivo de P. gingivalis que da cuenta de su morfologia de cocobacilo,
mientras que en el panel derecho (aumento x5.000) se aprecia una biopelicula de esta bacteria
tras ser expuesta a agua destilada miliQ. (B) SEM para F. nucleatum. En el panel izquierdo
(aumento x15.000) se muestra la morfologia de bacilo de esta bacteria y, en el panel derecho
(aumento x5.000), se observa la biopelicula formada al ser expuesto a agua destilada miliQ. (C)
Microscopias SEM para el cocultivo. De izquierda a derecha (aumentos x2.200, x15.000 y
x14.000) se aprecian diferentes secciones (sefialadas con la flecha roja) en las que se observa a
P. gingivalis y F. nucleatum interactuando fisicamente. (D) Se aprecian microscopias SEM (de
izquierda a derecha: aumentos de x1.000, x5.000 y x10.000 respectivamente) de las bacterias

donde se aprecia una razén similar al ser cocultivadas por 24h.

Habiendo demostrado que, durante el cocultivo en las condiciones descritas, P. gingivalis
y F. nucleatum interactdan fisicamente y se encuentran a una razon similar, se determin6
el efecto que las monoinfecciones, la infeccién con el cocultivo y la coinfeccién con estos
microorganismos generan sobre la expresion de citoquinas proinflamatorias en GECs.
Se ha reportado en la literatura que estas citoquinas juegan un papel relevante en la
patogénesis de la periodontitis al promover la destruccion del periodonto [79]. Entre estas
se encuentran principalmente TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-8 [79]. En este contexto
inflamatorio, se estima que alrededor de un 25% de las malignidades humanas se
encuentran relacionadas con la inflamacién créonica a causa de las infecciones
bacterianas y a los subsecuentes cambios celulares que ejercen las citoquinas
proinflamatorias liberadas, siendo todos ellos relacionados a sefales de identidad del

cancer [83]. Tomando en consideracion los antecedentes anteriores, la sinergia
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reportada en la literatura entre P. gingivalis y F. nucleatum en un contexto de periodontitis
[74,75] y las interacciones fisicas observadas durante el cocultivo de ambas bacterias
(Figura 6), se realizaron ensayos de gPCR para estudiar el efecto del cocultivo sobre la
expresion de TNF-aq, IL-1B, IL-6 e IL-8 y caracterizar si es de naturaleza sinérgica. Este

ensayo se llevé a cabo segun lo descrito en el 4.10 de este trabajo.

En la Figura 7A, 7B, 7C, y 7D se presentan las expresiones relativas de TNF-a, IL-1,
IL-6 e IL-8, respectivamente, todas expresadas como veces de cambio respecto al
control sin infectar (control S/I) tras utilizar el método delta-delta CT. En la Figura 7A se
observa que, tras infectar las células OKF6/TERT2 con el cocultivo de P. gingivalis y F.
nucleatum, se produjo un incremento en los niveles de mMRNA de TNF-a, por lo que se
determiné que el cocultivo de P. gingivalis y F. nucleatum aumenta la expresion relativa
de esta citoquina en comparacion al control sin infectar (S/1). Sin embargo, se aprecia
también que las infecciones de células OKF6/TERT2 con P. gingivalis y F. nucleatum
monocultivadas, ademas de la coinfeccion de ambas bacterias no alteraron los niveles
de mRNA de TNF-q, lo que sugiere que estas condiciones experimentales no afectan la
expresion relativa de TNF-a. Por otro lado, en la Figura 7B se puede observar que la
infeccion de cultivos OKF6/TERT2 con el cocultivo de P. gingivalis y F. nucleatum y la
coinfeccion de estas bacterias, producen un aumento en los niveles de mRNA de IL-18,
a diferencia de la infeccién con los monocultivos de P. gingivalis y F. nucleatum. Por lo
tanto, este resultado demuestra que la infeccion con el cocultivo y la coinfeccién de estos
microorganismos aumentan la expresion relativa de IL-1B. Asimismo, se evalud la
expresion génica relativa de IL-6. En la Figura 7C se aprecia que la infeccién con el
cocultivo de P. gingivalis y F. nucleatum aumento6 los niveles de mRNA de esta citoguina
de manera sinérgica, es decir, el incremento observado en los niveles del transcrito de
IL-6 tras estimular con el cocultivo es mayor que la suma de los valores obtenidos tras
infectar con los monocultivos P. gingivalis y F. nucleatum, lo que demuestra que la
infeccion de células OKF6/TERT2 con el cocultivo de P. gingivalis y F. nucleatum
aumenta, de manera sinérgica, la expresion génica relativa de IL-6. De igual forma, en
la Figura 7D se observa que, al infectar cultivos OKF6/TERT2 con el cocultivo de P.
gingivalis y F. nucleatum, se produce un incremento de caracter sinérgico en los niveles

de mRNA de IL-8, es decir, que el aumento en los niveles de transcrito de esta citoquina
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que produce la infeccion con el cocultivo bacteriano en células OKF6/TERTZ2, es mayor
a la suma de los valores obtenidos para la infeccién con los monocultivos P. gingivalis y
F. nucleatum, por lo que es posible determinar que la infeccién con el cocultivo de estas

bacterias aumenta, de manera sinérgica, la expresion génica relativa de IL-8.

A Expresion relativa TNF-a (ddCT) B  Expresion relativa IL-1p (ddCT)

s @ | * I
] 1 * I ] I 1
E 4= I 1 E B L * !
a I 1
a -

% g 3] 2 g6
: £ |

" w 2

T g 2- = = 4

= W =

20 2 o

5 20

& -E 1 2 R
o
w T S o T
] a i o 4 N=a F & & o o o
E .{.‘} _}Qf' \C‘E’f}k r &‘9 5_ g?’g E n\":" . & o é.:-_,b'? ‘3'5-3‘ d_}o
z y d

S o ¢ & z Gf q_o}dﬁ ) & " 0&&

Cond 1. lales OKFBITERT?2
eRdicienes expanimeniaies Condiciones experimentales OKFBTERT2

C Expresion relativa IL-6 {ddCT) D Expresion relativa IL-8 (ddCT)

Niveles de mRMNA
{veces de cambio respecto a control 3/1)

Niveles de mRMNA
{veces de cambio respecto a control §/1)

o o
0\5} i -;‘,\-‘5 "L'&D &
3 o o o~
& & & o &
I+ P ¥ o {P\
Condiciones experimentales OKFGTERT2 Condiciones experimentales OKFG/TERT2

Figura 7. Efectos del cocultivo de P. gingivalis y F. nucleatum sobre la expresion génica
de TNF-a, IL-18, IL-6 e IL-8. Se presentan las veces de cambio obtenidas respecto al control sin
infectar (control S/1) en la expresién génica relativa de TNF-a (A), IL-1B (B), IL-6 (C) e IL-8 (D) en

células epiteliales gingivales OKF6/TERT2. Los niveles de mRNA fueron normalizados a un valor
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de 1 para el control sin infectar (S/I) como se observa en el eje Y, utilizando el método delta-delta

CT. Kruskal-Wallis test, post-test Dunn’s. * Indica diferencias significativas de p<0,05. n=4.

5.2 Evaluacion de la activacion de la via NF-kB en células OKF6/TERT?2 tras la

infeccion con el cocultivo de P. gingivalis y F. nucleatum.

El factor de transcripcién NF-kB es una proteina que pertenece a una familia de factores
de transcripcion diméricos y consiste en 5 subunidades: p50, p52, p65 (conocida también
como Rel-A, Rel-B y c-Rel), sin embargo, solo p65, Rel-B y Rel-c poseen los dominios
necesarios para la activacion y transcripcion de los genes dependientes de la actividad
de NF-kB [45]. Dentro de sus genes blanco se encuentran las citoquinas proinflamatorias
TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-8, entre otras [43]. Ademas, la activacion de NF-kB se considera
como un evento clave en la respuesta inflamatoria y comun en procesos carcinogénicos
debido a que esta proteina estd relacionada a procesos como la inhibicion de la
apoptosis y la promocion de la proliferacion celular, los cuales son conocidos marcadores
(o Hallmarks) del cancer [33]. Ha sido evidenciado en la bibliografia que tanto P.
gingivalis como F. nucleatum son capaces de gatillar fuertes respuestas inflamatorias
via la activacién de este factor de transcripcion [43,44, 62, 63]. Debido a lo expuesto
anteriormente, se realizaron experimentos de Western blot con el fin de determinar los
cambios producidos en los niveles totales de NF-kB al infectar con los monocultivos de
P. gingivalis y F. nucleatum, el cocultivo y la coinfeccién de ambas bacterias en GECs.
Para realizar el experimento mencionado, se procedi6 acorde a lo estipulado en el
apartado 4.9 de los materiales y métodos. En la Figura 8A y 8B se observa que solo la
coinfeccion de P. gingivalis y F. nucleatum generé un aumento en el nimero de pixeles
cuantificados por densitometria, lo que se traduce en un incremento significativo en los
niveles de la subunidad p65 de NF-kB. Por otro lado, las monoinfecciones y la infeccion

con el cocultivo de estas bacterias no lograron aumentar los niveles de dicha proteina.
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Figura 8. Anédlisis de los niveles de NF-kB tras lainfeccion con el cocultivo de P. gingivalis
y F. nucleatum. (A) La coinfeccién de P. gingivalis y F. nucleatum aumenta los niveles de p65 en
GECs, mas no el cocultivo de ambas bacterias. (B) Blot representativo de los cambios en los
niveles de p65 y B-actina en células OKF6/TERT2, donde se aprecia los niveles de NF-kB y B-
actina de: el control sin infectar (control S/l), la infeccién con P. gingivalis (Pg), F. nucleatum (Fn),
el cocultivo de ambas bacterias (CC) y la coinfeccion (Cl). Los niveles proteicos fueron
normalizados con aquellos de B-actina. Las veces de cambio fueron normalizadas a 1 acorde a
lo observado en el eje Y del gréfico. El andlisis de las bandas se realiz6 mediante densitometria
utilizando el software ImageJ. Kruskal-Wallis test, post-test Dunn’s. * Indica diferencias

significativas de p<0,05. n=4.

A pesar de que los niveles totales de p65 varian solo al estimular con la coinfeccién de
P. gingivalis y F. nucleatum, se ha reportado que puede haber cambios en la activacion
de NF-kB aun asi no haya cambios en los niveles de la proteina [95]. Debido a lo anterior,
se determind si el cocultivo de P. gingivalis y F. nucleatum logra generar la activaciéon
del factor de transcripcion NF-kB, con el objetivo de vincularla con los cambios
observados previamente respecto a la expresion de las citoquinas proinflamatorias. Este
factor se encuentra normalmente secuestrado en el citoplasma gracias a la unién con su
inhibidor 1kB, siendo incapaz de unirse a promotores de sus secuencias blanco, sin
embargo, cuando se fosforila su inhibidor, este es degradado, lo que tiene como
consecuencia la liberacion y posterior fosforilacion y activacion de NF-kB, el cual
transloca al nucleo celular, promoviendo asi la expresion génica de sus genes blanco
[91].
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El andlisis de los niveles de NF-kB fosforilado (pNF-kB) se realiz6 mediante Western
blot. En las Figuras 9A y 9B se observa que ninguna de las condiciones experimentales
utilizadas modifica significativamente nimero de pixeles obtenidos para pNF-kB o NF-
kB en comparacion al control S/I. Para analizar el nivel de fosforilacibn de NF-kB, se
calculd una razon entre los valores obtenidos mediante densitometria para pNF-kB y NF-
kB, observandose que no hay cambios estadisticamente significativos en ninguna de las
condiciones experimentales analizadas. Por ende, se determiné que la infeccién con el
cocultivo de P. gingivalis y F. nucleatum en células OKF6/TERT2 no genera cambios en
los niveles de fosforilacion del residuo Ser536 de la subunidad p65 de esta proteina de
NF-kB.
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Figura 9. Efectos del cocultivo de P. gingivalis y F. nucleatum sobre los niveles de pNF-kB.
(A) Cuantificacién densitométrica de los Western blots obtenidos contra pNF-kB en células
OKF6/TERT2, observandose que no hay cambios en los niveles de fosforilacién de NF-kB. (B)
Blot representativo reflejando los cambios en los niveles de pNF-kB, NF-kB total y B-actina
realizado en células OKF6/TERT2, donde se aprecia: el control sin infectar (control S/1), la
infeccién con P. gingivalis (Pg), F. nucleatum (Fn), el cocultivo de ambas bacterias (CC) y la
coinfeccion (Cl). Los niveles proteicos fueron normalizados con aquellos de B-actina. Las veces
de cambio fueron normalizadas a 1 acorde a lo observado en el eje Y del gréafico. El andlisis de
las bandas se realiz6 mediante densitometria utilizando el software ImageJ. Kruskal-Wallis test,

post-test Dunn’s. * Indica diferencias significativas de p<0,05. n=3.
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5.3 Determinacion del efecto sobre la viabilidad celular de cultivos OKF6/TERT2

tras la infeccién con el cocultivo de P. gingivalis y F. nucleatum.

En base a lo reportado en la Figura 7, Figura 8 y Figura 9 y tomando en consideracion
que las citoquinas proinflamatorias TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-8 se relacionan con ciertos
procesos celulares de caracter oncogénicos como la invasion, migracién y proliferacion
celular [82, 83, 84], ademas del rol que juega el factor de transcripcion NF-kB en la
inhibicion de la apoptosis y la promocion de la proliferacion celular [33], se procedio a
determinar el efecto que las monoinfecciones, la infeccibn con el cocultivo y la
coinfeccion con P. gingivalis y F. nucleatum generan sobre la viabilidad celular de
cultivos de GECs. Para esto, se realizo el ensayo de MTS el cual consiste en el uso de
una sal denominada 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolio que es reducida por la enzima deshidrogenasa mitocondrial, dando como
producto una molécula llamada formazan (de color rojizo) que se puede cuantificar
mediante espectrofotometria a una longitud de onda de 492 nm [87]. Esta sal sera capaz
de penetrar la membrana celular y ser reducida a nivel mitocondrial, por ende, a mayor
namero de células viables mayor coloracion roja existird [87,88]. Para realizar este
ensayo se sembraron 25.000 células OKF6/TERT2 en una placa de 96 pocillos en
triplicado técnico y se estimularon con monoinfecciones de P. gingivalis W50, F.
nucleatum ATCC 10953, el cocultivo (previamente incubado por 24h) y la coinfeccién de
ambas, siempre considerando una MOI = 100. Transcurridas las 24h del ensayo de
proteccién con gentamicina y metronidazol, se agreg6 el MTS y se incub6 1h a 37°C y

5% de CO,, para luego medir la absorbancia a 490 nm.

En la Figura 10 se puede apreciar que ninguna de las condiciones experimentales
utilizadas afect6 de manera significativa la absorbancia evaluada a 490 nm en
comparacion al control S/I, lo que sugiere que la infeccién con los monocultivos, el
cocultivo y coinfeccion P. gingivalis y F. nucleatum, no afectan la viabilidad celular
respecto al control sin infectar (S/I), lo que demuestra que las condiciones

experimentales evaluadas no son citotoxicas para cultivos de células OKF6/TERT2.
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Figura 10. Evaluacién de la viabilidad célular tras la infeccion con el cocultivo de P.
gingivalis y F. nucleatum. Se observan los cambios en viabilidad celular de células
OKF6/TERT?2 tras ser infectadas con monocultivos, cocultivo y coinfeccién de P. gingivalis y F.
nucleatum. La viabilidad celular de cada condicién experimental fue comparada con la del control
S/l. Los valores de absorbancia obtenidos a 490 nm fueron normalizados a un valor de 1y
expresados en veces de cambio respecto al control. Kruskal-Wallis test, post-test Dunn’s. * Indica

diferencias significativas de p<0,05. n=3.

Para complementar los resultados obtenidos en los ensayos MTS de viabilidad celular,
se realizaron experimentos con azul de tripan. Este consiste en un ensayo colorimétrico
gue tifie de color azul las células muertas (no viables), es decir, el compuesto azul de
tripan es capaz de ingresar a las células solo si la integridad de su membrana se ha
perdido, lo cual es caracteristico de los procesos de muerte celular [114]. Para esto, se
sembraron 300.000 células OKF6/TERT2 en una placa de 6 pocillos y posteriormente se
infectaron con monocultivos de P. gingivalis y F. nucleatum, el cocultivo y coinfeccion de
ambas. Como se puede observar en los resultados preliminares expuestos en la Figura

11, ninguna de las condiciones experimentales compromete la viabilidad celular, es mas,
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el comportamiento de los datos es similar a aquel expuesto previamente en los
resultados obtenidos a partir del ensayo MTS (Figura 10), lo que podria sugerir que las

condiciones experimentales utilizadas no son citotéxicas.
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Figura 11. Resultados preliminares de los ensayos de azul de tripdn. Se observan los
cambios en viabilidad celular de células OKF6/TERT2 tras ser infectadas con monocultivos,
cocultivo y coinfeccion de P. gingivalis y F. nucleatum. La viabilidad celular de cada condicion
tratada fue comparada con la del control sin infectar (S/I). Los valores obtenidos a partir del conteo
de células viables fueron normalizados a 1 y expresados en veces de cambio respecto al control.

n=2.

5.4 Determinacion de la contribucion del receptor TLR4 en la expresion de
citoquinas proinflamatorias, activacion de la via de NF-kB y en la viabilidad celular
de células OKF6/TERT2 tras la infeccion con el cocultivo de P. gingivalis y F.

nucleatum.

Se ha reportado que las células epiteliales gingivales expresan una gran cantidad basal

de TLR4 [89] y que, ademas, las monoinfecciones con P. gingivalis o F. nucleatum son
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capaces de gatillar diversas respuestas celulares via la activacion de este receptor, entre
las cuales se encuentran la liberacién de mediadores inflamatorios, debido a la activacion
de NF-kB, y la promocién de la proliferacién celular [36, 43, 44, 63]. Para determinar si
la infeccién con el cocultivo de P. gingivalis y F. nucleatum provoca cambios en los
niveles y/o distribucion celular del receptor TLR4, se realizaron experimentos de Western
blot para medir los niveles de esta proteina y ensayos de inmunofluorescencia (IFl) para
evaluar su distribucion celular en GECs. Ha sido ampliamente demostrado en la
bibliografia que el receptor TLR4 se expresa basalmente en células epiteliales orales
humanas y que, ademas este se ubica principalmente en la superficie celular y en bajo
porcentaje en el medio intracelular [89, 96].

En la Figura 12A y 12B se puede apreciar que la infeccion de cultivos celulares
OKF6/TERT2 con P. gingivalis, F. nucleatum, el cocultivo y la coinfeccion de ambas
bacterias, no gener6é cambios en la cuantificacién de los pixeles de las bandas proteicas
obtenidas, lo que se tradujo en que ninguna de las condiciones experimentales utilizadas
produjo cambios en los niveles de TLR4. Con el fin de complementar los datos obtenidos,
se realizé una IFI para visualizar la distribucién celular del receptor tras infectar con las
condiciones celulares estipuladas. Para ello, se utilizé el protocolo estipulado en el
apartado 4.12 de la seccién de metodologia de este trabajo y se marco el receptor TLR4
con anti-TLR4 ligado a la sonda fluorescente Alexa Fluor 488 (exhibida en la imagen de
color verde) y, adicionalmente, se utilizé la sonda Faloidina Alexa Fluor 633 (marca de
color rojo) para marcar la actina F del citoesqueleto. En la Figura 12C se observa que la
marca fluorescente verde se distribuye principalmente por la periferia celular, lejos del
ndcleo, al estimular los cultivos celulares con las condiciones experimentales, lo cual se
condice con lo estipulado en la bibliografia [96]. Lo anterior indica que la distribucién
celular del receptor TLR4 no varia tras infectar con los monocultivos, el cocultivo y la

coinfeccion de P. gingivalis y F. nucleatum en células OKF6/TERT2.
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Faloidina

Faloidina

Figura 12. Niveles y distribucion celular del receptor TLR4 tras lainfeccion con el cocultivo
de P. gingivalis y F. nucleatum. (A) Andlisis densitométrico del Western blot muestra que la
infeccién con el monocultivo de P. gingivalis, F. nucleatum, el cocultivo y la coinfeccion de ambos
microorganismos no generan cambios en los niveles de TLR4. (B) Blot representativo de los
niveles de TLR4 y B-actina realizado en células OKF6/TERTZ2, donde se aprecia: el control sin
infectar (control S/I), la infeccién con P. gingivalis (Pg), F. nucleatum (Fn), el cocultivo de ambas
bacterias (CC) y la coinfeccién (Cl). Los niveles proteicos fueron normalizados con aquellos de
B-actina. Las veces de cambio fueron normalizadas a 1 acorde a lo observado en el eje Y del
grafico. El andlisis de las bandas se realizé mediante densitometria utilizando el software ImageJ.
Kruskal-Wallis test, post-test Dunn’s. * Indica diferencias significativas de p<0,05. n=5. (C) Las
células OKF6/TERT2 fueron marcadas con anti-TLR4 (1:200) (Santa Cruz Biotechnologies)
ligado a la sonda fluorescente Alexa Fluor 488. Ademas, se marcd el citoesqueleto celular con
Faloidina Alexa Fluor 633 y se evaludé la distribucion celular del receptor TLR4 mediante
inmunofluorescencia. Se exponen las imagenes representativas de la microscopia confocal
realizada, donde se aprecia: el control sin infectar (control S/I), la infeccién con P. gingivalis (+Pg),
F. nucleatum (+Fn), el cocultivo de ambas bacterias (+CC) y la coinfeccion (+Cl). Escala de

tamafios de 100 micrones (pum).

En base a lo expuesto en la Figura 12, fue posible determinar que no hay cambios ni en
los niveles de TLR4 ni en su distribucion celular al estimular cultivos de células

OKF6/TERT?2 con el cocultivo de P. gingivalis y F. nucleatum.

No obstante, debido a que se ha comprobado que estas bacterias activan el receptor

TLR4, gatillando asi diversas respuestas celulares gracias, en parte, a la activacion de
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NF-kB y la liberacion de citoquinas proinflamatorias como TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-8 [36,
43, 44, 47, 63], y tomando en cuenta los resultados obtenidos respecto a la expresion de
los mediadores inflamatorios mencionados anteriormente (Figura 7), no es posible,
entonces, descartar la probable participacion de TLR4 en la activacién de NF-kB, la
expresion de citoquinas proinflamatorias y la viabilidad celular en células epiteliales
gingivales. Ademads, en un contexto de periodontitis, el factor de transcripcion NF-kB
promoveria la expresion génica de ciertas citoquinas proinflamatorias que tienen relaciéon
con la destruccion del periodonto y la subsecuente progresion de la periodontitis, como
TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-8 [43, 79]. Por ende, con el fin de determinar si efectivamente el
receptor TLR4 contribuye en los cambios observados respecto a la liberacion de
citoquinas proinflamatorias y a los niveles de p65, se realiz6 un knockdown de dicho
receptor. Para lograr el silenciamiento del TLR4, se realiz6 una transduccion de las
células OKF6/TERT2 con un plasmidio conteniendo una secuencia codificante para un
ARN de horquilla pequeiia (small hairpin RNA (shRNA) acorde a lo descrito en el

apartado 4.6.1 de la metodologia de este trabajo.

Para confirmar el nivel de silenciamiento del gen codificante del receptor TLR4, se midi6
la cantidad de proteina total, mediante Western blot, en las células silenciadas, el cual
muestra una disminucién en la expresion de TLR4 de un 67% (Soto, e al, 2022; Revisar
material suplementario). Al momento de infectar estas células silenciadas (denominadas
como cultivos shTLR4) y analizar los niveles del receptor TLR4, se observo que la
infeccién con el monocultivo de P. gingivalis, F. nucleatum, el cocultivo y coinfeccién de
ambos microorganismos no produjo cambios en el nimero de pixeles obtenidos de las
bandas proteicas de este receptor, es decir, las condiciones experimentales utilizadas
no generaron cambios en los niveles de TLR4 en comparacion al control sin infectar de
las células shTLR4 (control S/I shTLR4) (Figura 13A y 13B). Como parametro de
comparacion de los niveles basales del receptor TLR4, se utilizaron extractos proteicos
de cultivos de células OKF6/TERT2 sin transducir (TLR4 +), los cuales no fueron
infectados. Por otro lado, en las Figuras 13C y 13D es posible apreciar que el nUmero
de pixeles obtenidos de las bandas proteicas de p65 no variaron tras infectar con el
monocultivo, cocultivo y coinfeccién de P. gingivalis y F. nucleatum, lo cual demuestra

que los niveles de p65 no cambian respecto al control S/l shTLR4 tras estimular con las
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condiciones experimentales mencionadas previamente. Es mas, ninguna de dichas
condiciones logro restablecer los niveles de p65 al nivel de las células normales sin
transducir (TLR4 +).
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Figura 13. Niveles de TLR4 y p65 tras la infeccion con el cocultivo de P. gingivalis y F.
nucleatum en cultivos celulares shTLR4 (A) Se exhibe la cuantificacién mediante densitometria
de los Western blots obtenidos contra TLR4 en células shTLR4, donde no se observan cambios
estadisticamente significativos en comparacion al control S/I shTLR4. (B) Blot representativo de
los niveles de TLR4 y B-actina realizado en células shTLR4, en el cual se aprecia: el control sin
infectar (S/I shTLR4), el control sin transducir (TLR4 +), la infeccion con P. gingivalis (Pg), F.
nucleatum (Fn), el cocultivo de ambas bacterias (CC) y la coinfeccion (Cl). (C) Es posible observar
la cuantificacion mediante densitometria de los Western blots obtenidos contra NF-kB, subunidad

p65, en células shTLR4, en la cual no se reportan cambios estadisticamente significativos
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respecto al control sin infectar shTLR4. (D) Blot representativo reflejando los cambios en los
niveles de p65 y B-actina realizado en células shTLR4, en el cual se aprecia: el control sin infectar
(S/l shTLR4), el control sin transducir (TLR4 +), la infeccidon con P. gingivalis (Pg), F. nucleatum
(Fn), el cocultivo de ambas bacterias (CC) y la coinfeccién (Cl). Los niveles proteicos fueron
normalizados con aquellos de -actina. Las veces de cambio fueron normalizadas a 1 acorde a
lo observado en el eje Y del gréafico. El andlisis de las bandas se realiz6 mediante densitometria
utilizando el software ImageJ. Kruskal-Wallis test, post-test Dunn’s. * Indica diferencias

significativas de p<0,05. n=3.

Para determinar la contribucion del receptor TLR4 en la viabilidad celular de cultivos
shTLR4 tras infectar con los monocultivos de P. gingivalis y F. nucleatum, el cocultivo y
la coinfeccion de ambas bacterias, se realizé un ensayo de MTS de viabilidad celular.
Para esto, se sembraron 25.000 células shTLR4 en una placa de 96 pocillos en triplicado
técnico y se estimularon con monoinfecciones de P. gingivalis, F. nucleatum, el cocultivo
y la coinfeccion de ambas, siempre considerando una MOI = 100 final. Transcurridas las
24 h post infeccién, se agreg6 el MTS y se incub6 1 h a 37°C y 5% de CO., para luego
medir la absorbancia a 490 nm. En la Figura 14 se puede observar que la absorbancia
evaluada a 490 nm no vario tras estimular con las condiciones experimentales descritas,
lo que sugiere que, al realizar un knockdown del receptor TLR4, no se producen cambios
en la viabilidad celular de cultivos OKF6/TERT?2 tras infectar con los monocultivos de P.

gingivalis y F. nucleatum, el cocultivo y la coinfeccion de ambas bacterias.
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Figura 14. Viabilidad celular de cultivos shTLR4 tras la infeccién con el cocultivo de P.
gingivalis y F. nucleatum. Se aprecian los datos de absorbancia obtenidos a 490 nm tras infectar
con el monocultivo, cocultivo y coinfeccion de P. gingivalis y F. nucleatum, determinandose que
no hay cambios en la viabilidad celular de células shTLRA4. La viabilidad celular de cada condicién
experimental fue comparada con la del control S/I shTLR4. Los valores de absorbancia a 490 nm
obtenidos fueron normalizados a un valor de 1 y expresados en veces de cambio respecto al
control. Kruskal-Wallis test, post-test Dunn’s. * Indica diferencias significativas de p<0,05. n=4.

Luego, como control, se realiz6 la transduccion de un plasmidio codificante de un RNA
de horquilla pequefia de secuencia aleatoria (ShRNA scramble o shSCR), el cual no
hibridara con ningin mRNA, permitiendo confirmar que el eventual efecto observado es
producto de las infecciones bacterianas. En virtud de lo anterior, se procedié a evaluar
la viabilidad celular en cultivos que fueron transducidos con un plasmidio codificante de
una secuencia shScramble. Para ello, se realizd la infeccién de dichas células con
monocultivos de P. gingivalis y F. nucleatum, y el cocultivo y coinfeccion de ambas. En
la Figura 15, se exponen los resultados preliminares del ensayo MTS en cultivos

shScramble, donde se aprecia que el comportamiento de los datos obtenidos es
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diferente a aquel observado en los experimentos realizados en cultivos celulares sin
transducir (Figura 10). Sin embargo, se requieren mas ensayos para confirmar esta

tendencia.
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Figura 15. Resultados preliminares del ensayo MTS de viabilidad celular de cultivos
shScramble. Se observan los datos de absorbancia obtenidos a 490 nm tras infectar cultivos
celulares shScramble con los monocultivos, el cocultivo y la coinfeccion de P. gingivalis y F.
nucleatum. La viabilidad celular de cada condicién experimental fue comparada con la del control
S/l shScramble. Los valores de absorbancia a 490 nm obtenidos fueron normalizados a un valor

de 1y expresados en veces de cambio respecto al control. n=2.

A continuacion, con el objetivo de determinar la contribucién del receptor TLR4 en la
fosforilacion y posterior translocacion al nacleo celular de NF-kB, ademas de su
contribucién en la expresion de las citoquinas proinflamatorias TNF-a, IL-1p, IL-6 e IL-8,
se realizaron experimentos de Western blot y gPCR en las células shTLR4. En primera

instancia, se expone el resultado preliminar del Western blot para pNF-kB (Figura 16A
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y 16B), en donde se puede apreciar que ninguna de las condiciones experimentales
utilizadas logra restablecer la cantidad de pNF-kB a los niveles del control de las células
sin transducir (TLR4Y), sin embargo, se requiere un mayor nuimero de replicados

biolégicos para realizar la estadistica correspondiente.

Adicionalmente, se llevaron a cabo experimentos de qPCR de las células shTLR4
previamente infectadas, lo cual se realiz6 acorde a lo estipulado en el apartado 4.10 de
los materiales y métodos de este trabajo de tesis. En la Figura 16C, 16D, 16E y 16F se
aprecian las veces de cambio obtenidas respecto al control S/l de la expresion génica
relativa de las citoquinas proinflamatorias TNF-a, IL-1p, IL-6 e IL-8, respectivamente, en
los cultivos shTLRA4 tras ser infectados. En la Figura 16C se desprende que el cocultivo
de P. gingivalis y F. nucleatum aumenta los niveles de mRNA de TNF-qa, lo cual
demuestra que la infeccion con el cocultivo de estas bacterias incrementa la expresion
génica de TNF-a de manera significativa y al mismo nivel de lo observado previamente
en células OKF6/TERT2 (Figura 7A). Por otro lado, en la Figura 16D se observa que la
infeccidén con el cocultivo y el monocultivo de P. gingivalis incrementan los niveles de
MRNA de IL-18 de manera estadisticamente significativa, lo cual demuestra que la
infeccion con el cocultivo y el monocultivo de P. gingivalis aumenta la expresion génica
de IL-1p significativamente respecto al control S/I shTLR4, sin embargo, no al nivel de lo
observado previamente en las células sin transducir (Figura 7B). Al apreciar la Figura
16E no se observan cambios en los niveles de mRNA de IL-6 tras estimular las células
shTLR4 con las condiciones experimentales descritas, a diferencia de lo observado tras
infectar las células OKF6/TERT2 (Figura 7C). En la Figura 16F se observa que solo la
infeccién con el cocultivo aumenta los niveles de IL-8 de manera significativa y sinérgica,
coincidiendo con lo observado al tratar las células OKF6/TERT2 y analizar la citoquina
en cuestion (Figura 7D). Por ende, a partir de la Figura 16, es posible concluir que la
infeccion con el cocultivo de P. gingivalis y F. nucleatum aumenta de manera significativa

la expresién génica de TNF-a, IL-1B e IL-8 en cultivos celulares silenciadas contra TLR4.
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Figura 16. Efectos del knockdown de TLR4 sobre la expresion de citoquinas
proinflamatorias tras la infeccidon con el cocultivo de P. gingivalis y F. nucleatum. (A)
Cuantificacion densitométrica del Western blot obtenido contra pNF-kB en células shTLR4 como
resultado preliminar. (B) Blot representativo reflejando los cambios en los niveles de pNF-kB y
NF-kB total realizado en células shTLR4, en el cual se aprecia: el control sin infectar (S/I shTLR4),
el control sin transducir (TLR4%), la infeccion con P. gingivalis (Pg), F. nucleatum (Fn), el cocultivo
de ambas bacterias (CC) y la coinfeccién (Cl). Los niveles proteicos fueron normalizados con
aquellos de B-actina. Las veces de cambio fueron normalizadas a 1 acorde a lo observado en el
eje Y del grafico. El andlisis de las bandas se realiz6 mediante densitometria utilizando el software
ImageJ. n=1. Respecto a las siguientes figuras, se exhiben las veces de cambio obtenidas
respecto al control S/l shTLR4 en la expresién génica relativa de TNF-a (C), IL-1B (D), IL-6 (E) e
IL-8 (F) en células shTLR4. Los niveles de mRNA fueron normalizados a un valor de 1 para el
control sin infectar (S/I) como se observa en el eje Y utilizando el método delta-delta CT. Kruskal-

Wallis test, post-test Dunn’s. * Indica diferencias significativas de p<0,05. n=3.

Finalmente, se evalud el perfil de expresién de las citoquinas proinflamatorias
mencionadas anteriormente en cultivos de células OKF6/TERT2 silenciadas con una
secuencia shScramble. En la Figura 17A, 17B, 17C y 17D se presentan los resultados
preliminares obtenidos para las expresiones relativas de TNF-a, IL-13, IL-6 e IL-8,
respectivamente, todas expresadas como veces de cambio respecto al control S/I
shScramble tras utilizar el método delta-delta CT. Todos estos datos preliminares se
comportan de manera similar con aquellos datos obtenidos a partir de los cultivos de
células TLR4" sin transducir, sugiriendo que el silenciamiento de TLR4 no afectaria los
niveles de mRNA de estas interleuquinas. Sin embargo, recomendamos realizar mas
replicados biolégicos para asi aplicar el test estadistico adecuado y obtener conclusiones

mas definitivas.
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Figura 17. Resultados preliminares del gPCR de células shScramble. Se presentan las veces
de cambio obtenidas respecto al control sin infectar (S/I shScramble) en la expresién génica
relativa de TNF-a (A), IL-1B (B), IL-6 (C) e IL-8 (D) en cultivos OKF6/TERT2 que sufrieron la
transduccion con un plasmidio codificante de una secuencia shScramble. Los niveles de mRNA
fueron normalizados a un valor de 1 para el control sin infectar como se observa en el eje Y

utilizando el método delta-delta CT. n=1.
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6. Discusion

La periodontitis se define actualmente como una patologia caracterizada por una
inflamacién croénica del periodonto producto de la disbiosis del margen subgingival, es
decir, el énfasis de la periodontitis son las multiples interacciones microbianas que se
dan entre las mas de 700 especies que componen la biopelicula subgingival, las cuales
promoveran la respuesta inflamatoria y la subsiguiente destruccion del tejido de soporte
del diente [2, 12]. En este contexto, se ha descrito que P. gingivalis y F. nucleatum
pertenecen a la biopelicula subgingival y que ambas interactdan y juegan un rol en la

etiologia y progresion de la enfermedad periodontal [48, 54, 57].

Los modelos de cocultivos se utilizan como una estrategia para comprender las
relaciones e interacciones entre las células procariontes y las orales eucariontes, con el
fin de dilucidar la patogénesis de enfermedades orales y explorar nuevas terapias para
tratarlas [76]. Ademas, estos modelos permiten estudiar las diferentes interacciones que
ocurrirdn durante un cocultivo, las cuales impactaran a una o ambas bacterias, por
ejemplo, exacerbando la virulencia o produciendo cambios en la expresion de ciertos
genes, como el gen codificante para la proteina relacionada al consumo de hemina o
aguellos relacionados a la biosintesis del lipido A del LPS [70, 71, 78]. En este contexto,
en estudios de cocultivo de P. gingivalis y T. denticola se demostré6 que existe un
traspaso de metabolitos entre ambas bacterias, donde P. gingivalis proveeria del
aminoacido glicina a T. denticola, promoviendo asi el crecimiento y la colonizacion de
esta uUltima en la biopelicula subgingival [90]. Por otro lado, se ha descrito que F.
nucleatum coagrega al ser cocultivada con diferentes especies de Prevotella, y que la
interaccion fisica entre ambas causaria un incremento en la capacidad de formacién de

biopeliculas [94].

Debido a la importancia del papel de P. gingivalis y F. nucleatum en la periodontitis,
numerosos investigadores han realizado diferentes cocultivos entre estas bacterias con
el fin de determinar la naturaleza de sus interacciones y su efecto en términos de la
relacion patégeno hospedero. En modelos de comunidad entre P. gingivalis, F.
nucleatum y Streptococcus gordonii, se observdé que se producen cambios en la

expresion de proteinas de P. gingivalis de tal manera de proveer de un soporte fisioldgico
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a esta bacteria [70,71]. Por otro lado, se realiz6 la extraccion y purificacion del LPS de
P. gingivalis proveniente de un cocultivo junto con F. nucleatum y se estimularon cultivos
in vitro de monocitos, observdndose un aumento sinérgico en la expresion y secrecion
de IL-1B, IL-6 e IL-8, es decir, se reportan interacciones sinérgicas entre estas bacterias

que se tradujo en una exacerbacion de la virulencia de P. gingivalis [78].

Sin embargo, hasta la fecha no se reportan estudios sobre el cocultivo y la subsiguiente
coinfeccion de P. gingivalis y F. nucleatum, lo cual es de suma importancia puesto que
se ha demostrado sinergia en términos de la interaccién entre ambas bacterias [78], de
la interaccion de ellas en modelos de periodontitis [74] y en modelos de cancer oral [75].
Por ende, proponemos este modelo de cocultivo y posterior coinfeccion de P. gingivalis
y F. nucleatum como una valida aproximacion para elucidar, comprender y caracterizar
las interacciones patdgeno-hospedero que ocurren en la cavidad oral en un contexto de
periodontitis, dando énfasis en patégenos claves que jugarian un rol clave previo y
durante la disbiosis caracteristica de esta enfermedad.

En primer lugar, se procedié a estandarizar el cocultivo entre P. gingivalis y F. nucleatum
con la finalidad de determinar si la sinergia observada en bibliografia en un contexto de
periodontitis se replicaba en inflamacion y asi, vincularla con marcadores caracteristicos
de tumorogénesis oral. De esto fue posible observar que ambas bacterias logran crecer
en un medio liquido previamente estandarizado compuesto de BHI, hemina, menadiona
y cisteina, lo cual se correlaciona con lo descrito en la bibliografia. En dichos estudios,
P. gingivalis y F. nucleatum eran capaces de crecer en un mismo medio de cultivo
siempre y cuando se cumplieran las condiciones de anaerobiosis estricta y la
suplementacién adecuada con hemina y menadiona [77, 78]. Sin embargo, en ellos no
se especifica la marcada diferencia en el tiempo que cada microorganismo demora en
llegar a su fase exponencial. Para abordar lo anterior, se procedié a determinar las
curvas de crecimiento de ambos microorganismos y en ellas es posible observar que F.
nucleatum alcanza su fase exponencial en menos tiempo que P. gingivalis, lo que se
explica -en parte- por el tiempo de generacion de las cepas utilizadas en este estudio,
es decir, el tiempo que demora una poblacién bacteriana en duplicarse. Acorde a lo
reportado en la bibliografia, la cepa de P. gingivalis W50 posee un tiempo de generacion

aproximado de 8,23 h, mientras que la cepa de F. nucleatum ATCC 10953 se caracteriza
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por tener uno de 3 h aproximadamente [102, 103]. Por ende, es logico pensar que a
medida que transcurre el tiempo de medicion de la curva de crecimiento de cada
microorganismo, habrd un mayor nimero de bacterias por mL de F. nucleatum que de
P. gingivalis, donde la primera mencionada alcanzara mas rapido la fase estacionaria de

crecimiento.

La dificultad de estandarizar el cocultivo a una razén aproximada de 1:1 de estas
bacterias radicaba en la gran diferencia que poseen en términos de velocidad de
crecimiento. Tras considerar la velocidad a la que P. gingivalis y F. nucleatum alcanzan
la fase exponencial y, tomando en cuenta lo determinado a partir de la ecuacion de la
recta de sus respectivas curvas, se obtuvo un cocultivo de P. gingivalis y F. nucleatum
que tras 24 h de incubacién a 37°C y anaerobiosis se encontraban ambas en una razén
de 1:1,3, respectivamente. El hecho de que hubiese una mayor cantidad de F. nucleatum
que de P. gingivalis al ser cocultivadas acorde a las condiciones previamente descritas
era de esperarse. Lo anterior se debe principalmente a que la fase exponencial de
crecimiento de F. nucleatum y su tiempo de generacion [103] son mas rapidos que

aquellos de P. gingivalis [102].

Mediante estudios de extraccion de DNA a partir de muestras clinicas de pacientes
afectados por periodontitis y de sujetos sanos, y su posterior secuenciacion del 16S
rRNA, se estimé el porcentaje de abundancia relativa de las especies P. gingivalis y F.
nucleatum en la placa subgingival [2]. En esta investigacion, se describe que, en salud,
la abundancia relativa de P. gingivalis y F. nucleatum es de 0,1% y 2%, respectiva y
aproximadamente [2]. Sin embargo, tras perderse la homeostasis y ocurrir la transicién
de salud a periodontitis, la abundancia relativa de P. gingivalis y F. nucleatum aumenta
a 1% y 4%, aproximada y respectivamente [2]. Por lo tanto, en periodontitis, la razén
clinica entre P. gingivalis y F. nucleatum es de 1:4, aproximadamente, lo cual difiere de
la razoén experimental obtenida entre estas bacterias en el cocultivo realizado en este
trabajo de tesis. El cocultivo experimental entre P. gingivalis y F. nucleatum utilizado en
este trabajo fue disefiado de tal forma que la razén entre ambas bacterias fuese similar
ya que, de esta manera, se podria observar y analizar el efecto de ambas bacterias en
conjunto, en vez de apreciar el efecto de una bacteria sobre la otra, lo cual

probablemente ocurriria de utilizar la razon clinica descrita.
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Al observarse una alicuota del cocultivo mediante SEM, fue posible determinar que P.
gingivalis y F. nucleatum interactian fisicamente, lo cual coincide con lo reportado
previamente por diferentes investigadores. Se ha comprobado que F. nucleatum
coagrega con un gran numero de bacterias orales, destacando su afinidad por aquellas
del género Bacteroidetes, como por ejemplo P. gingivalis [57]. Si se analizan los factores
de virulencia de los microorganismos en cuestién que podrian contribuir a lo descrito
anteriormente, se pueden destacar principalmente las multiples adhesinas que presenta
F. nucleatum como por ejemplo, la adhesina RadD, la cual permite que F. nucleatum
interactie con multiples bacterias pertenecientes a la microbiota oral [54, 60]. Debido a
esto, es ldgico pensar que la estrecha interaccion fisica entre P. gingivalis y F. nucleatum
sea probablemente debido a las adhesinas que presenta el Ultimo microorganismo
mencionado y que, ademas, probablemente exista un aumento en la expresion de
adhesinas por parte de ambas bacterias. Sin embargo, es necesario realizar mas
investigaciones para corroborar esta ultima hipotesis, utilizando por ejemplo un estudio

de protedmica.

Durante el cocultivo ocurrirdn una serie de interacciones que impactaran a una o ambas
bacterias. La naturaleza de las interacciones entre P. gingivalis y F. nucleatum se ha
descrito como positiva en términos de exacerbacion de la virulencia [78] o de soporte
fisiolégico para un rapido crecimiento [70,71]. Asimismo, ha sido reportado que la
coinfeccion de P. gingivalis y F. nucleatum produce -de manera sinérgica- un
agravamiento de los rasgos caracteristicos de la periodontitis, como la resorcion del
hueso alveolar, la liberacion de citoquinas proinflamatorias relacionadas a la destruccién
del periodonto (como la IL-1B y TNF-a) y la activacion de vias de caracter oncogénico,
como lo son la via de NF-kB y STAT3 [74, 75]. Al analizar los datos obtenidos en la
expresion génica de las citoquinas proinflamatorias TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-8, es posible
observar que se produce un aumento en todas ellas tras infectar con el cocultivo de P.
gingivalis y F. nucleatum. Es mas, se genera un incremento sinérgico en la expresion de
IL-6 e IL-8, lo que da cuenta que las interacciones que se producen durante el cocultivo

incrementan la virulencia de una o ambas bacterias.

En reportes disponibles en la bibliografia, se ha comprobado que la coinfeccion cronica

de P. gingivalis y F. nucleatum en epitelio lingual gatilla un aumento sinérgico en la
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expresion de IL-6 [75], sin embargo, en este trabajo solo el cocultivo generd un aumento
sinérgico de esta citoquina, lo cual probablemente se deba a la diferencia en el modelo
experimental y el caracter agudo del estimulo utilizado en este trabajo de tesis. El
resultado obtenido para la expresion de IL-6 no es extrafio, puesto que se ha reportado
que tanto P. gingivalis (via su fimbria FimA y TLR4/NF-kB) como F. nucleatum (via LPS,
adhesina FadA y TLR4/NF-kB) promueven la expresion y secrecion de esta citoquina
[51, 62, 65]. Ademas -en un contexto de periodontitis- debido a que esta citoquina esta
relacionada con el proceso de resorcion de hueso alveolar, es l6gico pensar que su
aumento sinérgico esté, probablemente, vinculado con una mayor disponibilidad de
nutrientes para los microorganismos que componen la biopelicula subgingival. Es decir,
la interaccion entre P. gingivalis y F. nucleatum dentro de la biopelicula podria favorecer
la disponibilidad de nutrientes para las demés bacterias que colonizan el margen
subgingival al promover una mayor destruccion del periodonto [62, 79]. Adicionalmente,
el cocultivo de P. gingivalis y F. nucleatum incremento la expresion de IL-183, lo cual es
interesante puesto que se ha reportado que la IL-6 poseeria un efecto sinérgico con la
IL-1B8 en términos de promover la resorcion de hueso alveolar [84], por lo que ambas
citoquinas se relacionarian con la patogénesis de la periodontitis y un agravamiento de
sus signos clinicos [2]. Estos cambios concuerdan con lo descrito por el grupo de Lee y
Baek, los cuales reportan la exacerbacién de la virulencia de al menos una de las
bacterias al ser cocultivadas [78]. Asimismo, la infeccidn con el cocultivo aumenté los
niveles de expresion de TNF-a aproximadamente 3 veces, lo cual se correlaciona con el
hecho de que tanto P. gingivalis como F. nucleatum aumentan la expresion génica de
esta citoquina en GECs y otros tipos celulares [36, 51, 61]. Se sabe que esta citoquina
esta fuertemente asociada a los procesos de migracion celular, la resorcion de hueso
alveolar y la expresién de otras quimioquinas e interleuquinas como IL-13, IL-6 e IL-8,
por lo que se ha vinculado con la generacion del saco periodontal en los primeros
estadios de la periodontitis y, en un contexto de OSCC, se relacionaria con la migracion,
invasion y angiogénesis tumoral [81, 82, 104]. Por otro lado, el cocultivo de P. gingivalis
y F. nucleatum aumenté de manera sinérgica los niveles de IL-8, lo cual es sumamente
interesante puesto que se ha observado que esta citoquina promueve la progresion de
la periodontitis mediante la promocién de la migracion de GECs y la prevencion de la

apoptosis de las mismas [105]. Ademas, la IL-8 se relaciona con cambios en términos

77



de promocidn celular, la regulacién del ciclo celular, migracion y angiogénesis, por lo que
no solo seria importante para el desarrollo de la periodontitis, sino que también para el
vinculo de dicha patologia con el desarrollo de OSCC. Es mas, se ha propuesto esta
citoquina como un posible biomarcador salival de este tipo de cancer debido a que
ninguna de las enfermedades que puede afectar la cavidad oral eleva la cantidad de
IL-8 a los niveles que se han detectado en muestras salivales de pacientes afectados
por OSCC [85, 86].

Con el objetivo de vincular los cambios observados en la expresion de las citoquinas
proinflamatorias analizadas con el factor de transcripcién NF-kB, se procedi6 a evaluar
sus niveles proteicos mediante Western blot. Los resultados obtenidos demuestran que
solo la coinfeccién de P. gingivalis y F. nucleatum logr6 aumentar los niveles de la
subunidad p65 de este factor de transcripcion, mas no el cocultivo de ambas, lo cual
podria relacionarse a los cambios observados en inflamacion en modelos de coinfeccién
de P. gingivalis y F. nucleatum en modelos in vivo [74, 75]. Sin embargo, es necesario
determinar también los niveles de la version activa de NF-kB, es decir, su forma
fosforilada puesto que puede haber cambios en ella aun asi no existan cambios en los
niveles totales de la proteina [95]. Cuando NF-kB es fosforilado en su residuo Ser536,
este se activa y transloca desde el citoplasma al nacleo celular, promoviendo asi la
expresion de diversas citoquinas proinflamatorias tales como TNF-q, IL-1B, IL-6 e IL-8
[36, 91]. Acorde a lo observado en estos resultados, es posible desprender que ninguna
de las condiciones experimentales utilizadas produce variaciones en los niveles de pNF-
kB. Sin embargo, se requieren mas replicados biolégicos para asi disminuir la desviacién

de los datos.

En vista de lo obtenido respecto a la activacion de NF-kB tras infectar con el cocultivo de
P. gingivalis y F. nucleatum, es logico explorar la posible participacion de otros factores
de transcripcion que regulen la expresion de los mediadores proinflamatorios TNF-a, IL-
1B, IL-6 e IL-8, como, por ejemplo, STAT3. Se ha reportado que tanto P. gingivalis como
F. nucleatum activan a STAT3 en GECs y macrofagos, respectivamente, gracias a la
activacion del receptor TLR4 [30, 116]. Es méas, en modelos murinos in vivo de
coinfeccion crénica de epitelio lingual con estas bacterias, se describié que se promueve

la activacion del eje IL-6/STAT3, culminando en la formacion de tumores de mayor
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tamafio y mas invasivos [36]. El factor de transcripcion STAT3 regula la expresion de
numerosas citoquinas y quimioquinas, entre las cuales se encuentran IL-13, IL-6 e IL-8
y, al mismo tiempo, estas mismas proteinas pueden inducir la activacion de STATS3,
dando lugar a una retroalimentacién positiva entre las citoquinas mencionadas y STAT3
[117]. Por ende, este factor de transcripcion podria jugar un rol en el aumento de la

expresion de mediadores inflamatorios que se reportan en este trabajo de tesis.

A continuacion, con la finalidad de relacionar los incrementos observados en los perfiles
de expresion de citoquinas proinflamatorias, y teniendo en cuenta sus efectos descritos
anteriormente en un contexto de periodontitis y OSCC, se realizaron experimentos de
viabilidad celular. Como se describié en la Figura 10, el cocultivo de P. gingivalis y F.
nucleatum no generd cambios significativos en la viabilidad celular de cultivos
OKF6/TERT2, lo cual podria explicarse con los resultados que se han obtenido en
paralelo a este trabajo. Parte de los resultados que se han producido en el marco del
proyecto son derivados de experimentos de gPCR en los que se evalué la expresion de
distintos genes relacionados a la proliferacién y al proceso de transiciéon epitelio-
mesénquima (EMT) (tesis en progreso de Martin Pacheco, estudiante de la Dra. Denisse
Bravo). Entre estos, se determiné que la infeccion con el cocultivo de P. gingivalis y F.
nucleatum no genera cambios en los niveles de ciclina D1 en GECs, lo cual es importante
puesto que esta proteina estéa relacionada con el progreso y transicion de las fases G1/S
del ciclo celular [106]. Adicionalmente, la infeccidn con el monocultivo de P. gingivalis
produjo un aumento en la expresion de dicha ciclina, lo que se condice con lo obtenido
previamente en el laboratorio donde se reporta un aumento del 30% de la viabilidad o
proliferacion celular tras la infeccién con P. gingivalis, lo cual seria dependiente del OAg
de su LPS [47]. Asimismo, los resultados paralelos obtenidos demuestran que la
infeccion con el monocultivo de P. gingivalis y la coinfeccion de P. gingivalis y F.
nucleatum aumentan la expresion génica de c-myc, lo cual nuevamente se correlaciona
con lo reportado previamente por nuestro grupo [47], puesto que las funciones de este
gen se vinculan con la progresioén del ciclo celular y la inhibicién de los inactivadores de
dicho proceso, como las proteinas p21 y p27 [112]. Sin embargo, en este trabajo no se
observé un aumento significativo de la viabilidad celular al infectar con el monocultivo de

P. gingivalis, lo cual podria explicarse por la carencia de normalidad de los datos
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obtenidos, el numero de replicados biolégicos utilizados para el andlisis estadistico o
incluso por el nimero de pasajes de los cultivos celulares utilizados para este ensayo, lo
cual difiere de lo exhibido por Soto et al, 2016, donde se obtuvieron datos que respondian
a una distribucién normal, ademas de utilizar un mayor nimero de replicados bioldgicos
y cultivos celulares de menor nimero de pasajes. Por otro lado, para complementar el
resultado obtenido en el ensayo de MTS, se realizé un experimento de azul de tripan
donde se aprecia que los datos se comportan de una manera similar a lo obtenido
previamente de los ensayos MTS de viabilidad celular (Figura 10). Sin embargo, al tener
solo dos replicados biologicos de este ensayo de azul de tripan, recomendamos

aumentar el numero de experimentos para asi aplicar un test estadistico adecuado.

Al interactuar con su receptor cognado, las citoquinas regulan una gran gamma de
procesos celulares como la proliferacién celular, angiogénesis, migracién e invasion
celular, etc [81, 82, 85]. Las citoquinas proinflamatorias TNF-a e IL-8 se relacionan
estrechamente con la migracién celular, puesto que se ha descrito de que ambas
promueven la activacién del factor de transcripcion NF-kB, el cual regula la expresién de
genes relacionados a EMT, promoviendo asi un fenotipo celular mas invasivo [82, 86].
En un contexto de periodontitis, la migracién celular es altamente importante en su
progresion puesto que contribuye a la formacién del saco periodontal y a un incremento
en su profundidad mediante la migracion de las células gingivales epiteliales unidas al
esmalte dental [104]. Por lo tanto, tomando en cuenta el incremento en la expresiéon
obtenida de TNF-a e IL-8, es que se decidio ir mas alla de los objetivos de esta tesis y
se procedi6 a evaluar las consecuencias de la infeccién del cocultivo de P. gingivalis y
F. nucleatum sobre la migracién de las células OKF6/TERT2. Como se puede observar
en la Figura 18, tanto la infeccién con el monocultivo de P. gingivalis, el cocultivo y la
coinfecciéon aumentan el numero de células migradas en 2,4; 3,2 y 4,5 veces de cambio

respectivamente en comparacion al control sin infectar S/I.
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Figura 18. Efectos del cocultivo de P. gingivalis y F. nucleatum sobre la migracion de GECs.
Se aprecia el conteo de las células OKF6/TERT2 migradas tras 2 h de estimulo a una matriz de
fibronectina y posteriormente tefiidas con cristal violeta, expresadas en veces de cambio. Los
datos expuestos corresponden al promedio de las células migradas observadas en 7 campos
distintos. ONE-way ANOVA, post-test de Dunnet. * Indica diferencias significativas de p<0,05.
n=3.

Como se puede observar, el cocultivo de P. gingivalis y F. nucleatum aumenta la
migracion de GECs en mayor grado que las infecciones con los monocultivos de dichas
bacterias, lo cual se condice con lo obtenido en los perfiles de expresion génica de las
citoquinas proinflamatorias, sobre todo en aquellos resultados de TNF-a e IL-8 ya que
ambas proteinas estan vinculadas a la migracion celular y, por consiguiente, a la
progresion y severidad de la periodontitis [104]. Cabe destacar que este resultado se
correlaciona con lo obtenido de forma paralela en el laboratorio, donde se demostr6 que
la infeccion con el cocultivo de P. gingivalis y F. nucleatum produce cambios en la
expresion génica de ciertos genes relacionados al complejo proceso de EMT, como lo

son el incremento en vimentina y la disminucion en E-cadherina (tesis en progreso de
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Martin Pacheco, estudiante de la Dra. Denisse Bravo). Adicionalmente, en un estudio
sobre la expresion de vimentina y E-cadherina en muestras de tejidos de pacientes con
OSCC, se report6é que a medida que se desarrolla el cancer y se pierde la diferenciacion
del tejido, la expresion de vimentina aumenta y la de E-cadherina disminuye, ambas de
manera progresiva, lo cual es concordante con lo exhibido por nuestro grupo en los

ensayos de migracién y en los perfiles de expresion de genes relacionados a EMT [113].

A continuacién, se evaluaron los niveles y distribuciéon celular del receptor TLR4
mediante Western blot e IFI debido a que, dentro de su cascada de sefializacion, se
encuentra la activacion del factor de transcripcion NF-kB y la expresion de mediadores
inflamatorios [43]. Este receptor ha sido ampliamente estudiado y se ha determinado que
tanto P. gingivalis como F. nucleatum gatillan sefiales celulares via TLR4 no solo gracias
a sus respectivos LPS, sino que también -en el caso de P. gingivalis- gracias a su fimbria,
promoviendo asi la activacion de NF-kB y la transcripcion de diversas citoquinas
proinflamatorias tales como TNF-qa, IL-1[3, IL-6 e IL-8 [36,43,44,47,63]. Los resultados
demuestran que no hay cambios ni en los niveles proteicos de TLR4 ni en su distribucién
celular en ninguna de las condiciones experimentales utilizadas. Lo anterior podria
explicarse mediante el proceso de shedding del receptor, lo cual ya se ha comprobado
previamente con el receptor TLR2, donde determinadas metaloproteinasas proteolizan
el ectodominio de esta proteina, dando como resultado una versién soluble que actla

como regulador negativo de la funcion del mismo [107].

Debido a que ha sido ampliamente demostrado que tanto P. gingivalis como F.
nucleatum acttan via TLR4 para asi gatillar diversas respuestas celulares, y tomando
en consideraciéon que dentro de la cascada de sefalizacion de dicho receptor se
encuentra la activacion de NF-kB y subsiguiente expresiéon de citoquinas
proinflamatorias, se procedi6 a estudiar el papel de TLR4 en los cambios reportados en
el perfil de expresion de TNF-qa, IL-1B, IL-6 e IL-8 y los niveles de p65 [36, 43, 44, 47,
63]. Para llevar a cabo lo anterior, se realizé un silenciamiento del receptor utilizando un
shRNA contra TLR4, disminuyendo asi su expresion en un 67% aproximadamente
(revisar material suplementario). Al analizar los niveles de TLR4 y p65, se observo que
no hay cambios significativos en los niveles de TLR4 tras la infecciéon, ademas de que

ninguna de las condiciones experimentales utilizadas lograria restablecer los niveles de
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p65 al nivel del control sin transducir, lo cual es l6gico puesto que se disminuyd la
expresion del receptor. No obstante, al analizar el perfil de expresién de las citoquinas
proinflamatorias tras el silenciamiento del receptor TLR4 y compararlo contra el perfil de
las células sin transducir, fue posible determinar que solo se redujo la expresién de IL-
18 (de 4,48 a 3,4 veces de cambio) e IL-6 (de 3,73 a 1,46 veces de cambio),
destacandose la dltima citoquina mencionada, puesto que se perdié la significancia
estadistica. Sin embargo, el nivel de los transcritos de TNF-a e IL-8 no cambio tras
realizar el silenciamiento, lo cual podria deberse a un particular motivo. Los receptores
TLR4 y TLR2 comparten -dentro de su cascada de sefializacion- los adaptadores MyD88
y TIRAP (adaptador similar a MyD88), los cuales interactian en la membrana plasmética
y permiten la transactivacion de NF-kB tras la union del ligando cognado de TLR4 o
TLR2, es decir, la activacion de TLR2 permite la fosforilacion de NF-kB y la subsiguiente
regulacion de la respuesta inflamatoria gracias a los adaptadores MyD88 [108]. Por
ende, recomendamos realizar experimentos con una linea celular estable que ha sido
silenciada contra TLR2 o utilizar inhibidores quimicos contra el adaptador MyD88 para

profundizar esta hipétesis.

Como control del experimento de gPCR en cultivos shTLR4, se realiz la transduccién
de un plasmidio codificante para una secuencia shScramble en células OKF6/TERT?2, el
cual no se unird a ningin mMRNA. Al observar los resultados de este Unico replicado
biolégico es posible desprender el mismo comportamiento de los datos observado en la
expresion génica de TNF-a, IL-18 e IL-8 que en aquellos experimentos de qPCR
realizados en células sin transducir (TLR4"), lo que sugiere que los cambios exhibidos al
realizar el silenciamiento de TLR4 son exclusivamente a raiz de la infeccion, no del
proceso de transduccién. No obstante, el comportamiento de los datos que se aprecia
en la expresion de IL-6 es distinto a aquel obtenido a partir de cultivos TLR4", lo cual
podria atribuirse a distintas razones, como, por ejemplo, mala ejecucion de la técnica de
gPCR, por lo que sugerimos aumentar el nimero de replicados biolégicos para asi tener

un resultado méas confiable.

Para resumir, en este trabajo de tesis se estandariz6 un cocultivo entre P. gingivalis y F.
nucleatum, de tal manera que tras 24 h de incubacién se encontrasen ambas bacterias

a una razon similar. Lo anterior con el objetivo de demostrar que la infeccion con el
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cocultivo genera un aumento en la expresion de ciertas citoquinas proinflamatorias,
destacando un incremento de caracter sinérgico en la expresion de IL-6 e IL-8. Ademas,
se demostré que el receptor TLR4 seria responsable del aumento sinérgico observado
en la expresion IL-6 y en el incremento de IL-1B (Figura 19). Los resultados expuestos
en este trabajo demuestran por primera vez que el cocultivo y subsiguiente infeccién de
P. gingivalis y F. nucleatum tiene un efecto sinérgico en la expresion de mediadores
proinflamatorios, lo que nuevamente sugiere dar énfasis a los modelos de cocultivo al
momento de estudiar enfermedades polimicrobianas puesto que permiten dilucidar,
comprender y caracterizar la naturaleza de las interacciones patdgeno-patégeno y
patégeno-hospedero que ocurren en estas patologias, haciendo hincapié en las
bacterias que jugarian un papel clave en la patogénesis de enfermedades
polimicrobianas como la periodontitis. Dada la alta prevalencia de la periodontitis a nivel
mundial y en Chile, su vinculo con OSCC, y tomando en cuenta que P. gingivalis y F.
nucleatum son claves en la patogénesis de la periodontitis, es necesario conocer mas
sobre sus mecanismos de interaccion patégeno-hospedero con la finalidad de evaluar

aproximaciones terapéuticas para tratar este problema de salud publica.
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Figura 19. Modelo propuesto sobre el efecto del cocultivo de P. gingivalis y F. nucleatum
en la expresion de citoquinas proinflamatorias de GECs. Durante el cocultivo de P. gingivalis
y F. nucleatum se produciran cambios que impactaran la virulencia de una o ambas bacterias
que, ademas, son capaces de interactuar fisicamente. La infeccién con el cocultivo produce un
aumento en la expresion de TNF-a e IL-1B, y un incremento de caracter sinérgico de IL-6 e IL-8.
Asimismo, el cocultivo de P. gingivalis y F. nucleatum gatilla un aumento en la migracién de GECs,
lo que probablemente se deba a los cambios en el perfil de expresion de citoquinas
proinflamatorias. Ademas, el receptor TLR4 desempefia un rol en el incremento observado en IL-
6 e IL-1B.
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7. Conclusiones

1. Se estandarizé un cocultivo entre P. gingivalis y F. nucleatum el cual se encuentra
a una razén de 1:1,3 respectivamente, tras 24 h de incubacion. En estas
condiciones, las bacterias son capaces de interactuar fisicamente.

2. La infeccion de células OKF6/TERT2 con el cocultivo de P. gingivalis y F.
nucleatum incrementé la expresidon génica de las citoquinas proinflamatorias
TNF-a e IL-1B vy, de IL-6 e IL-8 de manera sinérgica. En concordancia con el
incremento observado en la expresiéon de TNF-a e IL-8, el cocultivo de P.
gingivalis y F. nucleatum aument6 la migracion de células epiteliales gingivales
linea OKF6/TERT2.

3. La expresién génica de IL-1B e IL-6 disminuye al silenciar TLR4, sugiriendo que
los efectos que promueve el cocultivo en células OKF6/TERT2 en términos de la
expresion de estas citoquinas es dependiente -en parte- de la sefalizacion del
receptor TLR4.
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8. Glosario

a) Adhesinas: se definen como moléculas adhesivas en las superficies de bacterias
capaces de interactuar con los receptores de las células a infectar, facilitando asi la
adhesion e invasion a varios tipos celulares [64].

b) Asacarolitico: organismos que no utilizan azticares como fuente de energia. Pueden,
por ejemplo, utilizar compuestos nitrogenados como fuentes de energia como los
aminoacidos derivados de la destruccion de tejidos [41].

c) Balsa lipidica: microdominios de la membrana celular ricos en colesterol que segregan
efectores moleculares especificos en unidades funcionales para una sefalizacién
intracelular eficiente [73].

d) Biopelicula oral: se definen como comunidades bacterianas organizadas en tres
dimensiones, en donde los microorganismos que la componen se encuentran embebidos
en una matriz de exopolisacéridos. Esta estructura tridimensional se encuentra anclada
a una superficie solida como el esmalte del diente (en el saco periodontal,
principalmente), la superficie de la raiz o de implantes dentales [55].

e) Citoquinas: Las citoquinas se definen como pequefias proteinas solubles -cuyo peso
molecular varia entre 5-20 kDa- que se unen a su receptor afin y son capaces de regular
funciones celulares y genéticas como el control de la proliferacion y diferenciacién
celular, migracién, la respuesta inmune del hospedero, entre otras [79].

f) E-cadherina: se define como una glicoproteina de transmembrana localizada en el
tejido epitelial que actia como una molécula de adhesién y que, ademas, actia como
transductor de sefales el cual dirige la formaciébn de complejos proteicos del
citoesqueleto celular [113].

g) Factores de virulencia: moléculas que causan dafio al hospedero de diferentes formas,
las cuales se encuentran involucradas en procesos tales como la colonizacion del
hospedero, escape del sistema inmune, inmunosupresion, invasion y escape del medio
intracelular, extraccion y adquisicion de nutrientes y la liberacién de nuevos factores de
virulencia [48].

h) Fagocitosis: proceso de internalizacién de sustancias por parte de las células, como

parte de su sistema primitivo de sobrevida [99].
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i) Hemina: compuesto analogo de la hemoglobina que une el hierro del hospedero y
representa el sistema de adquisicion de este nutriente por parte de P. gingivalis. Su
concentracion in vivo varia acorde al grado de ulceracion vascular en la periodontitis [71].
j) Lipopolisacérido: definido como el mayor componente de la membrana externa de
bacterias Gram negativo. Este consiste en tres componentes principales; el lipido A
(region conservada interna sin especificidad de especie), el oligosacarido central o core
(estructura puente entre el lipido A y el antigeno O) y el antigeno O (region altamente
variable que consiste en cadenas de oligosacaridos) [48].

k) Matriz extracelular: se define como una red tridimensional altamente dinamica
compuesta de macromoléculas como colageno, proteoglicanos/glicosaminoglicanos,
elastina, fibronectina, lamininas y otras glicoproteinas. Estos componentes de la matriz
se unen entre ellos y, adicionalmente, unen los receptores de adhesion celulares,
conformando asi una compleja red, donde la célula es capaz de residir en todo tejido y
organo [98].

[) Moléculas de adhesidn: consisten en proteinas ancladas a la membrana celular que
juegan un rol crucial en establecer el contacto célula-célula, promoviendo la interaccién
celular y evitando la muerte celular [50].

m) PAMPs: llamados patrones moleculares asociados a patégenos. Entre estos se
encuentran el peptidoglicano bacteriano, el LPS de bacterias Gram negativo,
lipopéptidos vy lipoproteinas de bacterias gram-positivas, lipopéptidos de micoplasmas,
etc [42].

n) Periodonto: estructura de colageno que rodea la estructura del diente. Es requerido
para mantener la pieza dental anclada al hueso alveolar para que esta mantenga su
forma y cumpla su determinada funcion. El periodonto se compone de la gingiva, hueso
alveolar, cemento y ligamento periodontal, todos conocidos como los tejidos de soporte
del diente [79].

0) PRRs: subtipo de receptores capaces de reconocer componentes bacterianos o
moléculas producto de la destruccién de tejido como “sefales de peligro”, gatillando una
respuesta inflamatoria [81].

p) Receptores TLR: familia de receptores pertenecientes a los receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs) presentes en células inmunes y epiteliales, capaces

de reconocer y responder ante patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPS) o
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patrones moleculares asociados a dafio (DAMPSs). Estos receptores poseen un
ectodominio compuesto de repeticiones de leucina, sector clave para el reconocimiento
de PAMPs [42].

q) Saco o bolsillo periodontal: definido como un surco patoldgico alrededor del diente en
el margen subgingival, es decir, el espacio formado entre la gingiva inflamada y el diente.
Se considera un surco gingival periodontalmente sano si es que su profundidad es menor
o igual a 0,5 mm. En este, ocurre la destruccion del tejido periodontal y la resorciéon de
hueso alveolar [97].

r) Superficie supragingival dental: se refiere a la zona superficial de la pieza dental, que
es el lugar fisico de crecimiento de la biopelicula supragingival [100].

s) Shedding: proceso de corte proteolitico del ectodominio (dominio extracelular de un
receptor integral de membrana) de un receptor TLR, dando como producto un fragmento
soluble que actuara como regulador negativo del mismo. Esto se ha comprobado en
receptores TLR2 y TLR4 [107].

t) Temperatura de hibridacion o melting: temperatura a la cual el 50% de las hebras de
DNA se encuentran desnaturalizadas o separadas.

u) Tiempo de generacién: tiempo que se demora una poblacién bacteriana en duplicarse
mediante fisién. Este varia de una especie bacteriana a otra, asi como también varia
entre las mismas especies [101].

v) Transicién epitelio-mesénquima (EMT): proceso que permite que las células epiteliales
asuman un fenotipo mesenquimal al sufrir diversos cambios bioquimicos. Dicho fenotipo
se caracteriza por ser de un mayor caracter migratorio, mas invasivo, mayor resistencia
a la apoptosis y por poseer una mayor capacidad de produccion de componentes de la
matriz extracelular [111].

w) Vimentina: proteina del citoesqueleto celular con bajos niveles de expresion en tejido
epitelial normal o sano, la cual se vincula con la invasion y la metastasis de células

cancerigenas [113].
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9. Material suplementario

9.1 Estandarizacién del knockdown del receptor TLR4 en células OKF6/TERT2

Con la finalidad de evaluar la eficacia del knockdown contra el receptor TLR4, se realizé
un Western blot contra dicho receptor, utilizando como control un extracto proteico de
cultivos OKF6/TERT?2 sin transducir (OKF6). Lo anterior fue realizado en el marco de mi
unidad de investigacion de postgrado con la ayuda del Dr. Cristopher Soto del
Laboratorio de Microbiologia Oral. Como se puede observar en la Figura S1, se obtuvo
gue los plasmidos -conteniendo la secuencia shTLR4- extraidos desde las cepas de
Escherichia coli (E. coli) 3264-93 (sh93), 3264-94 (sh94), 3264-95 (sh95) vy
posteriormente transducidos a los cultivos OKF6, lograron un silenciamiento del receptor
TLR4 de 61%, 67% y 50%, respectivamente. Adicionalmente, se extrajo un plasmido
conteniendo una secuencia aleatoria denominada shScramble (shSCR), la cual se utilizo
como control de transduccion puesto que no afecta los niveles totales de la proteina de

intereés.
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Estandarizacion knockdown del TLR4 sho3 sh9g sh9s shSCR
g1 — OKF6
23 TLR4 | # whene e | 95 kDa
g S0 3 o
22
T = - H &
2T B-actina 43 kDa
32
==
00
&S SS
(;°(§ c’o“\(°

Condiciones experimentales de transduccién

Figura S1. Estandarizacion del knockdown del receptor TLR4. (A) Analisis densitométrico de
las bandas obtenidas demuestran que los plasmidios utilizados disminuyen la expresion proteica
del receptor TLR4 en un 61%, 67% y 50%. Las veces de cambio fueron normalizadas a 1 acorde
alo observado en el eje Y del grafico. El andlisis de las bandas se realizé mediante densitometria
utilizando el software ImageJ. (B) Blot representativo de los cambios en los niveles de TLR4 y (3-
actina en células gingivales epiteliales transducidas con un plasmido conteniendo una secuencia
shTLR4 [104]. n=1.
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9.2 Estandarizacion del efecto de F. nucleatum ATCC 10953 sobre la viabilidad
de células OKF6/TERT?2

Con el objetivo de dilucidar el efecto de las infecciones con los monocultivos de F.
nucleatum ATCC 10953 a diferentes MOIs sobre cultivos de células OKF6/TERT2, se
procedio a realizar un ensayo de viabilidad celular MTS de igual forma como se ha hecho
con P. gingivalis en el laboratorio. Como se puede apreciar en la Figura S2, ninguna de
las condiciones experimentales afecta la viabilidad celular de GECs, por ende, se
utilizara la MOI=100 para las futuras infecciones con F. nucleatum puesto a que no solo
es la mas utilizada en bibliografia, sino que también es la utilizada para las infecciones

con P. gingivalis en nuestro laboratorio.

Viabilidad celular cultivos OKF6/TERT2
0.6+
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Figura S2. Efectos de lainfeccion adistintas MOIs con monocultivos de F. nucleatum sobre
la viabilidad celular de cultivos OKF6/TERT2. Se observan los niveles de absorbancia a 490
nm evaluados en células OKF6/TERT?2 tras ser infectadas con monocultivos de F. nucleatum. La
viabilidad celular de cada condicidn tratada fue comparada con la del control sin infectar (S/1). Los
valores de absorbancia a 490 nm obtenidos se expresan en el eje Y. Kruskal-Wallis test, post-test

Dunn’s. * indica diferencias significativas de p<0,05. n=3.
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9.3 Gradientes de temperatura de los partidores de gPCR

Con la finalidad de determinar la temperatura de melting (Tm) de los partidores a utilizar,
se realizé una PCR convencional con una gradiente de temperaturas en un intervalo de
50°C-60°C vy, adicionalmente, los productos de PCR obtenidos se sometieron a una
electroforesis en gel de agarosa al 2%. Para esto, se cargaron 2 ug de cDNA de cada
muestra sometida a las distintas temperaturas y se realiz0 la electroforesis por 2 h. Como
se puede apreciar en la Figura S3, a 60°C se aprecian bandas para todos los partidores
utilizados, lo que indica que la Tm es Optima a dicha temperatura. Por ende, se utilizara
esta temperatura para las futuras reacciones de qPCR. El tamafio esperado de los

productos de PCR observado in silico se expone en la Tabla 2.
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Figura S3. Amplicones obtenidos de los partidores de interés tras la gradiente de
temperatura. Se aprecian las bandas obtenidas tras la electroforesis en un gel de agarosa al 2%
para los partidores de (A) TNF-qa, IL-18 e IL-6, (B) P. gingivalis-W50, B-actina e IL-8, y (C) de F.
nucleatum10953. El tamafio de todos los productos de PCR obtenidos fue previamente

confirmado in silico utilizando la base de datos de NCBI.
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Gen de interés Tamanfo amplicén in silico
[pares de bases)

TNF-a 123

IL-18 131

IL-& 132

IL-8 153
B-actina 135

165 rRNA Pg-W50 198
165 rRNA Fnl0953 104

Tabla 2: Tamafios tedricos de los amplicones de los genes de interés.
9.4 Estandarizacién de partidores de qPCR: curvas de calibracién

A continuacion, se procedio a estandarizar la curva de calibracién de los partidores para
TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-8, es decir, la dilucién del cDNA que se debia utilizar para obtener
una correcta amplificacién de los productos. Para esto, se diluyé una muestra de cDNA
de cultivos celulares OKF6/TERT2 -que se encontraba a una concentracion inicial 2.500
ng/uL- acorde a distintos factores de dilucion. En la Figura S4 se exponen las curvas de
calibracion obtenidas tras utilizar las siguientes muestras: sin diluir, dilucién 1:5, dilucién
1:25, dilucién 1:125, dilucién 1:625. Por otro lado, en la Tabla 3 se exponen los diferentes
partidores utilizados, la linealidad obtenida (R?) y el porcentaje de eficiencia de la

reaccion.
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Figura S4. Curva de calibracién para las citoquinas proinflamatorias y gen housekeeping.
Se aprecian las distintas curvas de calibracioén para TNF-a, IL-1(, IL-6, IL-8 y B-actina. Todos los
puntos se encuentran cercano a la recta, dando como resultado una linealidad (R?) de 0,99-0,97
aproximadamente, es decir, se obtuvo como resultado una eficiencia apropiada.

P-actina 105,84 0,998
TNF-a 113,52 0,988
L 112,686 0.992
IL-1B 102,16 0,999
IL-6 165,273 0,972

Tabla 3. Lista de la eficiencia de los partidores utilizados para las reacciones de qPCR.
9.5 Extraccion plasmidio conteniendo shTLR2

Con la finalidad de purificar los plasmidios conteniendo la secuencia codificante shTLR2,
y para luego confirmar su concentracion e integridad, se realiz6 el proceso de extraccion
mediante el uso del kit Qiagen Plasmid Mini kit (Hilden, Ger) y, posteriormente, una
electroforesis en un gel de agarosa al 0,8%. Para lo anterior, se purificaron plasmidos
desde 5 cultivos de E. coli 3268, cada uno transformado con el plasmidio conteniendo el
gen codificante del shRNA contra TLR2. Estos cultivos se denominaron como: 18, 19,
20, 21y 22, con la finalidad de distinguirlos entre ellos. Todas las muestras obtenidas se

cargaron en un gel de agarosa al 0,8% y se realiz6 una electroforesis por 2 h. En la
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Figura S5 se observa que todas las muestras obtenidas presentan integridad Optima
puesto que no se aprecia mayor smearing o chorreo de las bandas. Asimismo, en la
Tabla 4 se encuentran las concentraciones obtenidas en términos de ng/uL de todas las
muestras utilizadas, ademas de la razén de absorbancia 260/280 nm, lo cual da cuenta
de la pureza del material genético obtenido. El hecho de que los valores obtenidos de
dicha razén sean de 1,9 aproximadamente para todas las muestras, es prueba de que
la pureza es 6ptima [109].
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Figura S5. Electroforesis en gel de agarosa de los plasmidios codificantes para la
secuencia shTLR2. Se aprecian los perfiles de migracion obtenidos tras la electroforesis en un
gel de agarosa al 0,8%- En este, se observan, de izquierda a derecha, los plasmidios extraidos
desde los cultivos de E. coli 18, 19, 20, el cultivo E. coli 21 que se cargé en el gel de manera
incorrecta, el cultivo E. coli 21 nuevamente, pero cargado de manera correcta y, por ultimo, el
plasmidio proveniente del cultivo de E. coli 22. Todas las muestras exhiben una integridad 6ptima

puesto que no se observa mayor chorreo o smearing.
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Concentracién (ng/jL)

3262-18 1,928 626,5
3262-19 1,917 242,5
3262-20 1,917 542,5
3262-21 1,961 1051
3262-22 1,955 968,5

Tabla 4. Lista de las cepas de Escherichia coli utilizadas y la concentracién obtenida de los

plasmidos shTLR2 purificados.
9.6 Inmunofluorescencia contra TLR2 en GECs

Con el objetivo de determinar la distribucién periférica e intracelular del receptor TLR2,
y tomando en consideracién que puede transactivar el factor de transcripcion NF-kB
[108], se realiz6 una IFI acorde al protocolo estipulado en el apartado 4.12 de la seccion
de metodologia de este trabajo. Se marcé el receptor TLR2 con anti-TLR2 (1:100) (Cell
Signaling Technologies) ligado a la sonda fluorescente Alexa Fluor 488 (exhibida en la
imagen de color verde) y, adicionalmente, se utilizé la sonda Faloidina Alexa Fluor 633
(marca de color rojo) para marcar la actina F del citoesqueleto. En la Figura S6 se
observan los resultados preliminares obtenidos, donde se aprecia que la infeccion con
el monocultivo de P. gingivalis, cocultivo y coinfeccion de ambas bacterias no producen
cambios en la distribucién intracelular del receptor TLR2 en células epiteliales gingivales.
Sin embargo, parece existir una disminucion en la expresiéon de TLR2 al infectar con el
monocultivo de F. nucleatum. Pero, se requieren mayor numero de ensayos para

confirmar esta tendencia.
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Figura S6. Resultados preliminares de inmunofluorescencia de TLR2. Las células
OKF6/TERT2 fueron marcadas con anti-TLR2 (1:100) (Cell Signaling Technologies) ligado a la
sonda fluorescente Alexa Fluor 488, ademas, se marcé el citoesqueleto celular con Faloidina
Alexa Fluor 633 y se evalud la distribucion intracelular del receptor TLR2 mediante
inmunofluorescencia. Se exponen las imagenes representativas de la microscopia confocal

realizada.
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9.7 Western blot contra TLR2: estandarizacion

Por ultimo, con la finalidad de estandarizar el Western blot contra el receptor TLR2, se
realizé un experimento de carga y desnaturalizacién de la proteina en cuestion. Tras
realizar el protocolo de extraccién de proteinas a partir de cultivos OKF6/TERT2 sin
infectar (seccion 4.9 de la metodologia), se denaturaron las muestras incubandolas en
una placa térmica a 70°C por 20 minutos. A continuacién, en un gel al 10% de
acrilamida/bisacrilamida, se depositaron 50-90 pg de proteina con el objetivo de
determinar la concentracion éptima de la muestra a cargar para obtener una banda
proteica prolija. A forma de control, se utilizaron extractos proteicos provenientes de
células AGS (células de tumor primario de epitelio gastrico) previamente infectadas con
Helicobacter pylori (Hp), debido a que se ha comprobado que estas células aumentan la
expresion de TLR2 al ser expuestas al LPS de H. pylori [110]. Como se puede apreciar
en la Figura S7, el anticuerpo primario anti-TLR2 se une a la proteina de interés, dando
como resultado una banda en cultivos AGS infectados con Hp y en cultivos de células
OKF6/TERT2 sin infectar. Ademas, la banda de mayor intensidad de TLR2 en cultivos
OKF6/TERT?2 se obtiene al cargar de 60 ug en adelante, lo cual se explica basado en
que esta linea celular expresa en menor cantidad este receptor en comparacion al TLR4
[89]. Por ende, para futuros experimentos de Western blots contra TLR2, se utilizaran 60

Hg de muestra para obtener una 6ptima resolucion.
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Figura S7. Estandarizaciéon Western blot contra TLR2. Blot representativo de la carga
diferencial en la cantidad de muestra proteica. Lo anterior para observar bandas proteicas de
TLR2, lo cual fue realizado en células OKF6/TERT2 sin infectar y en células AGS infectadas con

H. pyloriy sin tratar (AGS).
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9.8 Estructura del plasmidio Mission pLKO.1-puro

Con el objetivo de realizar el knockdown del receptor TLR4 en células linea
OKF6/TERT?2, se utiliz6 el plasmidio comercial Mission shRNA Bacterial Glycerol Stock.
Para clonar la secuencia, se incubaron cultivos de E. coli transformados en agar luria
(LB) suplementado con 100 pg/mL de ampicilina por 24 h, 37°C y 5% de CO.. Lo anterior
con el objetivo de evitar la curacién del plasmidio pLKO.1-puro, el cual contenia la
secuencia codificante del shRNA contra TLR4. A continuacién, se inocularon colonias
aisladas en un cultivo liquido de LB suplementado con ampicilina para luego proceder a
la extraccion del plasmidio en cuestién mediante el uso del uso del kit Qiagen Plasmid
Mini kit (Hilden, Ger). En la Figura S8, se aprecia el diagrama explicativo del plasmidio
pLKO.1-puro, en donde se puede apreciar las distintas secuencias de interés del
constructo. Dichas secuencias son: un promotor U6 (U6), un tracto central de polipurina
(cppt), un promotor eucariético de la quinasa fosfoglicerato humana (hPGK), un cassete
de resistencia de puromicina para la seleccion en células eucariotas (puroR), una
repeticion terminal de inactivacion 3’ (SIN/3’ LTR), un origen de replicacién 1 (f1 ori), un
cassete de resistencia a ampicilina para la seleccién bacteriana (ampR), un origen de
replicacion pUC, una repeticion terminal larga 5 (5 LTR), una sefial de

empaguetamiento de RNA (Psi) y un elemento de respuesta Rev (RRE).
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Figura S8. Estructura del plasmidio utilizado en el proceso de knockdown de TLR4. Se
aprecia un diagrama explicativo del plasmidio pLKO.1-puro utilizado para el knockdown del
receptor TLR4 en cultivos de células OKF6/TERT?2.
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