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RESUMEN

La periodontitis cronica es una enfermedad de etiologia infecciosa,
caracterizada por la respuesta inflamatoria e inmune exacerbada por parte del
hospedero que produce la destruccion de tejidos de soporte del diente.
Actualmente, se postula que para el establecimiento de esta patologia se
produce una sucesion ecologica desde una comunidad microbiana asociada a
salud hacia una asociada a enfermedad periodontal. En esta sucesion es
imprescindible la presencia de ciertos patégenos que faciliten el
remodelamiento de la microbiota oral y la progresion hacia enfermedad, siendo

Porphyromonas gingivalis un patdgeno clave en este proceso.

P. gingivalis es una bacteria anaerobia estricta capaz de invadir y permanecer
al interior de células epiteliales gingivales. Interesantemente, la infeccion por
P. gingivalis produce una mayor viabilidad celular, mediante la modulacion de
proteinas relacionadas con apoptosis. Se ha sugerido que la proteina inhibidora
de la apoptosis, survivina, podria contribuir a la inhibicion de la apoptosis
mediada por P. gingivalis; sin embargo, su participacion en este proceso no

estd completamente dilucidada.

En esta memoria de titulo se estudio si P. gingivalis es capaz de modular los
niveles de survivina en la linea celular de epitelio gingival OKF6/TERT2 y si
esta modulacion esta relacionada con el grado de virulencia de la bacteria.
Para ello, se infectaron células OKF6/TERT?2 utilizando dos cepas de referencia
y un aislado clinico, cada una con diferente virulencia. Luego, se determinaron
los niveles de proteina y transcrito de survivina a tiempos tempranos y tardios
post-invasion, mediante Western blot y RT-PCR. Los resultados obtenidos
indican que P. gingivalis es capaz de disminuir los niveles de survivina y que
esta modulacion podria estar relacionada con la virulencia de la bacteria. Sin
embargo, la disminucién de survivina no estaria relacionada directamente con

la inhibicién de apoptosis que genera la infeccién por P. gingivalis.



ABSTRACT

Survivin regulation in gingival epithelial cells infected by Porphyromonas
gingivalis.

Chronic periodontitis is an infectious disease characterized by an exacerbated
inflammatory and immune response by the host, which causes the destruction
of the tooth supporting tissues. Nowadays, it is assumed that for the onset of
this pathology an ecological succession from a bacterial community associated
to health, to one associated with periodontal disease is produced. In this
succession, the presence of certain pathogens facilitate the remodeling of the
oral microbiota and the consequent progression to disease, being

Porphyromonas gingivalis a key pathogen in this process.

P. gingivalis is a strict anaerobic bacterium capable of invading and persisting
within gingival epithelial cells. Interestingly, infection by P. gingivalis produce an
increase in the viability of these cells by modulation of apoptosis related
proteins. It has been suggested that the apoptosis inhibitory protein, survivin,
could contribute to the inhibition of apoptosis mediated by P. gingivalis;

however, its participation in this process is still unknown.

In this work, we studied whether P. gingivalis is capable of modulate survivin
levels in gingival epithelial cells OKF6/TERTZ2 and if this modulation is related to
bacterial virulence. To achieve this goals we infected OKF6/TERT2 cells with
two reference strains and one clinical isolate, each with different virulence.
Survivin protein and transcript levels were determined at early and late post-
infection times by Western blot and RT-PCR. The results of this work indicated
that P. gingivalis is capable of decreasing survivin levels and this modulation
could be related to virulence features of the bacterium. Nevertheless, survivin
decrease would not be directly related to the inhibition of apoptosis induced by

P. gingivalis.



1. ANTECEDENTES

1.1 Periodontitis

La periodontitis cronica es una enfermedad de etiologia infecciosa,
caracterizada por una respuesta inflamatoria exacerbada que produce la
destruccion de las estructuras que dan soporte al diente, incluyendo la encia, el
ligamento periodontal, el cemento radicular y el hueso alveolar. La destruccion
de estos tejidos de soporte puede llegar incluso a la pérdida de los dientes
afectados (Figura 1) (Choi & Seymour, 2010). La periodontitis es un problema a
nivel mundial, afectando cerca de un 35-50% de la poblacién adulta segun lo
reportado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (Petersen &
Bourgeois, 2005). En Chile, se ha demostrado que la pérdida de insercion en
piezas dentales (de un sitio 0 mas) incrementa con la edad, aumentando de un
39% en adultos jovenes a un 69% en adultos mayores. Mas aun, si se utilizan
criterios de diagndstico menos severos, estos valores incrementan a un 93% y
98% respectivamente. Ademas, el género, nivel educacional y el habito de
fumar se presentan como los principales indicadores de riesgo asociados al
desarrollo de los cuadros clinicos mas severos, entre ellos periodontitis
(Gamonal et al., 2010).
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Figura 1. Comparacion entre salud y enfermedad en el periodonto. La
porcién izquierda de la encia y pieza dental corresponde a un sujeto sano. La
porcién derecha corresponde a un sujeto con enfermedad periodontal, y sus

signos caracteristicos (Modificado de la pagina web Periowave).

1.2 Etiologia de la periodontitis

La etiologia de la periodontitis es multifactorial, comenzando con el
establecimiento de una biopelicula subgingival compleja conformada tanto por
bacterias Gram positivo como Gram negativo en contacto con los tejidos
periodontales en la cavidad oral (Clark & Loe, 1993). Existen sobre 700
organismos reconocidos como componentes posibles de esta biopelicula, de
los cuales alrededor de 200 pueden estar presentes en cualquier individuo y 50
en cualquier sitio periodontal (Aas et al., 2005). El hecho que sea una
comunidad bacteriana heterogénea da lugar a interacciones competitivas,
oportunistas y sinérgicas entre especies que dan forma al ecosistema,
permitiendo la colonizacion por parte de nuevas especies (Hansen et al., 2007;

Jenkinson et al., 2005). A su vez, esta sucesion ecoldgica es la primera etapa
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en la iniciacibn de los procesos inmunes e inflamatorios que causan la
destruccion de los tejidos que rodean y sostienen el diente y que, si no es
tratada, desemboca en la inminente pérdida de la pieza dental (Kinane et al.,
2008).

A través de los afios han surgido variadas hipétesis sobre como se inicia el
proceso de sucesiones ecoldgicas en la biopelicula subgingival. En el trabajo
de Socransky et al. 1998 se realiz0 una caracterizacion de patdégenos
subgingivales presentes en salud y enfermedad periodontal en base a 13.264
muestras de 185 pacientes. Este estudio permitio la agrupacion de
comunidades de acuerdo a su cercania taxonomica y a su frecuencia de
deteccion en salud y enfermedad (Figura 2). El primer grupo, denominado
complejo rojo, esta conformado por P. gingivalis, Tannerella forsythia y
Treponema denticola. ElI segundo, denominado complejo naranjo, esta
compuesto por Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia, Prevotella
nigrescens, Peptostreptoeoccus micros, Campylobacter rectus, Campylobacter
showae, Campylobacter gracilis, Eubacterium nodatum y Streptococcus
constellatus. Las 3 especies de Capnocytophaga, Campylobacter concisus,
Eikenella corrodens y Aggregatibacter actinomycetemcomitans serotipo a,
forman el complejo verde. EI denominado complejo amarillo esta compuesto
por streptococci: Streptococcus mitis, Streptococcus sanguis y Streptococcus
oralis; y finalmente el quinto grupo, denominado complejo purpura, consistente
en Actinomyces odontolyticus y Veillonella parvula. Esta clasificacion en base a
colores no solo da cuenta de la asociacion entre especies, sino que también
nos entrega informacion sobre el orden de colonizacion, a qué profundidad de
sondaje se encuentra cada especie y su asociacion a la severidad de la
enfermedad (Figura 2). Es asi como los participantes del complejo rojo fueron
encontrados mas frecuentemente en pacientes con enfermedad periodontal,

particularmente P. gingivalis, el cual ha sido descrito como un agente etiolégico



clave en el establecimiento y progresion de la periodontitis (Byrne et al., 2009;
Lamont et al., 1998; Socransky et al., 1998).

Actinomyces

species

V. parvula
A. odontolyticus

S. mitis
S. oralis C. rectus
S. sanguis C. gracilis

Streptococcus sp.
S. gordonii

. } T. forsythia
S. Intermedius il E. nodatum g NI

P. gingivalis

C. showae

A. actino. b S. noxia

Figura 2. Asociacion entre especies bacterianas en enfermedad
periodontal. Diagrama agrupando las distintas comunidades bacterianas, su
asociacion entre ellas y su relacion con la severidad de la enfermedad
periodontal. A cada grupo se le asigna un color, siendo el grupo rojo aquel mas

asociado a enfermedad (Socransky et al., 2005).

En la actualidad, la evidencia apunta a que la alteracion en el equilibrio de la
microbiota subgingival (disbiosis) estd asociada a variaciones en la
composicion de las comunidades bacterianas y las interacciones entre las
especies que las componen. Producto de esta disbiosis se genera una
respuesta inmune inflamatoria sostenida por parte del hospedero, que genera
un dafio progresivo de los tejidos de soporte del diente, como hueso alveolar,
ligamento periodontal y fibras gingivales. Este dafio de los tejidos produce la
generacion de un saco periodontal entre la gingiva y el diente, que posee

caracteristicas propicias para el incremento en la carga de patégenos



anaerobios como P. gingivalis (Figura 1) (Loesche et al., 2001; Socransky et
al., 1998).

Estas interacciones afectarian la regulacion de genes, adquisicion de
nutrientes y transferencia horizontal de genes, entre otras, permitiendo asi que
la comunidad se mantenga y prospere en el tiempo (Hajishengallis & Lamont,
2012). Sumado a esto, la liberacion de enzimas proteoliticas y la presencia de
patdgenos clave, entre ellos P. gingivalis, determinan una relacion sinergista
entre los patdgenos presentes que les permite resistir al sistema inmune innato
y adquirido del hospedero, contribuyendo a la inflamacién y progresion de la
enfermedad (Hajishengallis & Lamont, 2012).

1.3 Porphyromonas gingivalis

P. gingivalis es un cocobacilo Gram negativo, asacarolitico, anaerobio estricto,
no motil y cuyas colonias se pigmentan de negro en agar sangre suplementado
con hemina y menadiona (Shah & Collins, 1988). Este patdgeno requiere hierro
en forma de hemina para su crecimiento y virulencia (Lamont & Jenkinson,
1998; McKee & McDermid, 1986), lo que hace de lugares con baja tension de
oxigeno y provision nutricional compleja, como la region subgingival, un lugar
propicio para que este organismo colonice y prospere (Lamont & Jenkinson,
2000).

Una de las caracteristicas adaptativas de P. gingivalis es su capacidad de
colonizar y perturbar la estabilidad estructural y funcional del epitelio de unién
mediante la liberacion de cisteina proteasas (Hintermann et al., 2002). De esta
forma, genera nuevos sitios donde extender su colonizacion (Bosshardt &
Lang, 2005).

En personas periodontalmente sanas, P. gingivalis es menos prevalente en el
surco gingival (doce veces menor en comparacion a pacientes con

periodontitis), lo que demostraria que la sola presencia de P. gingivalis no es
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suficiente para producir periodontitis, si no la suma de factores que en su
conjunto generarian finalmente la enfermedad (van Winkelhoff et al., 2002). Por
otra parte, existe una correlacion entre la cantidad de P. gingivalis y
marcadores clinicos asociados al diagnéstico de periodontitis, como por
ejemplo la profundidad de sondaje del saco periodontal, donde un incremento
en 1 mm de profundidad se asocia a un aumento en la carga de P. gingivalis 10
veces mayor, o la pérdida de hueso alveolar, que se correlaciona con un
aumento en la concentracion de P. gingivalis en saliva (Kawada et al., 2004,
Salminen et al., 2014). Ademas, luego del tratamiento periodontal se observa
una reduccion en la cantidad de P. gingivalis que esta asociada con una

remision de la enfermedad en el sitio afectado (Haffajee et al., 1998).

1.4 Mecanismos de virulencia de Porphyromonas gingivalis

A pesar que se desconoce exactamente el mecanismo mediante el cual se
desencadena la periodontitis, se sabe que P. gingivalis posee un amplia gama
de mecanismos para promover su crecimiento intracelular, evadir la respuesta
inmune y favorecer la colonizacion. De hecho, se ha determinado que en
estadios tempranos de infeccion P. gingivalis es capaz de invadir un amplio
rango de células epiteliales humanas, asi como persistir y replicarse
intracelularmente, lo que podria ayudar a evitar el reconocimiento por parte del
sistema inmune (Inaba et al., 2006; Papapanou et al., 1994; Yilmaz & Jungas,
2004; Yilmaz et al., 2003; Yilmaz et al., 2002).

En el saco periodontal, las células epiteliales gingivales (GECs) representan la
mayor area de contacto para estas bacterias, y el sitio inicial de interaccidn con
el hospedero. En la proximidad de la superficie de las células, P. gingivalis
secreta proteasas y fosfatasas, lo que provoca la inactivaciéon de vias de
sefalizacion como la de proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPKS),

lo cual previene la activacion del factor transcripcional NF-kappa B (NF-kB) y



consecuentemente reduce la produccién de IL-8, evitando asi la estimulacion
de la respuesta inmune. También induce el remodelamiento del citoesqueleto,
favoreciendo la internalizacion de la bacteria a la célula hospedera (Tribble &
Lamont, 2010).

Resulta particularmente interesante que las células epiteliales gingivales
mantengan su viabilidad tras la internalizacion de P. gingivalis (Madianos et al.,
1996; Nakhijiri et al., 2001). En este contexto, es importante notar que en
gueratinocitos gingivales humanos inmortalizados (HIGK por su nombre en
inglés) infectados con P. gingivalis se produce un aumento en la expresion de
55 genes relacionados con la modulacion de apoptosis, los cuales se asocian
en su mayoria a factores que aumentan la supervivencia y proliferacion celular
del hospedero (Handfield et al., 2005). Mas aun, trabajos previos realizados en
nuestro laboratorio muestran que la infeccion por P. gingivalis aumenta la
viabilidad y disminuye la apoptosis de la linea de GECs inmortalizadas
OKF6/TERT2 (Gonzalez, 2013). Estos antecedentes sugieren que el proceso
de colonizacién induce la expresion de efectores que incrementan la
supervivencia celular y disminuyen la apoptosis; sin embargo, el mecanismo
por el cual la bacteria es capaz de modular este proceso no ha sido

completamente dilucidado.

1.5 Porphyromonas gingivalis y apoptosis

La apoptosis se produce mediante dos rutas principales. Una via extrinseca
mediada por receptores tipo Fas y una via intrinseca mediada por la liberacion
de citocromo c por parte de la mitocondria. Ambas vias producen la activacion
secuencial de una serie de proteasas llamadas caspasas, que generan una

cascada de sefializacion que induce la apoptosis celular (Hail et al., 2006).



En cultivo primarios de GECs se ha descrito que P. gingivalis inhibe
principalmente la via intrinseca a través de la regulacion de la proteina
anti-apoptoética Bcl-2 y la inhibicion de la liberacion de citocromo ¢ (Yilmaz &
Jungas, 2004). También en cultivo primario, se ha descrito que P. gingivalis
bloquearia la apoptosis a través de la via JAK/Stat, que a su vez modula la via
intrinseca y regula la expresion de varias proteinas, incluyendo el inhibidor de
apoptosis survivina (Mao et al., 2007). Por su parte, survivina es capaz de
modular la apoptosis mediante varios mecanismos: estabilizando inhibidores de
apoptosis como XIAP (Dohi et al.,, 2004) o bloqueando mediadores pro-

apoptoéticos como Smac (Sun et al., 2005).

En otros modelos de infeccion se ha determinado que la proteina survivina es
clave en la modulacion de la apoptosis mediada por bacterias. Por ejemplo, la
infeccion de Helicobacter pylori provoca un aumento en la apoptosis y pérdida
de viabilidad en células del epitelio gastrico mediante la disminucion en los
niveles de survivina (Valenzuela et al., 2010). Por otro lado, la infeccion de la
linea celular de monocitos humanos U937 con Staphylococcus aureus provoca
un aumento en la apoptosis de estas células, debido en parte a una

disminucién en los niveles de survivina (Wang et al., 2010).

Los niveles de survivina pueden ser regulados tanto a nivel transcripcional
como post-traduccional (Morin, 1999; Zhao et al., 2000). Un importante
mecanismo involucrado en la regulacion transcripcional de survivina esta
relacionado con la entrada al nucleo de B-catenina y la subsecuente activacion
de la familia de factores transcripcionales Tcf-Lef (Morin, 1999; Tapia et al.,
2006). Por otra parte, la regulacion post-traduccional de survivina ocurre
mediante la poliubiquitinacién de la proteina y su consecuente degradacion por

la via del proteosoma 26S (Zhao et al., 2000).



En este contexto, se ha reportado que la infeccion de GECs por P. gingivalis
podria estar relacionada con survivina; sin embargo, existen trabajos
contradictorios al respecto. En un trabajo publicado por Lucas et al. (2010) se
observé que en tejido de pacientes con enfermedad periodontal los niveles de
survivina eran dos veces mayores que en pacientes sanos, aunque no se
observaron diferencias a nivel del ARN mensajero (ARNm). Asimismo, Li et al.
(2014) observaron que en una linea celular epitelial respiratoria no existen
variaciones en los niveles del mensajero de survivina a través del tiempo, tras
ser infectados con P. gingivalis. Estos resultados se contradicen con un trabajo
publicado por Urnoway et al. (2006), donde se demostré que la infeccién de
cultivos primarios de GECs por P. gingivalis induce activacion de NF-kB, lo cual
correlacionan con un aumento de ARNm de survivina. Por lo tanto, si bien
estos antecedentes sugieren que survivina podria estar relacionada con la
inhibicion de apoptosis mediada por P. gingivalis, aun se necesitan estudios
para determinar cual es su contribucion y a qué nivel seria regulada por la

bacteria para inhibir la apoptosis en GECs.

Adicionalmente, resultados de nuestro laboratorio sugieren que la modulacion
de apoptosis por P. gingivalis en GECs inmortalizadas es dependiente de la
virulencia de la bacteria, ya que cepas con mayor virulencia son capaces de
inhibir la apoptosis con mayor eficiencia (Gonzéalez, 2013). No obstante, queda
aun por determinar si existe relacion entre la virulencia de P. gingivalis y la

regulacion de los niveles de survivina.

En resumen, los antecedentes planteados indican que:

- La periodontitis es un proceso inflamatorio de las estructuras de soporte del
diente. En su etiologia estan involucradas variadas especies de bacterias Gram
negativo, y entre ellas, P. gingivalis es clave en el establecimiento y progresion

de la enfermedad.



- P. gingivalis es capaz de infectar GECs e inhibir la apoptosis de éstas.

- La apoptosis en GECs es modulada por proteinas pro- y anti-apoptoticas,
entre ellas la proteina inhibidora de apoptosis survivina.

- Existen antecedentes contradictorios que sugieren que survivina podria
modular la apoptosis en GECs infectadas por P. gingivalis; sin embargo, adn no
hay resultados concluyentes al respecto.

- Datos previos sugieren que a mayor virulencia de P. gingivalis, mayor podria
ser su eficiencia en la inhibicion de la apoptosis de la linea celular
OKF6/TERTZ2. No obstante, no se ha determinado si la modulacion de survivina
estaria relacionada con la virulencia de P. gingivalis y su capacidad de modular
apoptosis en GECs.

De acuerdo a los antecedentes expuestos en este trabajo, planteamos la

siguiente hipétesis:
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2. HIPOTESIS

“La infeccion por Porphyromonas gingivalis regula los niveles de la proteina
survivina y/o su transcripcion en la linea celular epitelial gingival OKF6/TERT?2.

Esta regulacién es dependiente de la virulencia de la bacteria”

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar si la infeccion por P. gingivalis modula los niveles de proteina y
transcrito de survivina en la linea celular epitelial gingival OKF6/TERT2 vy si

esta regulacion esta relacionada con la virulencia de la bacteria.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Determinar si la infeccion de células epiteliales gingivales por diferentes

cepas de P. gingivalis requla los niveles de survivina. Se estudiaran los niveles

de la proteina survivina en células OKF6/TERT2 invadidas por dos cepas de
referencia con diferente virulencia ATCC (33277 y W50), o un aislado clinico
(CP3) obtenido de un paciente con periodontitis cronica severa. Los niveles de
survivina se evaluaran mediante Western blot a tiempos tempranos (2 h) y

tardios (24 h) de post-invasion.

3.2.2 Evaluar si la infeccion de células epiteliales gingivales por diferentes

cepas de P. gingivalis modula la transcripcién de survivina. Se determinara los

niveles de transcrito de survivina en células OKF6/TERT2 invadidas por las
cepas de referencia 33277 y W50, o el aislado clinico CP3. Los niveles de
ARNmM de survivina se evaluaran mediante RT-PCR a tiempos tempranos (2 h)

y tardios (24 h) post-invasion.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Instrumentos y equipos

Los instrumentos y equipos utilizados fueron: gabinete de seguridad biolégica
Nuaire LabGard ES425; incubador de CO; Nuaire Autoflow 8500; incubador de
CO; LabTech LCO-265Al; bafio termorregulado Memmert WNB7; microscopio
invertido Zeiss Primo Vert; camara de Neubauer Marienfeld; centrifuga
Eppendorf 5417R; centrifuga Hettich Rotina 35R; espectrofotometro Dynamica
Halo RB-10; espectrofotometro Thermo GENESYS 10S UV-Vis; sonicador
Qsonical25; termociclador Axygen MaxyGen Gradient; equipo de electroforesis
Bio-Rad Mini Protean Tetra Cell; escaner de membranas LI-COR C-DIGit;
camara de electroforesis C.B.S. Scientific Mini Horizontal, sistema de
fotodocumentacion Gel Logic 112; fuente de poder Bio-Rad PowerPac™ Basic

Power Supply; lector de placas BioTek ELx800.

4.2 Materiales

El anticuerpo primario anti-survivina se obtuvo de R&D Systems Inc.
(Minneapolis, MN, EEUU); jarras de anaerobiosis, AnaeroGen y Brain Heart
Infusion (BHI), en Oxoid Ltd. (Basingstoke, Hants., Inglaterra); reactivo TRIzol
de Invitrogen (Carlsbad, CA, EEUU); gentamicina de US biological (Salem, MA,
EEUU); inhibidor recombinante de ribonucleasas RNasin, partidores al azar,
transcriptasa reversa M-MLV (M-MLV RT) y buffer de reaccion M-MLV 5X de
Promega (Madison, WI, EEUU); tripsina-EDTA de Hyclone (Logan, UT, EEUU);
anticuerpo secundario anti-lgG conejo conjugado a peroxidasa de Bio-Rad
(Hercules, CA, EEUU); medio de crecimiento para queratinocitos libre de suero
(KSFM), pituitaria de bovino, factor de crecimiento epidermal y tampén fosfato
salino (PBS), de Gibco BRL (Carlsbad, CA, EEUU); ADN polimerasa BIOLASE
con tampoén de reaccién 5X, dNTPs, tampén de carga 5X, Hypperladder IV,
MgCl, y agarosa, de Bioline (Londres, RU); dimetilsulféxido (DMSO) y cloruro
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de calcio, de Merck (Dasnstadt, Alemania); hemina de Calbiochem (San Diego,
CA, EEUU); marcador de &cidos nucleicos GelRed de Phenix (Candler, NC,
EEUU); placas de cultivo de 60 mm, placas de cultivo de 6 pocillos y pipetas
serolégicas se adquirio de BD Falcon™ (Franklin Lakes, NJ, EEUU); ADNasa |
libre de ARNasa se obtuvo de Epicentre Biotechnologies (Madison, WI, EEUU);
menadiona, metronidazol, leupeptina, benzamidina, ortovanadato de sodio
(OVA), IGEPAL-CA-630 y el anticuerpo primario anti -actina, se obtuvieron de
Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO,EEUU); fluoruro de fenilmetilsulfonino (PMSF)
se adquiri6 de OmniPur (Gibbstown, NY, EEUU); rojo Ponceau, Tween 20,
alcohol isopropilico, metanol, dietilpirocarbonato (DEPC), TEMED vy
dodecilsulfato de sodio (SDS), se adquirieron de Winkler ltda. (Santiago, Chile);
penicilina-estreptomicina de Biological Industries Israel Beit-Haemek Ltd.
(Kibbutz Beit-Haemek, Israel); reactivo BCA, marcador molecular Page Ruler,
membrana de nitrocelulosa y sustrato ECL, se adquirieron de Thermo Fisher
Scientific (Waltham, MA, EEUU).

4.3 Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Se utilizaron dos cepas de referencia de P. gingivalis: ATCC 33277 y W50. La
cepa 33277 fue adquirida de la coleccion americana de cultivos tipo (ATCC) y
la cepa W50 fue amablemente donada por el Dr. Joe Aduse Opoku, Centro de
Inmunologia y Enfermedades Infecciosas, Instituto Blizard, RU. Estas cepas
poseen diferencias en dos importante factores de virulencia: W50 posee
capsula (antigeno K) y carece de fimbria mayor, mientras que 33277 presenta
fimbria mayor y carece de capsula (van Winkelhoff et al., 1993). Ademas, se
utilizé un aislado clinico proveniente de una muestra subgingival obtenida de un
paciente con periodontitis cronica severa (CP3). Esta muestra fue tomada por
el Dr. Nicolas Dutzan en la Clinica Odontolégica de la Universidad de Chile
luego de la firma de un consentimiento informado. En este paciente se evalu6

108 sitios periodontales que presentaron un nivel de insercion clinica (NIC)
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promedio de 4.23 mm y 47 sitios con un NIC =2 5 mm, que corresponden al
43.51% de los sitios totales. El aislado clinico CP3 presenta ademas
caracteristicas relacionadas con una alta virulencia, como presencia de
capsula, gran capacidad de formacion de biopeliculas y mayor invasividad en
células epiteliales gingivales (Tabla 1). Ademas, CP3 produce un gran aumento
en la viabilidad de células OKF6/TERT2, seguida por W50 y finalmente, 33277,
gue no aumenta la viabilidad de estas células (Buguefio, 2014; Gonzalez,
2013).

W50 33277 CP3

Céapsula Si no Si

Fimbria no Si no
Aumento de viabilidad de GECs + - +++
Formacion de biopelicula + + +++
Hidrofobicidad superficial + ++ +++
Capacidad de invadir GECs + + +++

Tabla 1. Caracteristicas de cepas de P. gingivalis utilizadas. Se muestran
las caracteristicas individuales de cada cepa, como la presencia de capsula,
presencia de fimbria, capacidad de aumentar la viabilidad de GECs, capacidad
de formar biopelicula, hidrofobicidad superficial y capacidad de invadir GECs. "-
" indica que no provoca el efecto indicado, "+" indica un efecto o caracteristica
leve, "+ +" indica un efecto o caracteristica moderada, "+ + +" indica un efecto o
caracteristica prominente. (tabla basada en resultados de Buguefio, 2014 y
Gonzalez, 2013).

4.3.1 Condiciones de cultivo bacteriano

Todas las cepas de P. gingivalis se sembraron en placas de agar sangre
suplementado con hemina y menadiona al 1% y se cultivaron en anaerobiosis a
37°C durante 7 dias hasta que las colonias presentaron pigmentacién. Para
crecer P. gingivalis en medio de cultivo liquido, se tomd colonias aisladas

desde la placa de agar sangre y se resuspendieron en un tubo de ensayo con
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BHI suplementado con hemina y menadiona al 1%. El tubo se incubd en
anaerobiosis durante aproximadamente 24 h, hasta que las bacterias
alcanzaron la fase exponencial de crecimiento (DOeoo de 0,6-0,8).

Para generar un ambiente libre de oxigeno se utilizé jarras de anaerobiosis en
las que se mantuvo los cultivos junto a un generador de anaerobiosis
(AnaeroGen). Se genera un ambiente compuesto de 9-13% de diéxido de
carbono, menos del 1% de oxigeno y ya que es una reaccion en seco, no

genera hidrégeno.

4.4 Cultivo celular

Se utilizo la linea celular de epitelio gingival OKF6/TERT2 (Dickson et al.,
2000), facilitada por la Dra. Anna Dongari-Bagtzoglou, Escuela de Medicina
Dental, Universidad de Connecticut, EEUU. Adicionalmente, se utilizaron dos
lineas celulares de adenocarcinoma colorrectal humano DLD-1 y HT-29, ambas
facilitadas por el Dr. Andrew Quest, Laboratorio de Comunicaciones Celulares,

Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

4.4.1 Condiciones de cultivo celular

Las células epiteliales gingivales OKF6/TERT2 se cultivaron a 37°C con un 5%
de CO, ambiental en medio de crecimiento para queratinocitos libre de suero
(KSFM), suplementado con pituitaria de bovino 25 pg/mL , factor de crecimiento
epidermal 0,2 ng/mL, cloruro de calcio 0,3 M y penicilina/estreptomicina. Las
lineas celulares cancerigenas DLD-1 y HT-29 se cultivaron a 37°C con un 5%
de CO; en medio Eagle modificado por Dulbecco suplementado con

penicilina/estreptomicina 100 IU/mL y un 10% de suero fetal bovino.

Las células se mantuvieron rutinariamente entre 30 a 80% de confluencia. Para
traspasar las células o generar monocapas para ensayos de infeccion, las
monocapas se lavaron con tampon fosfato salino (PBS), se agregd 1 mL de

tripsina-EDTA y se incubaron durante 5 min a 37°C. Posteriormente, se agrego
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5 mL de PBS para diluir la tripsina y las células se soltaron mecanicamente de
la placa mediante pipeteo o utilizando un raspador para células en caso de ser
necesario. Esta suspension se centrifug6 a 940 x g durante 10 min, se retiro el
sobrenadante y las células se resuspendieron en 1 mL de medio celular sin

antibidtico.

De la suspension se tomé una alicuota de 200 pL, se mezclé en una relacion
de 1:1 con solucion azul tripan y se realizé el conteo células viables utilizando

una cdmara de Neubauer en un microscopio invertido.

4.5 Protocolo de infeccion de células con P. gingivalis

Se sembro 4 millones de células en placas de cultivo de 60 mm para los
ensayos de Western blot (WB), o 1,5 millones de células por pocillo en placas
de 6 pocillos para ensayos de Transcripcion Reversa (RT). En ambos casos,
las placas se incubaron a 37°C en 5% CO, durante 24 h con medio KSFM
suplementado como se describi6 en 4.4.1, pero sin los antibidticos
penicilina/estreptomicina. Luego de este tiempo, se lavaron para ser infectadas

con P. gingivalis.

Por otra parte, se inicié un cultivo liquido de P. gingivalis sembrando 3-5
colonias en medio BHI suplementado y se incubd durante aproximadamente
24 h a 37°C en anaerobiosis llegando a una DOgg de 0,6-0,8. Luego, se tomo
el volumen necesario para infectar las células epiteliales a una multiplicidad de
infeccion (MOI) de 100, considerando que una DOgw=0,6 contiene
aproximadamente 1x10® UFC/mL. Finalmente, se completé el volumen de la
placa con KSFM suplementado, pero sin antibiéticos. Como control negativo,

se utilizé células sin infectar.

Las células se infectaron durante 90 min a 37°C y 5% de CO,. Luego, fueron
lavadas con PBS y se les restituyé el medio celular suplementado con

gentamicina 300 pg/mL y metronidazol 200 pg/mL para eliminar las bacterias
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gue no hayan ingresado a la célula. Este es considerado el "tiempo 0" y desde
este punto las células se incubaron por 2 0 24 h, que corresponde a tiempos

tempranos y tardios post-invasion, respectivamente.

4.6 Andlisis de la proteina survivina mediante SDS-PAGE Western blot

Para evaluar los cambios en los niveles de la proteina survivina en células
OKF6/TERT2, en el desarrollo de esta Memoria se estandarizé el protocolo
segun se describe en los puntos 4.6.1y 4.6.2.

4.6.1 Extraccion de proteinas

Luego de transcurridas 2 y 24 h post-invasion, las células se lavaron con PBS y
se les agrego 1,5 mL de PBS con los inhibidores de proteasas Leupeptina 5,5
ng/mL, Antipaina 2,2 ng/mL, Benzamidina 11 ng/mL, PMSF 1 mM y el inhibidor
de fosfatasas OVA 1 mM. Con ayuda de un raspador para células se arrastro
las muestras a un tubo Eppendorf que luego se centrifugd a 3800 x g por 5 min,
se descartd el sobrenadante y las células se resuspendieron en 1 mL de
solucion tampon que contenia inhibidores de proteasas y los detergentes SDS
al 1% (p/v) e IGEPAL al 0,5% (v/v). Luego, cada muestra fue sonicada 4 veces
por 10 s con una intensidad o amplitud de un 40%, respecto a la capacidad del
sonicador. Se realizé una centrifugacion a 17900 x g por 1 min, se descart6 el
detrito celular y se recuperé el sobrenadante. Finalmente, se cuantifico la
concentracion de proteinas utilizando el reactivo BCA de acuerdo a las

instrucciones proporcionadas por el fabricante.

4.6.2 Western blot

Para la separacién electroforética, 30 ug de extracto proteico fueron sometidas
a electroforesis en un gel de poliacrilamida al 12%, durante 30 min a 70 Volts y
luego 35 min a 130 Volts. Se utiliz6 Page Ruler como marcador de peso
molecular. Tras la separacién se realizé la transferencia desde el gel a una

membrana de nitrocelulosa a 100 Volts durante 75 min en tampon Tris-glicina
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frio con metanol al 20%. Para corroborar el éxito de la transferencia, se incubé
la membrana con solucién de rojo Ponceau al 0,1% durante 5 min, luego se
lavé con agua destilada y se observé que el perfil proteico fuera nitido y que no
hubiera presencia de burbujas.

A continuacion, utilizando PBS-Tween 20 0,1% (v/v) se hizo una solucién con
leche descremada al 5% (p/v), y con esta se bloque6 la membrana durante 1 h
con agitacion suave. En seguida, la membrana fue incubada a 4°C con
agitacion suave durante toda la noche con el anticuerpo primario contra
survivina (dilucion 1:3000) o contra B-actina (dilucion 1:5000) diluido en PBS-
Tween 20 con leche descremada al 5% (p/v). A continuacion, se realizdé 3
lavados de 5 min cada uno con PBS-Tween 20 y agitacion suave, seguidos de
una incubacion de 90 min con anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa
de rabano (dilucion 1:3000) diluido en PBS-Tween 20. Finalmente, la
membrana se revelo utilizando sustrato ECL de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. La imagen se captur6 en un sistema LI-COR C-DIGit Blot Scanner y
se calcul6 la densitometria mediante el software Image Studio-Lite version 3.1,

normalizando al valor 1 el control sin infeccion.

4.7 Andlisis transcripcional de survivina

Para el analisis transcripcional de survivina en células OKF6/TERT2, en esta

Tesis se estandariz6 el protocolo descrito en los puntos 4.7.1,4.7.2y 4.7.3.

4.7.1 Extraccion de ARN

Una vez transcurridos 2 y 24 h post-invasion, el ARN total se aislé agregando
1,5 mL de reactivo TRIzol por pocillo y procediendo de acuerdo a las
instrucciones proporcionadas por el fabricante. Brevemente, se homogenizé la
muestra y se incubd durante 5 min a temperatura ambiente en tubos
Eppendorf. Luego, se agreg6 200 pL de cloroformo por muestra, se agité 15 sy

se incub6 durante 3 min a temperatura ambiente, esto seguido de una
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centrifugacion a 12000 x g por 15 min a 4°C, separando asi la fase organica de
la acuosa. Se tomd 250 pL de la fase acuosa en un tubo nuevo y se agrego
750 pL de isopropanol para precipitar el ARN. La mezcla se incub6 durante 10
min a temperatura ambiente y luego se centrifugd a 12000 x g por 10 min a
4°C. Se retir6 el sobrenadante, el sedimento se lavo con 1 mL de etanol 75% vy
se centrifugé a 7500 x g durante 5 min a 4°C. Luego, el sedimento se seco
parcialmente durante 10 min y se resuspendié en 30 uL de agua libre de
ARNasas. El ARN resuspendido se incub6 a 70°C por 10 min y se guardé a -
20°C. Finalmente, y a modo de corroborar la integridad del ARN recién
extraido, en un gel de agarosa-formaldehido al 1,2% al que se le agregd
reactivo GelRed 1X como tincidon, las muestras se separaron
electroforéticamente por 2 h a 70 Volts, donde la presencia de dos bandas
nitidas correspondientes a ARN de 18S y 28S dan cuenta de la integridad del

producto purificado.

Para cuantificar la concentracion de los ARN obtenidos se midi6 la absorbancia
a 260 nm y se calcul6 la concentracibn segun la siguiente férmula:
Concentracion de ARN (pg/pL) = (Az0) X (0,04) x (factor de dilucion).
Considerando que los aminoacidos aromaticos absorben la luz a 280 nm, la

pureza de la muestra se determind segun la siguiente formula: (Azeo; A2so)~2.

4.7.2 Digestion ADN / Transcripcion Reversa

Para degradar el ADN remanente de la muestra, se tomo6 2 ug de ARN total y
se incubo durante 15 min a 37°C con ADNasa | libre de ARNasas a una
concentracion de 0,5 unidades/uL. Luego se incubé a 70°C durante 10 min

para inactivar la ADNasa y se enfrio en hielo inmediatamente.

Para la transcripcion reversa o sintesis de ADN complementario (ADNc), se
agrego 1 pL de partidores al azar 0,5 pg/uL y 1,25 pL de dNTPs 10 mM a la
muestra, se calentd a 70°C por 5 min y se enfrié en hielo. Luego, se agrego 25
unidades de RNasin, 200 unidades de M-MLV RT, 1,25 pL de DMSO y 5 uL de
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tampon de reaccion M-MLV 5X en un volumen final de 25 pL. La mezcla se
incub6 durante 1 h a 42°C y luego se calent6 a 70°C durante 15 min para

detener la reaccion.

4.7.3 Amplificaciéon de survivina por PCR

Para la amplificacién de survivina por PCR, se tom6 200 ng de ADNc o 10 ng
para la amplificaciéon de B-actina. A continuacion, se realiz6 la reaccion con las
siguientes concentraciones finales: 0,5 unidades de polimerasa BIOLASE, 1X
de tampodn de reaccion, 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM dNTPs y DMSO 5% (v/v).
Los partidores utilizados para detectar (-actina fueron: sentido 5'-
GGAAATCGTGCGTGACATTAA-3 y anti sentido 5'-
TAGTCCGCCTAGAAGCATTTG-3', que generan un producto de PCR de 519
pares de bases (pb) de largo. Para amplificar survivina, se utilizaron: sentido 5'-
GCACCACTTCCAGGGTTTAT-3' y anti sentido 5'-
CAGACGCTTCCTATCACTCTATTC-3', los cuales generan un producto de
PCR de 705 pb de largo.

Para ambas reacciones, el protocolo de amplificacibn consté de una
desnaturacion inicial de 2 min a 95 °C; 30 amplificaciones que consistieron en
pasos consecutivos de 30 s de desnaturacion a 95 °C, 1 min a 55 °C y un min a

72 °C; y finalmente, una ultima extension de 5 min a 72 °C.

Los productos de PCR se visualizaron en un gel al de agarosa al 1%, corrido a
70 Volts por 120 min.
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5. RESULTADOS

5.1 Niveles proteicos de survivina en células epiteliales gingivales
OKF6/TERT2 a tiempos tempranos y tardios post-invasion por P.
gingivalis 33277, W50 o CP3

Con el fin de determinar si la invasién de P. gingivalis genera un efecto en los
niveles de la proteina survivina en células epiteliales gingivales OKF6/TERT2,
se realiz6 WB utilizando B-actina como proteina de referencia y células sin
infectar como control. Esta técnica tuvo que ser montada y estandarizada como

parte de esta Memoria.

Los primeros WB se hicieron utilizando células OKF6/TERT2 y lineas celulares
cancerigenas (DLD-1 y HT-29) como control positivo para survivina ya que esta
reportado que estas lineas poseen altos niveles de la proteina en estado basal.
En primer lugar, se ajusto la cantidad de células sembradas en las placas de 60
mm, niveles y duracién de los ciclos de sonicacion al hacer el extracto proteico
y los tiempos de transferencia. En una segunda instancia se ajustaron
condiciones de bloqueo y cantidad de proteina a cargar por pocillo. Finalmente,
se estandarizo la dilucion tanto para los anticuerpos primarios contra survivina

y contra B-actina, asi como para el anticuerpo secundario.

La invasion se llevo a cabo utilizando 3 cepas de la bacteria con diferente
virulencia: la cepa de referencia W50 (altamente virulenta), la cepa 33277
(menos virulenta) o el aislado clinico CP3, obtenido de un paciente con
periodontitis crénica con un alto grado de severidad, la cual es mas virulenta
gue ambas cepas de referencia (Tabla 1). La invasion se realiz6 de acuerdo a
lo descrito en 4.5. Luego de la incubacion durante 2 o 24 h, se realiz6 la
extraccion de proteinas totales. Las muestras se  separaron
electroforéticamente en un gel de poliacrilamida al 12% y se transfirieron a

membranas de nitrocelulosa, las cuales fueron blogueadas y posteriormente
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incubadas con los anticuerpos contra survivina y B-actina. El analisis posterior
se hizo mediante cuantificacién relativa, utilizando (B-actina como control de

carga y células sin invadir como control negativo.

Como se puede observar en la Figura 3, a tiempos tempranos post-invasion se
observa que los niveles de survivina en células epiteliales gingivales invadidas
con las distintas cepas de P. gingivalis (W50, 33277 y CP3) no presento
diferencias significativas respecto al control sin infectar.

En contraste, a tiempos tardios (24 h) post-invasion por P. gingivalis, si se
observaron cambios en los niveles de la proteina, cambios que fueron
diferentes dependiendo de la cepa (Figura 4). La invasion con la cepa de
referencia W50 no gener0 variacion en los niveles de survivina respecto al
control sin infeccion. En cambio, la cepa de referencia 33277 provocO una
disminucién en los niveles de survivina de mas de un 50% respecto al control
sin invasion. Por su parte, el aislado clinico CP3, provocé una disminucion en

los niveles de survivina por sobre un 80% respecto al control sin infectar.

22



A. 2h
Ctrol W50 33277  CP3

survivina
Whnease B-actina
B. 2h
1.51
S ns ns ns
T 1.0-
-5 .
(1’4
®©
=
2 0.5
Lo
=
n
0.0-

Ctrol W50 33277 CP3

Figura 3. Efecto de cepas de P. gingivalis W50, 33277 y CP3 sobre los
niveles de survivina en células epiteliales gingivales OKF6/TERT2 a
tiempos tempranos (2 h) post-invasidon. A. Western blot contra survivina y el
control de carga B-actina. Se muestra el nivel de proteinas en células sin
infectar (Ctrol) y en células OKF6/TERT2 infectadas con las diferentes cepas
de P. gingivalis. En este ensayo en particular se observa que el nivel de
B-actina se encuentra alto en el Ctrol respecto al resto de las condiciones, pero
hay que mencionar que se trata de un caso particular del total de repeticiones.
B. Cuantificacion relativa de survivina normalizada con B-actina. El control fue
normalizado a 1. "ns" indica valores no significativos respecto al control,
considerando un valor p>0,05. (n=3). Se realiz6 analisis de varianza (ANOVA),

y post-test Dunnett.
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Figura 4. Efecto de cepas de P. gingivalis W50, 33277 y CP3 sobre los
niveles de survivina en células epiteliales gingivales OKF6/TERT2 a
tiempos tardios (24 h) post-invasion. A. Western blot contra survivina y el
control de carga B-actina. Se observan el control sin infeccion (Ctrol) y las
células OKF6/TERT2 infectadas con las diferentes cepas de P. gingivalis. Se
observa que los niveles de survivina de 33277 son mas bajos que el promedio
obtenido del total de repeticiones, cabe mencionar que se trata de un hecho
aislado respecto al total de ensayos realizados. B. Cuantificacion relativa de
survivina normalizada con [-actina. El control fue normalizado a 1. ** indica
diferencias significativas respecto al control considerando un valor de p<0,01,
*** indica diferencias significativas considerando un valor de p<0,005 y "ns"
indica valores no significativos considerando un valor p>0,05 (n=4). Se realiz6

el test estadistico ANOVA y post-test Dunnett.
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5.2 Niveles de transcrito de survivina en células epiteliales gingivales
OKF6/TERT2 a tiempos tempranos y tardios tras la invasion de P.
gingivalis 33277, W50 o CP3

Para determinar si los cambios en los niveles de survivina producidos en
respuesta a la invasion por P. gingivalis se deben a una regulaciéon a nivel
transcripcional, se evalu6 los niveles de ARNm de la proteina mediante RT-
PCR.

El trabajo realizado en esta Memoria incluyd0 montar esta técnica en el
laboratorio y estandarizarla para cuantificar el transcrito de survivina. En un
inicio, se determino la cantidad necesaria de células a sembrar con el fin de
lograr una confluencia de 80% en placas de 6 pocillos luego de 24 h de cultivo.
Tras la invasion y tratamiento con antibioticos se corrobord que la extraccion de
ARN total no afectara la integridad del ARNm ni presentara parametros de
pureza bajo lo requerido. Posteriormente, se determind que era necesario un
tratamiento con ADNasas a la muestra de ARNm total, ya que la muestra
presentaba amplificacion por PCR previo a la transcripcion reversa (RT) (datos
no mostrados). Luego, se estandarizé la RT, seleccionando los partidores y
transcriptasa reversa que mejor se ajustaba a nuestras condiciones.
Posteriormente, se estandarizé la reaccion de PCR. Para esto, primero se
ajustd la temperatura de alineamiento mediante un gradiente. Luego, se
probaron distintas cantidades de ADNc en la reaccién y se determiné el rango
de ciclos de PCR en que el producto de PCR presenta un aumento exponencial
para cada partidor (Figura 7) y se determiné utilizar 30 ciclos de PCR para
ensayos posteriores. Finalmente, se realizaron ajustes para mejorar la
reproducibilidad de la técnica, entre estos, se determind que es indispensable

el uso de DMSO al 5% tanto en la reaccién de RT como en la de PCR.

Se realiz6 la invasién de células OKF6/TERT2 como se describi6é previamente,

utilizando las cepas de referencia 33277 y W50 o el aislado clinico CP3. Tras la
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invasion, cada muestra se incub6 durante 2 h para tiempos tempranos o 24 h
para tiempos tardios en presencia de gentamicina/metronidazol. Luego, se
realizé la extraccion de ARN, digestibn de ADN contaminante y transcripcién
reversa. A continuacion, se realizé la amplificacion para los dos mensajeros:
B-actina como control interno y survivina. Finalmente, se realiz6 la separacion
electroforética de las muestras en geles de agarosa al 1% y su posterior

cuantificacion densitométrica.

Los resultados mostrados en la Figura 5 indican que ya a tiempos tempranos
(2 h) post-infeccion se observa una disminucion en el transcrito de survivina
respecto al control de células sin infectar. Esta disminucion fue de un 60%
aproximadamente en células invadidas respecto al control sin infectar e
independiente de la cepa de P. gingivalis utilizada, ya que tanto las dos cepas
de referencia (W50 y 33277) como el aislado clinico CP3 tuvieron el mismo

efecto (Figura 5).

Si bien estos resultados no concuerdan con los resultados observados en el
WB (Figura 3), donde no observamos una disminucion en los niveles de la
proteina a este tiempo de infeccion, podemos especular que la mantencion en
los niveles proteicos puede deberse a mecanismos gatillados en las células
OKF6/TERTZ2, como por ejemplo alteraciones en la vida media de la proteina.
Estos mecanismos podrian ser inducidos para mantener la viabilidad celular en

respuesta a la invasion por parte del patdgeno.

26



A. 2h

Ctrol W50 33277 CP3

B 2h
1.5+

©

£

T 1.0-

T’ .

(14

©

=

>

E 0.54

=

(/7]

Ctrol W50 33277 CP3

Figura 5. Efecto de cepas de P. gingivalis W50, 33277 y CP3 sobre los
niveles de ARN mensajero de survivina en células epiteliales gingivales
OKF6/TERT2 a tiempos tempranos (2 h) post-invasion. A. Electroforesis en
gel de agarosa representativa de los amplificados de survivina y el control
B-actina. Se muestran los niveles de ambos transcritos en células OKF6/TERT?2
infectadas por 2 h con las tres cepas de P. gingivalis y el control sin infeccion
(Ctrol). B. Cuantificacion relativa del transcrito de survivina normalizada por el
transcrito de B-actina. Se asigno arbitrariamente el valor 1 al control de las
células sin infectar. ** indica diferencias significativas considerando un valor de

p<0,01 (n=3). Se realizo el test estadistico ANOVA, y post-test Dunnett.
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En tanto, a tiempos tardios (24 h) post-invasion se observé diferencias
dependientes de la cepa en los niveles del mensajero de survivina en células
infectadas respecto a las células sin infectar (Figura 6). La cepa W50 no generé
diferencias significativas en los niveles del mensajero respecto al control. En
cambio, la cepa 33277 provoc6 una disminucion de aproximadamente un 50%
en los niveles de survivina respecto a células sin infectar. Por ultimo, el aislado
clinico CP3 presentd la disminuciébn mas importante respecto al control sin
infectar, alcanzado casi un 80% de disminucion en los niveles del transcrito de

survivina en relacion al control sin infectar.
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Figura 6. Efecto de cepas de P. gingivalis W50, 33277 y CP3 sobre los
niveles de ARN mensajero de survivina en células epiteliales gingivales
OKF6/TERT2 a tiempos tardios (24 h) post-invasion. A. Electroforesis en gel
de agarosa representativa de los amplificados de survivina y el control
B-actina. Se muestran los niveles de ambos transcritos en células OKF6/TERT?2
infectadas por 24 h con las tres cepas de P. gingivalis y el control sin infeccién
(Ctrol). B. Cuantificacion relativa del transcrito survivina normalizada por el
transcrito de B-actina. Se asigno arbitrariamente el valor 1 al control de las
células sin infectar. "ns" indica valores no significativos respecto al control. ***
indica diferencias significativas considerando un valor de p<0,001 (n=3). Se

realiz6 ANOVA y post-test Dunnett.
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6. DISCUSION

El objetivo general de este estudio fue evaluar si la infeccidén por P. gingivalis
modula los niveles de proteina y transcrito de survivina en la linea de GECs
OKF6/TERT2, y si esta regulacion esta relacionada con la virulencia de la
bacteria

En primer lugar, es importante mencionar que los estudios previos donde se
sugiere una participacién de survivina en la inhibicién de apoptosis de células
epiteliales gingivales utilizan células de cultivo primario (Dickinson & Moffatt,
2011; Mao et al., 2007; Urnowey et al., 2006; Yilmaz et al., 2008). Este tipo de
cultivos, si bien corresponden a un modelo fisiologico mas cercano a las células
gue las originaron en comparacion a una linea celular inmortalizada, tiene la
desventaja de que posee mucha variabilidad debido a que las células son
extraidas de distintos pacientes. Las diferencias inherentes a cada individuo en
relacion a su genoma, microbioma y estado fisiolégico, entre otros, puede
generar diferencias importantes en las proteinas expresadas, sobre todo
aquellas proteinas que tienen directa relacidén con la regulacion del ciclo celular
y apoptosis, como survivina. Por lo demas, muchas veces en estos estudios los
parametros clinicos de los pacientes que son reclutados para obtener los
tejidos no estan definidos claramente, lo cual puede contribuir adn mas a la
variabilidad de los resultados. Por estas razones, pensamos que utilizar una
linea celular inmortalizada proveniente de tejido gingival humano es una mejor

alternativa para este tipo de andlisis.

En el primer objetivo se determind los niveles proteicos de survivina en células
OKF6/TERT2 a tiempos tempranos Yy tardios post-invasion con P. gingivalis; se
utilizaron las cepas de referencia 33277, W50 y un aislado clinico de paciente
con periodontitis crénica severa, denominado CP3. Los resultados obtenidos
indican que a tiempos tempranos (2 h) post-invasion no existen variaciones en

los niveles de survivina, independiente de la cepa de P. gingivalis utilizada.
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Esto varia a tiempos tardios (24 h) ya que, si bien la infeccién por la cepa W50
no generd cambios en los niveles de survivina, si se observd una disminucion
en células infectadas con las cepas 33277 y el aislado CP3 (Figura 4). Estos
resultados se contradicen con resultados previos realizados en el laboratorio,
donde células OKF6/TERT2 infectadas por la cepa W50 presentan una
marcada disminucion en los niveles de apoptosis a 24 h post-invasién, mientras
gue la misma linea celular infectada con la cepa 33277 presenta una
disminucion moderada en los niveles de apoptosis también a tiempos tardios.

En el segundo objetivo de este trabajo demostramos que P. gingivalis induce
una disminucién temprana (2 h) en los niveles del transcrito de survivina en
células epiteliales OKF6/TERT2 (Figura 5). Esta disminucion resulté ser
independiente de la cepa utilizada, ya que W50, 33277 y CP3 disminuyeron los
niveles del ARNm de survivina aproximadamente un 60%. Sin embargo, a
tiempos tardios post-invasion (24 h) la respuesta a la infeccion es diferente y
depende de la cepa utilizada (Figura 6). Interesantemente, a tiempos tardios, la
disminucion en el transcrito de survivina se correlaciona con una disminucion
en los niveles de proteina. Asi, los niveles de ARNm para la cepa W50 no
cambiaron, pero si hubo una disminucion en las células infectadas con la cepa
33277y CP3.

A modo de analizar la temporalidad de nuestros resultados, primero
determinamos si existen diferencias significativas en los niveles de transcrito o
proteina entre tiempos tempranos y tardios en las células sin infectar (control).
Para esto se utilizo las razén entre los valores obtenidos de las densitometrias
de survivina sobre los de B-actina, tanto para los datos de Western blot como
para los de RT-PCR (Figura 8). Los resultados nos muestran que los niveles de
proteina de células sin infectar no varian significativamente entre tiempos
tempranos y tardios de incubacién (Figura 8A). Por el contrario, se observa que

el mensajero aumento significativamente (2,03 veces) entre tiempos tempranos
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y tardios de incubacién en células sin infeccion (Figura 8B). Debido a este
resultado, analizamos los niveles de transcrito sin normalizar respecto al
control, comparando tiempos tempranos y tardios de incubacion, tanto para
células infectadas como para el control respectivo (Figura 9).

Al analizar las variaciones del ARNm de survivina a través del tiempo
observamos diferencias significativas de acuerdo a la cepa de P. gingivalis
utilizada. Tras la invasion con la cepa W50 existe una disminucion temprana
del transcrito survivina (Figura 5B) que no seria suficiente ni sostenida como
para provocar una disminucién de la cantidad de proteina respecto al control
(Figura 3B). De hecho, luego de 24 h de infeccion el transcrito aumenta y se
equipara a los niveles del control (Figura 9A). En las células infectadas con la
cepa 33277 también se observa una disminucion temprana del transcrito de
survivina que es insuficiente para generar cambios en los niveles de la
proteina. Sin embargo, a diferencia de la cepa W50, a tiempos tardios se
mantiene una disminucion en los niveles del transcrito de survivina (Figura 9B)
gue si se correlaciona con una disminucion en los niveles de la proteina. Por
ultimo, el efecto que produce la cepa CP3 sobre los niveles de survivina y su
transcrito es similar al producido por la cepa 33277, aunque el efecto es
aproximadamente 30% mayor. En las células infectadas con el asilado CP3, se
observa una disminucion temprana en el transcrito de survivina insuficiente
para alterar los niveles de proteina. Sin embargo, cuando los niveles de
transcrito se mantienen bajos hasta tiempos tardios (Figura 9C), la cantidad de

proteina también disminuye.

Los resultados obtenidos sugieren que la inhibicion de la apoptosis en células
epiteliales gingivales mediada por P. gingivalis no se deberia a un cambio en
los niveles de la proteina survivina. Por el contrario, aun cuando la bacteria
provoca una disminucién en la apoptosis, survivina disminuye sus niveles de

expresion. En segundo lugar, la disminucién en los niveles de la proteina
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survivina ocurriria a tiempos tardios de infeccion. Esta disminucion se deberia,
en parte, a un mecanismo transcripcional dependiente de la mantencion de

bajos niveles del ARNm durante la infeccion.

El analisis de la literatura nos permite especular sobre qué mecanismos
podrian estar involucrados en esta regulacion. Takeuchi et al. (2013)
describieron que la serina fosfatasa SerB producida por P. gingivalis 33277
desfosforila la subunidad p65 en el residuo asociado a exportaciéon S563 y evita
la translocacion del factor transcripcional NF-kB en células epiteliales. Esta
disminucion en la translocacion y consecuente inactividad de NF-kB podria
explicar la disminucion del ARNmM de survivina en células OKF6/TERT2
infectadas con la cepa 33277 y probablemente también con el aislado CP3,
como se ha observado en este trabajo. Sin embargo, no existen estudios
relacionando SerB producida por la cepa W50 o el aislado CP3 y la

translocacion de NF-kB.

Por otro lado, podria existir una regulacion de la apoptosis dependiente de la
liberacion de la porcion mitocondrial de survivina, fendmeno descrito por Dohi
et al. (2004). En este trabajo se demuestra que una porcion mitocondrial de
survivina, al liberarse al citoplasma, actia como inhibidor de apoptosis
estabilizando proteinas anti-apoptoticas como XIAP y consecuentemente
inhibiendo la activacion de caspasas. Este antecedente nos habla de un
mecanismo mediante el cual survivina inhibe la apoptosis de una forma
independiente a su expresion y al relacionarlo con los resultados de nuestro
trabajo, podria explicar que exista una disminucién en los niveles totales de
survivina y aun asi observar un aumento en la sobrevida en GECs a tiempos
tardios tras la infeccion por P. gingivalis, como es el caso del aislado CP3. Es
importante hacer notar que para que esta conjetura sea consistente con
nuestros resultados la liberacion de survivina desde la mitocondria no tendria

que ser mediada por un aumento en la permeabilidad de la membrana externa
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de la mitocondria, ya que un aumento en la permeabilidad se asocia con una
disminuciéon en su potencial de membrana, y por consecuencia, con una
disminucion en su actividad. Esto seria contradictorio con nuestros ensayos
previos de viabilidad celular utilizando el método de MTS, donde observamos
un aumento en los niveles de actividad mitocondrial a tiempos tardios en
células infectadas con P. gingivalis respecto al control sin infectar (Gonzalez
2013).

Otro mecanismo de regulacion de apoptosis mediado por survivina, pero
independiente de su expresion, podria ser a través de un aumento en su
exportacion desde el nucleo hacia el citoplasma, donde ejerce su actividad
anti-apoptética compensando asi su menor expresion mediante mayores
niveles de survivina citoplasmatica. Esta explicacion coincide con antecedentes
expuestos por Colnaghi et al. (2006), donde se demuestra que la exportacion
de survivina por parte de la exportina-1 (Crm-1) es necesaria para su posterior

accion anti-apoptotica en el citoplasma.

En relacion a las cepas utilizadas, es importante notar que la modulacion de
survivina vario dependiendo de cuél se ensay0, siendo el aislado CP3 el que
presentd una mayor disminucion de survivina tanto a nivel de ARNm como de
proteina. Por su parte, la cepa 33277 también fue capaz de disminuir la
expresion de survivina, aunque en menor grado que el aislado CP3.
Finalmente, la disminucion que genero la cepa W50 en el ARNm de survivina

no fue suficiente para disminuir los niveles de la proteina.

Estos resultados se podrian correlacionar con las diferencias en ciertos
factores de virulencia presentes en cada una de las cepas. Por ejemplo, datos
previos obtenidos en el laboratorio muestran que la cepa 33277 y mas aun el
aislado CP3, tienen una alta capacidad de formar biopeliculas (Tabla 1).
Ademds, ambas cepas poseen una mayor hidrofobicidad superficial que la

cepa W50. Como ambas caracteristicas se relacionan con propiedades
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superficiales de la bacteria, podrian influir en su interaccién con la célula

hospedera, autoagregacion y con la capacidad de invadir GECs.

Con el fin de integrar las ideas previamente expuestas, presentamos a
continuacién un modelo que pretende explicar los resultados observados en el
desarrollo de esta Memoria (Figura 10). La linea celular OKF6/TERT2, tras ser
infectada por P. gingivalis, gatilla mecanismos compensatorios a tiempos
tempranos mediante los cuales pretende protegerse de la infeccion. Estos
mecanismos serian independientes de la cepa de P. gingivalis utilizada y
lograrian mantener los niveles de la proteina survivina sin variaciones en
comparacion al control incluso cuando, presuntamente por la accion de la
enzima SerB de P. gingivalis, se vean disminuidos los niveles del transcrito de
survivina. A tiempos tardios, la disminucién en los niveles de transcrito y
proteina survivina son aparentemente dependientes de factores de virulencia
de P. gingivalis, estando involucrados factores como la capacidad de formar
biopeliculas, la hidrofobicidad superficial y la capacidad invasiva. Sin embargo,
la disminucion en los niveles de survivina total no estarian relacionados con la
viabilidad de las células hospederas. Pensamos que esto puede deberse a
mecanismos compensatorios mediante los cuales las células OKF6/TERT2, o
incluso P. gingivalis, mantienen la actividad de survivina en el tiempo
independientemente de su baja expresion, por ejemplo, aumentando su
translocacion desde el nucleo o desde la mitocondria hacia el citoplasma donde
produce su efecto anti-apoptotico, o incluso, aumentando su vida media. De
esta forma, se evitaria que la disminucion en los niveles de survivina afecten la

viabilidad de las células hospederas.

En resumen, nuestros resultados indican que los niveles de survivina son
modulados transcripcionalmente por P. gingivalis, lo que provocaria una
disminucién tardia en los niveles de la proteina en el caso de CP3 y 33277,

pero no de W50. Estos resultados podrian estar relacionados con
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caracteristicas individuales de cada cepa, como la capacidad de formar
biopelicula, la alta hidrofobicidad superficial y la capacidad invasiva.
Finalmente, la modulacion de survivina por parte de P. gingivalis no estaria
relacionada con su habilidad de inhibir apoptosis en GECs.
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7. CONCLUSIONES

- La infeccion con la cepa W50 de P. gingivalis produce una disminucion
temprana en los niveles de ARNm de survivina en la linea celular
OKF6/TERT2, esta disminucién se revierte a tiempos tardios, siendo incapaz
de afectar los niveles de la proteina.

- La infeccion con la cepa 33277 de P. gingivalis produce una disminucion
temprana en los niveles de ARNm de survivina en la linea celular
OKF6/TERTZ2, esta disminucion se sostiene en el tiempo, lo que provocaria la

disminucion a tiempos tardios en los niveles proteicos de survivina.

- La infeccion con el aislado clinico CP3 de P. gingivalis obtenido de un
paciente con periodontitis disminuye los niveles de ARNm de survivina en la
linea celular OKF6/TERT2 a tiempos tempranos de infeccion. Esta disminucion
del transcrito se mantiene a tiempos tardios de infeccion, lo que provocaria una

disminucién pronunciada en los niveles proteicos de survivina.

- Cambios en los niveles de la proteina survivina provocados por la infeccion
por P. gingivalis se correlacionan con la regulacion transcripcional de survivina

a tiempos tardios de la infeccion.

-Caracteristicas tales como la capacidad de formar biopelicula, la
hidrofobicidad superficial y la capacidad invasiva de P. gingivalis podrian estar

relacionadas con la capacidad de modular survivina en GECs inmortalizadas.

- Si bien P. gingivalis modula los niveles de survivina, esta modulacién no esta
relacionada con la capacidad de la bacteria de inhibir apoptosis en GECs

inmortalizadas.
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9. ANEXOS
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Figura 7. Estandarizacion de RT-PCR. A. Amplificaciéon de 200 ng de ADNc
de survivina luego de 28, 30 o 32 ciclos de PCR. B. Amplificacion de 40, 20 o
10 ng de B-actina luego de 28, 30 o 32 ciclos de PCR.
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Figura 8. Variacion en el tiempo de los niveles de proteina y transcrito de
controles sin infectar. A. Se muestran los niveles de proteina sin normalizar a
tiempos tempranos y tardios del control sin infectar. B. Se muestran los niveles
de transcrito sin normalizar a tiempos tempranos y tardios de células sin
infectar. * indica diferencias significativas considerando un valor de p<0,05, "ns"
indica valores no significativos considerando un valor p>0,05. Este resultado
proviene de al menos cuatro experimentos independientes. Como test

estadistico se realiz6 un t-test desapareado de dos colas con correccion de
Welch.
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Figura 9. Comparacion del efecto de cepas de P. gingivalis W50, 33277 y
CP3 sobre los niveles de ARN mensajero de survivina sin normalizar en
células epiteliales gingivales OKF6/TERT2 a tiempos tempranos (2 h) y
tardios (24 h) post-invasidén. Se muestran los niveles de mensajero sin
normalizar a tiempos tempranos y tardios tras la invasion por A. la cepa W50
B. la cepa W50 o C. el aislado CP3. Al control 2 h se le asigné el valor 1. **
indica diferencias significativas considerando un valor de p<0,01, * indica
diferencias significativas considerando un valor de p<0,05, "ns" indica valores
no significativos considerando un valor p>0,05. Este resultado proviene de al
menos cuatro experimentos independientes. Se utilizé t-test desapareado de

dos colas con correcciéon de Welch como test estadistico.
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Figura 10. Posibles vias que relacionan la infeccion por P. gingivalis con
la disminucién de survivina en GECs. Podemos observar un esquema
mostrando el interior de una célula epitelial OKF6/TERT2. Se puede observar
gue la liberacién de una serina fosfatasa (SerB) por parte de P. gingivalis
podria ser responsable de inhibir la translocacién hacia el nucleo del factor
transcripcional NF-kB y por consecuencia la transcripcion de survivina. En la
porcién derecha de la figura se puede observar la liberacién de survivina desde
la mitocondria hacia el citoplasma y la translocacion desde el nlcleo de la
proteina survivina, mediada por exportina-1 (Crm-1). Desconocemos cudl seria

el estimulo que podria provocar estos dos ultimos eventos.
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