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RESUMEN:

La periodontitis es una enfermedad infecciosa multifactorial, 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. Para la iniciacién de las
periodontitis, se requiere la presencia de una comunidad bacteriana subgingival
compleja en la cual coexisten diversos géneros y especies microbianas. Dentro de
las especies del complejo rojo de Socransky que contribuyen a la etiologia de la
enfermedad periodontal, estd Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis). P.
gingivalis es una bacteria Gram negativo que tendria especial relevancia en la
progresion de la periodontitis. Entre los factores de virulencia de P. gingivalis se
encuentran el lipopolisacarido (LPS), las fimbrias y el antigeno K o cépsula, los
cuales estan involucrados en el proceso de infeccién. La expresion de estos
factores de virulencia por parte de la bacteria, puede variar de manera importante
entre individuos, generando una respuesta distinta en los tejidos infectados, como
en células epiteliales gingivales. Se ha descrito que P. gingivalis puede invadir las
células epiteliales de la encia y modular diferentes vias de sefializacion que
generen inhibicion de la activacion del sistema inmune e inhibicion de la apoptosis

celular.

En este trabajo, se evaluaron caracteristicas de la envoltura celular, y
propiedades macro y microscopicas de aislados clinicos de P. gingivalis y cepas
de referencia, y se evalud su efecto sobre la viabilidad de células epiteliales

gingivales.

De esta manera, se analizaron parametros macromorfolégicos de las cepas
en medios solido y liquido. Se evalué la capacidad de formacion de biopeliculas, la
carga superficial (mediante ensayos de unién a citocromo C y ensayos de
hidrofobicidad), se estudio la presencia de céapsula (tincion con tinta china) y
caracterizd6 los perfiles electroforéticos del LPS. Finalmente, se estudi6 la

viabilidad y el nivel de apoptosis de células epiteliales gingivales infectadas por



dos cepas virulentas de referencia y 7 aislados clinicos de P. gingivalis, utilizando
la linea celular OKF6/TERT2. Estos ensayos fueron realizados en tiempos

tempranos, intermedios y tardios de infeccion.

Nuestros resultados mostraron diferencias en el crecimiento entre
aislados clinicos de individuos sanos comparados con enfermos, tanto en
medio solido como en medio liquido. En la mayoria de los aislados clinicos se
observé presencia de capsula. Ademas, todos formaron mas biopeliculas que
las cepas de referencia, y no se encontraron diferencias significativas entre las
muestras de pacientes sanos y enfermos. Adicionalmente, la mayoria de los
aislados clinicos presentdé una mayor carga superficial que las cepas de
referencias. Nuestros resultados también mostraron que todos los aislados
clinicos y cepas de referencia de P. gingivalis fueron capaces de invadir células
OKF6/TERT2. Adicionalmente, observamos que algunos aislados clinicos
aumentaron significativamente la viabilidad celular a tiempos tempranos y
tardios de infeccion, incluso mas que la cepa W50 descrita como una cepa muy

virulenta y altamente invasiva.

En sintesis, nuestros resultados indican que existen diferencias
macromorfoldgicas y de envoltura celular entre aislados clinicos de P. gingivalis
provenientes de individuos sanos y enfermos y que la infeccion por P. gingivalis
mantiene o aumenta la viabilidad en la linea celular derivada de epitelio gingival
OKF6/TERTZ2, como consecuencia de la modulacién de la apoptosis. También,
observamos que éste fendmeno es dependiente de la virulencia de la cepa. La
virulencia se relaciona con caracteristicas de la envoltura celular y con la
presencia de ciertos componentes especificos. Estos aislados clinicos mas

virulentos podrian estar asociados a cuadros clinicos mas agresivos.
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1. INTRODUCCION

1.1 La periodontitis

La periodontitis 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 (FIGURA 1). La destruccion
de estos tejidos de soporte, puede llegar incluso a la pérdida de los dientes
afectados (Choi & Seymur, 2010).

La periodontitis, segun la Organizacion Mundial de Salud, es un grave
problema de salud que afecta a un 35-50% de la poblacion adulta en todo el
mundo (Petersen et al., 2005). En la actualidad, la periodontitis es un importante
problema de salud en Chile. Gamonal et al. (2010) demostraron que el 93,45% de
los adultos jovenes tenian = 1 sitio con pérdida de insercién clinica, presentando
un nivel de insercion clinica (NIC) > 3 mm y un promedio de 6,51 dientes perdidos.
En tanto, el 97,58% de los adultos mayores presentaron 15,81 dientes perdidos en
promedio. Asi la poblacion adulta en Chile, muestra una alta prevalencia y
extensiéon de pérdida de insercion clinica, siendo indicadores de riesgo de la

enfermedad periodontal, la edad, sexo, nivel educativo y el habito de tabaquismo.

La periodontitis cronica se define como una enfermedad infecciosa
compleja que produce inflamacion en los tejidos de soporte de los dientes, pérdida
de sostén progresiva y pérdida 6sea, que se caracteriza por la formacién de sacos
periodontales. Se reconoce como la manifestacibn mas frecuente de la
periodontitis, pudiendo afectar a un nimero variable de dientes con variadas tasas
de progresion. Si bien su aparicion puede ser a cualquier edad -pero mas comudn
en adultos- tanto la prevalencia, como la gravedad de la enfermedad aumentan
con la edad (1999 International workshop for a classification of Periodontal
Diseases and Conditions. Papers. Oak Brook, lllinois, October 30-November 2,
1999).
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FIGURA 1.- Comparacién de una encia sana con una encia que presenta signos

de gingivitis y de periodontitis (http://www.propdental.es).

1.2 Etiologia de la peridontitis

Para la iniciacion de las periodontitis, es necesaria la presencia de una
comunidad bacteriana subgingival compleja en la cual coexisten diversos géneros
y especies microbianas. Algunos de ellos, interactuarian de forma compleja con
los tejidos periodontales, adhiriéndose e invadiendo las células epiteliales para
establecer la infeccion de éstas. En la primera interaccion con la células epiteliales
son fundamentales factores de virulencia bacterianos que se encuentran en la
superficie de la bacteria, como el lipopolisacarido (LPS), fimbrias y antigeno K o
capsula (Singh et al., 2011). Asimismo, en el curso de la infeccion, estos factores
desencadenarian procesos inmunolégicos, como la inflamacién vy liberacion de
enzimas proteoliticas por activacion de distintos mecanismos tisulares. Esta
respuesta inflamatoria, que se inicia en el tejido gingival y que posteriormente se

extiende a la insercion epitelial, a las fibras gingivales, al ligamento periodontal y al



12

hueso alveolar; provoca una pérdida progresiva de estos tejidos de soporte con
una profundizacion del surco entre el diente y la superficie epitelial. Esto da lugar a
lo que se conoce como saco periodontal, el cual, si no es tratado, hace que la
pérdida del diente sea inevitable (Socransky et al., 1998, Haffajee et al., 1998,
Asman et al., 1997, Slots et al., 1992, Loesche et al., 2001, Armitage 2004).

La evidencia actual indica que la periodontitis es iniciada por una disbiosis
del ecosistema oral y la presencia de una microbiota sinergista, en oposicion a la
tradicional visibn de una enfermedad infecciosa convencional en que participan
s6lo algunos microorganismos (Hajishengallis et al., 2012). Sobre la base de esta
diversidad de organismos asociados con la periodontitis, es posible que
frecuentemente existan comunidades potencialmente patdégenas y que haya una
variedad inmensa de microrganismos que contribuyen los factores etiol6gicos
necesarios para que estas condiciones de disbiosis y sinergia, se puedan cumplir
(Hajishengallis et al., 2012). De hecho, sélo al interior del saco periodontal se
albergan desde 10’ hasta 10° células bacterianas, dependiendo de su profundidad
y extension (Socransky et al., 1991, Loesche et al., 2001). Socransky et al. (1998)
examinaron mas de 13.000 muestras de biopelicula de placa subgingival de 185
adultos e identificaron seis grupos bacterianos especificos. En este trabajo, se
analizaron las comunidades microbianas de la placa subgingival, clasificandolas
segun similaridad taxonémica, en seis complejos. A cada uno de estos complejos
se le asignd un color distinto (FIGURA N°2): EI complejo naranjo compuesto por
Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens,
Peptostreptoeoccus micros, Campylobacter rectus, Campilobacter showae,
Campylobacter gracilis, Eubacterium nodatum y Streptococcus constellatus; el
complejo verde compuesto por Campylobacter conclsus y Eikenella corrodens; el
complejo amarillo compuesto por el grupo de los Streptococcus, Actinomyces
odontolyticus; el complejo azul compuesto de especies de Actinomyces; el
complejo puarpura consistente en Actinomyces y Veillonella parvula; y el complejo
rojo conformado por Porphyromonas gingivalis, Tannerella Forsythia (T. Forsythia)

y Treponema denticola (T. denticola). Este analisis no solo permitido reconocer las
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comunidades, sino también ordenarlas segun la secuencia de colonizacion,
ubicacion en la placa subgingival y la relacion de cada comunidad con la severidad
de la enfermedad periodontal. Dentro de estos complejos, los microorganismos
pertenecientes al complejo naranjo y rojo, son las principales especies asociadas

a la colonizacion de la biopelicula subgingival en periodontitis.

La interaccion entre los componentes microbianos y no microbianos del
ecosistema oral, conduce a una forma de estabilizacion en que los
microorganismos y formas no microbianas conviven en armonia y equilibrio con su
medio ambiente. Este equilibrio sigue siendo estable a lo largo del tiempo y refleja
una situacion dinamica en la que las células se estan muriendo y siendo
reemplazadas. Esta comunidad climax puede ser modificada de vez en cuando
por fuerzas exogenas. El equilibrio tiende a ser restaurado cuando el habitat
vuelve a su estado original. En otras ocasiones, los ambientes pueden ser
irreversiblemente alterados, dando lugar a un estado diferente constante y una
comunidad climax diferente en que comienza una sucesion de microorganismos y

se favorece la colonizacion de ciertos microrganismos sobre otros.

Asi es como en este nuevo modelo propuesto para la patdégenesis de la
periodontitis y de entre todos estos complejos microbianos, los agentes etiolégicos
que tienen mayor participacion son Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Tannerella forsythia, Treponema denticola y Porphyromonas gingivalis (FIGURA
N°2).
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FIGURA N°2: Representacion diagramatica de las relaciones entre especies
dentro y fuera de los complejos microbianos. Se muestran las especies
bacterianas agrupadas en complejos destacados en distintos colores. Las
bacterias del grupo rojo incluyen los patégenos mayormente asociados a
enfermedad periodontal (Socransky et al., 2005).

Clinicamente, los complejos amarillo y verde se han asociado con sitios
poco profundos (la profundidad de sondaje <3 mm), mientras que los de color
naranja y rojo estan relacionados con el deterioro de los parametros clinicos, como
ser una mayor pérdida de insercion y sacos periodontales mas profundos. P.
gingivalis, T. forsythia y T. denticola se han detectado en sacos de mayor
profundidad (profundidad de sondaje >4 mm) y en sitios con sangrado al sondaje.
Teniendo en cuenta que la colonizacién de los grupos naranja y rojo ocurre en las
Gltimas etapas de la formacién de la biopelicula oral, la alteracion de los
colonizadores primarios (complejos verde y amarillo) podria prevenir el
asentamiento de las especies mas patogenas. Sin embargo, es dificil interferir con

los mecanismos involucrados en la formacién de la biopelicula subgingival ya que
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éstos alun no se encuentran completamente dilucidados (Sbordone y Bortolaia,
2003).

1.3 P. gingivalis vy su papel en la periodontitis: Mecanismos de virulencia

Dentro de las especies del complejo rojo, P. gingivalis se ha propuesto
como uno de los agentes etiolégicos de mayor importancia en la progresion de la
periodontitis (Byrne et al., 2009; Lamont y Jenkinson, 1998; Socransky et al., 1998;
Hajishengallis y Lamont, 2012).

Todas las alteraciones del equilibrio del ecosistema oral en conjunto con el
proceso patoldgico de formacion de un saco periodontal, generaran un ambiente
favorable para el crecimiento de microorganismos anaerobios, como P. gingivalis,
por sobre otras especies (Lépez et al., 2004). Si bien el mecanismo de
patogénesis exacto de la bacteria no esta completamente claro, se sabe que P.
gingivalis es capaz de invadir un rango de lineas de células epiteliales humanas in
vitro, asi como persistir y replicarse intracelularmente, lo que evitaria su deteccion
por el sistema inmune (Inaba et al, 2006; Papapanou et al, 1994; Sandros et al,
1994; Yilmaz et al, 2002; Yilmaz et al, 2003; Yilmaz et al, 2004). Dada la
importancia de esta etapa en la infeccion de P. gingivalis, muchos estudios han
intentado aclarar tanto los mecanismos implicados en la internalizacion de la
bacteria por la célula hospedera, como aquellos involucrados en la evasion del

sistema inmune.

En la cavidad oral, las células epiteliales tienenla mayor superficie
de contacto y son los sitios de entrada preferenciales para la invasion del
hospedero por bacterias (Tribble y Lamont, 2010). Por lo tanto, la interaccion que
existe entre las células epiteliales gingivales (GECs) y las bacterias periodontales
determinarian si el proceso de colonizacion seria exitoso o no. En el caso de P.
gingivalis, las bacterias internalizadas son capaces de replicarse en el medio
intracelular y propagarse a las células adyacentes (Yilmaz et al., 2006). Ademas,

genera un ambiente intracelular favorable el cual es clave en la patogenia.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=

16

En estudios previos  se ha  observado como  algunas
células epiteliales recuperadas de la cavidad oral poseen elevados niveles
intracelulares de P. gingivalis (Noiri et al., 1997; Vitkov et al., 2005). Esto indica
que P. gingivalis no sélo sobrevive al interior de las GECs, sino también mantiene
su viabilidad después de invadir las células (Madianos et al., 1997; Nakhijiri et al.,
2001).

Las moléculas de adhesién e invasion de P. gingivalis le permiten adherirse
e invadir células no fagociticas, como células epiteliales de la encia, replicarse
intracelularmente para persistir dentro del hospedero y de esta forma evadir la
accion del sistema inmune (Inaba et al., 2006, Papapanou et al., 1994; Sandros et
al., 1994; Yilmaz et al., 2002; Yilmaz et al., 2003; Yilmaz et al., 2004). No obstante,
existen diferencias en la capacidad invasiva dependiendo de la variedad de
factores de virulencia que posee cada cepa en patrticular. (Li et al., 2008). Asi por
ejemplo, se ha descrito que cepas que carecen del antigeno capsular K, como la
cepa 33277, presentan una menor virulencia que otras que presentan esta
estructura, como las cepas W50 y W83 (Bostanci y Belibasakis, 2012). De la
misma forma, se ha establecido que la cepa 33277 es capaz de adherirse e
internalizase en células derivadas de cultivo primario de epitelio gingival mediante
una estructura denominada fimbria mayor (Umeda et al., 2006), mientras que la
cepa W50 lo hace independientemente de esta estructura, ya que no la presenta.

Ahora bien, debido a la interaccién con la célula hospedera, P. gingivalis es
capaz de activar diferentes rutas de sefalizacion intracelular, las cuales
dependeran tanto de los factores de virulencia que posea la bacteria, como de los

receptores existentes en la célula hospedera (Pathirana et al., 2010).

La activacion de cascadas de sefalizacion en el hospedero gatillan una
serie de eventos que le permiten a P. gingivalis establecer un nicho intracelular,
sobrevivir y propagarse entre las células hospederas (Yilmaz et al., 2006). Dentro
de este mecanismo de persistencia intracelular, se ha descrito que P. gingivalis es

capaz de modular la sobrevida de la célula hospedera. En este sentido se ha
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descrito que P. gingivalis inhibe la muerte celular por apoptosis en células de
cultivo primario de epitelio gingival (Nakhijiri et al., 2001; Yilmaz et al., 2004, Yilmaz
et al., 2008; Mao et al., 2007).

La apoptosis es un proceso fisiolégico y altamente regulado, asi su
desregulacion esta asociada al desarrollo de graves enfermedades como cancer y
enfermedades del sistema inmune (Fadeel y Orrenius, 2005). La apoptosis se
puede activar a través de dos vias principales, la via intrinseca y extrinseca, las
cuales desencadenan fendmenos celulares como activacion de enzimas
caspasas, el desarme de la mitocondria, la fragmentacion del ADN cromosomal, la
condensacion de la cromatina (picnosis), y finalmente, la formacién de cuerpos
apoptoéticos que se eliminan por fagocitosis (ElImore, 2007). La activacion de las
vias apoptoticas ocurre a través de la accién de proteinas inductoras (pro
apoptéticas) o inhibidoras (anti apoptoticas) (FIGURA N°3) (Kooijman, 2006).

Fas-ligand DNA damage
Oxidative stress
Hypoxia
Fas Growth factor withdrawal

casEse-B
caspase-8
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caspase-3 \ _/_,
= /\ XIAP
c-IAP1
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FIGURA N°3.- Esquema de la ruta de apoptosis celular. En la figura se observan

las dos vias principales, la extrinseca e intrinseca de la apoptosis, y por otra parte
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las proteinas involucradas ya sea en la activacion o inhibicion del proceso.
(Kooijman, 2006).

Yilmaz et al., (2004), demostraron que tras infectar GECs con P. gingivalis
se producia una inhibicion de la apoptosis, la cual es dependiente de la activacion
de la proteina Akt. Por otro lado, Nakhjiri et al., (2001), avalaron esta idea al
reportar en su trabajo un efecto inhibidor de apoptosis en células derivadas de
cultivo primario de epitelio gingival infectadas con P. gingivalis. Los resultados de
este trabajo indican que el aumento en la fragmentacion de ADN ocurre a las
primeras horas de infeccion. Por el contrario, sélo a tiempos tardios de infeccidon
fue posible observar un aumento en Bcl-2 (anti-apoptética) y una disminucion de
Bax (pro-apoptoética), proteinas que participan en la via intrinseca de la apoptosis

celular.

Varios autores han relacionado este aumento en la viabilidad celular con la
inhibiciébn de mecanismos apoptéticos inducidos por P. gingivalis. Uno de estos
trabajos demostré que la infeccién por P. gingivalis modul6 un total de 55 genes
relacionados con la apoptosis en queratinocitos gingivales humanos
inmortalizados (HIGK), aumentando la supervivenciay proliferacibn de estas
células (Handfiel et al., 2005). Asi, P. gingivalis seria capaz de inhibir la apoptosis
en otros tipos celulares, incluyendo algunas células inmunes (Murray y Wilton,
2003; Yang et al, 2002); queratinocitos (Jarnbring et al., 2002); fibroblastos
(Urnowey et al., 2006) y cultivos primarios de células epiteliales gingivales (Mao et
al., 2007).

1.4 Factores de virulencia de P. gingivalis

Hasta la fecha, los factores de virulencia que participan en la inhibicion de la
apoptosis en GECs no han sido dilucidados. Pese a esto, se ha reportado que el
lipopolisacarido (LPS) de P. gingivalis reduce la apoptosis en algunas células

inmunes (Jain y Darveau, 2010), por lo que parece razonable sugerir que esta
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molécula podria participar en la inhibicion de la apoptosis en GECs, mediada por
esta bacteria.

El lipopolisacarido es el componente principal de la cara externa de la
membrana externa de bacterias Gram negativo. Es un glicolipido complejo
compuesto de tres dominios unidos covalentemente: un lipido A, que esta unido a
la membrana externa y es responsable de la actividad endotéxica de la bacteria; el
ndcleo o core central que es un oligosacéarido, compuesto por heptosas y hexosas,
y el polisacarido O 6 antigeno O (AgO), que es la parte mas externa y variable de
esta molécula (Raetz y Whitfield, 2002). EI AgO se polimeriza en un largo

preferencial de cadena y es caracteristico de cada especie.

Se ha reportado que el LPS disminuiria la respuesta apoptética en
polimorfonucleares neutrofilos (PMNN) (Hiroi et al, 1997) y monocitos (Zaric et al.,
2010), mediante su interaccioén con receptores Tipo Toll (Murray y Wilton, 2003).
Estos resultados indicarian que el LPS de P. gingivalis estd implicado en contribuir
a la supervivencia de la célula hospedero. Hasta la fecha, se ha observado que la
bacteria se adhiere e invade las células hospederas, mediante la remodelacién
del citoesqueleto, y la reprogramacion de diversas vias de transduccién de
sefiales relacionadas con la supervivencia, tales como la regulacion del ciclo
celular y la apoptosis (Gruenheid y Finlay, 2003, Schlumberger y Hardt, 2006;
Inaba et al, 2009).

Por otro lado, dentro de los principales factores de virulencia, también se ha
estudiado fuertemente, el antigeno K o capsula de P. gingivalis, la cual se
compone principalmente de glucosa, glucosamina, galactosa, 2-acetamido-2-
deoxy-D glucosa, galactosamina y los acidos galactosaminurénico, manurdénico,
glucorénico y galacturénico (Laine et al, 1996). Sobre la base de su
inmunogenicidad se han descrito 6 serotipos capsulares (K) diferentes,
denominados K1, K2, K3, K4, K5 y K6 y se ha demostrado que cepas capsuladas
de P. gingivalis, poseen una mayor virulencia que cepas no capsuladas (Laine et
al, 1997).
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En estudios mas recientes, se ha observado que al estimular células
dendriticas humanas diferenciadas in vitro a partir de monocitos periféricos, con
los distintos serotipos K de P. gingivalis, los serotipos K1 y K2 inducen una mayor
expresion de IL-1, IL-6, IL-12, IFN-y y TNF-a, en comparacion a los otros
serotipos, demostrando que existe una variable de inmunogenicidad (Vernal et al.,
2009). Asi, hasta la fecha, se sabe que cepas no capsuladas de P. gingivalis, son
mas eficientes en invadir fibroblastos humanos gingivales (GFs), en comparacion
a cepas capsuladas, y que una vez internalizada la bacteria puede sobrevivir al
tratamiento de antimicrobianos (Irshad et al, 2012). Por lo tanto, es importante
considerar la presencia de capsula al momento de estudiar la capacidad de

adherencia, infeccion e invasion de P. gingivalis.

Por otro lado, el proceso de adhesién bacteriana es sumamente complejo y
estd afectado por diversos factores, entre ellos: caracteristicas del
microorganismo, naturaleza quimica y fisica de la superficie a la cual se adhiere,
caracteristicas del ambiente en el que crecen las células (propiedades
fisicoquimicas del medio, la presencia de carbohidratos, proteinas o sustancias
bactericidas, etc.). Por lo tanto, es de sumo interés, estudiar detalladamente como
influirian factores como la hidrofobicidad de la superficie bacteriana en la
respuesta generada por la célula hospedera frente a la infeccion, debido a que
ésta es dependiente de la polaridad o carga superficial que la bacteria presente, a
lo cual, la evidencia acerca de los mecanismos fundamentales que rigen el
proceso de adhesion bacteriana han demostrado que tanto las interacciones
electrostaticas, las interacciones de van der Waals como la interacciones acido-
base de Lewis, que impactan sobre la hidrofobicidad, estan involucradas en el
proceso de adhesién bacteriana (Allesen-Holm et al., 2006, Doyle et al., 2004).
Asimismo, se ha demostrado que la polaridad superficial de la membrana de la
bacteria, estaria implicada en procesos de autoagregacion, por ende formacion de
biopeliculas, adhesion y colonizacion de superficies (Davey et al., 2006, Chavant
et al., 2002).
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De acuerdo a los antecedentes expuestos, en este trabajo se obtuvieron
aislados clinicos de P. gingivalis, se realizé una caracterizacion macromorfolégica
de las colonias obtenidas y se caracterizaron algunas propiedades de su envoltura
celular asociados a sus mecanismos de virulencia. Luego se evaluo el efecto

sobre la viabilidad de GECs infectadas con estos aislados y cepas de referencia.

Los resultados de este trabajo proporcionan nuevos conocimientos
relacionados con los mecanismos utilizados por P. gingivalis para inducir la
sobrevida de GECs, aportando nuevos antecedentes sobre los mecanismos de

virulencia de P. gingivalis en etapas tempranas de la infeccion.
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2. HIPOTESIS.

Cepas de Porphyromonas gingivalis con diferencias en propiedades de su
envoltura celular, afectan diferencialmente la viabilidad de células epiteliales

gingivales.
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3. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.

Caracterizar la envoltura celular de aislados clinicos de Porphyromonas
gingivalis y cepas de referencia y evaluar su efecto sobre la viabilidad de células

epiteliales gingivales.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1) Caracterizar caracteristicas macro y micromorfolégicas de cepas de
referencia y de aislados clinicos de Porphyromonas gingivalis
provenientes de individuos con periodontitis crénica y periodontalmente

sanos.

2) Caracterizar factores de virulencia de la superficie bacteriana y
propiedades de su envoltura celular de los aislados clinicos
provenientes de individuos con periodontitis cronica y periodontalmente

sanos, y de cepas de referencia de Porphyromonas gingivalis.

3) Estudiar la viabilidad de células epiteliales gingivales infectadas por
aislados clinicos de Porphyromonas gingivalis que presenten diferencias

en su envoltura celular.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Reclutamiento de pacientes, examen clinico y obtenciéon de los aislados

clinicos.

Para este estudio, se utilizaron aislados clinicos obtenidos (n=7) desde
individuos reclutados en la clinica odontologica de la Facultad de Odontologia de

la Universidad de Chile, de acuerdo al siguiente protocolo:

Los pacientes reclutados debieron firmar un Consentimiento Informado
aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de Odontologia de la Universidad
de Chile (Anexo N°2 y N°3) y debian cumplir con los criterios de inclusién y

exclusién mostrados en la Tabla N°1.

Se realiz6 la evaluacion de pacientes y diagndstico, utilizando las siguientes
mediciones: profundidad de sondaje (PS), nivel de insercién clinica (NIC), medidas
dicotomicas de acumulacion de placa y sangrado al sondaje. Se examinaron 6
sitios por diente: mesiobucal, bucal, distobucal, distolingual, lingual y mesiolingual.
Todas estas medidas fueron obtenidas por un examinador calibrado (Dr. Nicolas
Dutzan).

Los pacientes seleccionados tenian un diagnostico clinico de periodontitis
cronica moderada a severa de acuerdo a los criterios internacionales establecidos
y la clasificacion de las enfermedades periodontales (Armitage, 1999, Anexo N°1).
En un periodo de dos semanas y luego de haber llevado a cabo el protocolo, a
todos los individuos con periodontitis se les realizé el tratamiento periodontal
correspondiente. Previo a realizar la toma de muestras y con el fin de facilitar las
mediciones clinicas que permitieron caracterizar el grado de enfermedad, a todos

los individuos se les realizd profilaxis supragingival.

Los pacientes con periodontitis Cronica Severa, tenian como minimo 4

sacos periodontales de al menos 5 mm de profundidad y una pérdida del nivel de
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insercion clinica 2 3mm. De los pacientes con periodontitis, se seleccionaron los

pacientes que cumplian los criterios de inclusién listados en la Tabla N°1.

TABLA N°1

M Criterios de Inclusion Criterios de Exclusion

INDIVIDUOS SANOS: - Haber recibido algun tipo de terapia

periodontal.
- Ser > 18 afos. -
- Sitios con profundidad al sondaje

de <5 mm

- Fumar (10 o mas paquetes al afio).
- Presentar enfermedades sistémicas que

afecten la progresion de la periodontitis.

PACIENTES CON

PERIODONTITIS CRONICA: - Condiciones médicas que requieran pre-

medicacién con antibioticos.

- Ser >35 anos.
- Administracion de medicamentos tales

- Presentar al menos 14 dientes como antibidticos, anti-inflamatorios
naturales. esteroidales y no esteroidales 6 meses

Al examen clinico presentar previos al comienzo del estudio.

sangrado al sondaje en mas de un ! . Sj es muijer, no debe estar embarazada.
18% de los sitios.

- Al menos 4 sitios con profundidad
al sondaje de 5 mm y pérdida del

nivel de insercion clinica = 3 mm.
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4.2 Toma de muestras clinicas de placa subgingival

De los individuos seleccionados, tras eliminar la placa bacteriana
supragingival con una cureta estéril de la numeracién correspondiente a los sitios
elegidos en cada sitio periodontalmente afectado (4 sitios por paciente), se
introdujeron dos conos de papel estéril n°30 Maillefer® por 20 segundos hasta su
méaxima longitud posible de forma paralela al eje mayor de la pieza dentaria,
asimilando la insercion de una sonda periodontal. Luego, se retiraron los conos de
papel y se introdujeron inmediatamente en viales que contenian 1,5 mL de Medio
Reducido de Transporte (RTF: un 1It de solucién contiene: 0,459 de K,PO,, 0,45¢g
de KH,PO,4, 0,90g NaCl, 0,90g de (NH4)SO4, 0,18g de MgSO,, 0,38g de EDTA,
0,40g de Na,CO3 y 0,209 de Ditiotreitol, teniendo la solucién un pH final de 7,0)
(Syed et al., 1972; Herrera et al., 1998) a 4 °C, para su procesamiento en el
laboratorio de Microbiologia Oral de la Facultad de Odontologia de la Universidad
de Chile, segun describié Silva et al. (2008), donde se sembraron en agar sangre
hemina — menadiona y se incubaron en condiciones de anaerobiosis a 37°C

durante 14 dias. Finalmente, se realiz0 la identificacion de P. gingivalis.

4.3 ldentificacion de los aislados de P. gingivalis

A partir de las muestras de placa subgingival sembradas e incubadas a
37°C, se efectud un analisis macroscopico bajo lupa estereoscépica (Stemi 2000
C, Zeiss), para identificar las colonias pigmentadas de negro. Se escogieron 8
colonias bacterianas pigmentadas de negro por placa, en lo posible eligiendo cada
colonia con diferente morfologia. Inmediatamente se resembraron cada una por
separado en agar sangre hemina — menadiona y se incubaron en condiciones de

anaerobiosis a 37°C durante 7 a 10 dias.

Luego, las colonias pigmentadas de negro fueron sometidas a prueba de

Fluorescencia, bajo la luz ultravioleta y la adicion de metanol (360 nm), la cual
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resulta negativo para P. gingivalis (Slots et al., 1986). A los aislados identificados
fenotipicamente como P. gingivalis, se les extrajo el DNA utilizando un kit
comercial (FAVOGEN ARNr 16S), siguiendo las indicaciones del fabricante. Se
determind la cantidad de DNA extraido mediante espectrofotometria a una longitud
de onda de 260 nm (Spectrophotometer UV — 1601, Shimadzu) (Park et al. 2004).
Luego se siguid la metodologia de Ashimoto (Slots et al., 1995). De esta manera
las bibliotecas de amplificaciones se prepararon utilizando primers que flanquean
una regién altamente conservada del gen 16S rRNA, para amplificar un fragmento
de 404 pares de bases (partidor 1: 5'-AGG CAG CTT GCC ATA CTG CG-3 'y el
partidor 2: 5'-ACT GTT AGC AAC TAC CGA TGT-3)).

4.4 Cepas bacterianas de referencia y condiciones de cultivo

Las cepas de referencia de P. gingivalis (ATCC 33227 y W50) se
encontraban disponibles en el Laboratorio de Microbiologia Oral de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile. En la TABLA N°2 se entregan las

principales caracteristicas de estas cepas (Bostanci y Belibasakis, 2012).

TABLA N°2. Caracteristicas generales de cepas de referencia utilizadas.

Cepa Propiedad relevante Origen
33277 - No presenta capsula o | Donado por el Dr. Joe Aduse
antigeno K Opoku, Centro de Inmunologia

y enfermedades infecciosas,

- Presenta fimbria mayor (fim _ _
Instituto Blizard, UK

A)
W50 -Presencia de capsula o | Donado por el Dr. Joe Aduse
antigeno K Opoku, Centro de Inmunologia

y enfermedades infecciosas,

-Ausencia de fimbria mayor _ _
Instituto Blizard, UK

(fimA)
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El cultivo de P. gingivalis se realiz6 segun lo descrito por Silva et al. (2008).
Brevemente, las bacterias se sembraron en medios no selectivos de agar sangre
hemina - menadiona (5% sangre desfibrinada de caballo, 0,5 mg / L de hemina, y
0,5 mg / L menadiona); las placas se incubaron anaerobicamente a 37°C durante
7-14 dias en una jarra que contiene sobres generadores de gas para la produccion

de una atmoésfera anaerobia (Oxoid®).

También se inocularon medios liquidos no selectivos BHI (brain heart
infusion) y Wilkins, suplementados con hemina - menadiona con cada uno de los
aislados clinicos y las cepas de referencia para los diferentes ensayos. Los caldos

se incubaron anaerébicamente a 37° C durante 1 a 3 dias.

4.6 Linea de cultivo celular

Se utiliz6 la linea de células epiteliales OKF6-TERT?2 derivada de epitelio de
la mucosa oral (Dickson et al., 2000) cedida por la Dra. Anna Dongari-Bagtzoglou,

School of Dental Medicine, University of Connecticut Health Center, USA.

4.7 Condiciones de cultivo Celular

Las células OKF6-TERT2 se cultivaron en medio de crecimiento para
queratinocitos (Keratinocyte-Serum free médium, KSFM, Gibco) suplementado con
pituitaria de bovino, factor de crecimiento epidermal (Gibco), cloruro de calcio 0,3M
(Merck) y penicilina/estreptomicina, y fueron mantenidas a 37°C en un ambiente
con 5% de CO; (Kimura et al., 2011). Cuando las células llegaron al 70-80% de
confluencia, se lavo la monocapa celular con PBS (Gibco) y las células se
removieron tratando con 1 mL de solucion tripsina-EDTA (Hyclone) durante 3 min.
a 37°C y posterior agitacion mecanica. Alternativamente, se utilizd6 un “rastrillo”
para soltar las células, cuando fue necesario. Luego, se agregé 5 mL de PBS para

inactivar la tripsina por dilucion y se resuspendieron con pipeta suavemente. Las
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células resuspendidas se centrifugaron a 900 rpm durante 10 min (Hettich
Zentrifugen) y el pellet celular obtenido se resuspendié en 1mL del mismo medio
de crecimiento para queratinocitos. Finalmente, se contaron células utilizando una
camara de Neubauer a partir de una mezcla 1:1 de células y azul de tripan a una

concentracion del 10%.

4.8 Caracterizacibn macromorfolégica de los aislados clinicos y de

referencia en medio sélido v liquido

Los aislados de P. gingivalis se resembraron y aislaron en medios no
selectivos de agar sangre hemina — menadiona. Las placas se incubaron
anaerébicamente a 37° C durante 7-14 dias. Una vez transcurrido el periodo de
incubacion, se efectué un analisis macroscopico bajo lupa estereoscépica (Stemi
2000 C, Zeiss), realizando una caracterizaciéon de acuerdo a la forma, color,
tamafio, elevacion, convexidad, superficie, consistencia, opacidad y textura de
colonias aisladas. Se realiz6 un registro fotografico de cada placa.

Ademas, se inocularon medios liquidos no selectivos BHI (brain heart
infusién, Oxoid), suplementados con hemina - menadiona con cada uno de los
aislados clinicos y las cepas de referencia. Los caldos se incubaron
anaerébicamente a 37° C durante 2-3 dias. Una vez transcurrido el periodo de
incubacion, se efectud un analisis macroscopico, realizando una caracterizacion
de acuerdo al tipo de crecimiento en el caldo, coloracion, decantacion, grado de
suspension, formacién de velo en la superficie y densidad 6ptica. También, se

realizd un registro fotografico de cada caldo.



30

4.9 Presencia de capsula en aislados clinicos y cepas de referencia de P.

gingivalis mediante tincién con tinta china

Las bacterias, se resembraron y aislaron en medios no selectivos de agar
sangre hemina - menadiona. Las placas se incubaron anaerébicamente a 37° C
durante 7-14 dias. Una vez transcurrido el periodo de incubacion, se realizé una
dilucion de 5 colonias en 1ml de medio liquido BHI, luego se diluy6 una vez mas la
muestra 5 veces y se dispensaron 5ul de la suspensién sobre un portaobijeto.
Sobre la suspensiéon bacteriana, se agregaron 10 pl de tinta china y se esparcié
uniformemente la muestra sobre el portaobjeto. Se dej6o secar y se cubrid
completamente el frotis con Fucsina 0,1% por 2 minutos, se elimino el exceso y se
dejo secar al aire libre. Luego se observaron al microscopio 6ptico con un aumento

de 100x con aceite de inmersion y se realizé un registro fotografico.

4.1.0 Ensayos de formacion de biopeliculas de aislados clinicos y cepas de

referencia de P. gingivalis

A partir de un cultivo en placa (7-14 dias), se inocularon medios liquidos no
selectivos BHI suplementados con hemina - menadiona con cada uno de los
aislados clinicos y las cepas de referencia y se incubaron anaerdbicamente a 37°
C durante 2-3 dias. Luego se realizé una dilucién 1:10 en el mismo medio liquido
utilizado, ajustando la Absorbancia de cada una de las muestras medida a una
densidad éptica de 600nm. Posteriormente, se inocularon 100 pl de la dilucién a
cada pocillo de una placa de 96 pocillos de fondo plano y se incubaron
anaerobicamente a 37° C durante 72 horas. Transcurrido el tiempo de incubacion,
se elimind el sobrenadante de cada pocillo, se lavé la biopelicula dos veces por
inmersion en agua destilada y se dejo secar la placa al aire por 1h. Luego, se
realizd una tincion de la biopelicula con 100 pL de safranina 0,1% por 15 min, se
elimind el exceso de colorante, lavando dos veces por inmersidbn en agua

destilada.. Finalmente, se eluy6 el colorante retenido en la biopelicula con 100 pL
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de etanol 95% por 5 min, se traspasaron 100 pL de la disolucion de etanol a una
nueva placa de 96 pocillos y se midié la absorbancia a una longitud de onda de

490 nm en lector de Microplacas para Absorbancia ELx800.

4.1.1 Determinacion de la carga superficial de aislados clinicos y cepas de

referencia de P. gingivalis mediante ensayos de unién a Citocromo C

Se creci6 un cultivo hasta fase estacionaria en medio liquido no selectivo
BHI, suplementado con hemina - menadiona (con cada uno de los aislados
clinicos y las cepas de referencia, incubandolo a 37° C durante 2-3 dias en
anaerobiosis. Se centrifugd cada uno de los caldos en tubos coénicos, a 9000rpm
por 5 minutos, se eliminé el sobrenadante y se lavo el pellet dos veces con 1 ml de
una solucion de PB (buffer fosfato) 10mM pH 6,8. Luego, se resuspendieron los
pellets en 1 ml de PB y se les medi6 la densidad 6ptica a una longitud de onda de
600nm. Se tomo el volumen (Volumeny) necesario para que en 1 ml de cultivo se

obtenga una DOgg de 5, de acuerdo a la siguiente formula:
DOe6oomedida® Volumenx:5*1000ul

Volumenx=5000/ DOgoomedida

Posteriormente, se llevaron los volumenes tomados a 1,2 ml final de la suspension
bacteriana en tubos eppendorf y se le agregaron 30uL de citocromo C (10mg/ml
en PB), a cada una de las muestras, dejandolas incubar por 10 min a temperatura
ambiente. Finalmente, se centrifugaron por 2 min a 13.000 rpm, se recuperaron los
sobrenadantes (1ml) y se les midi6 la densidad Optica a una longitud de onda de
530nm.
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4.1.2 Determinacién de la hidrofobicidad de aislados clinicos v cepas de

referencia de P. gingivalis mediante ensayos adhesidn microbiana a

Solventes

Los ensayos de adherencia microbiana a solventes (Microbial adhesion to
solvents (MATS)) se basan en la comparacion de la afinidad de células
microbianas a un solvente polar y a uno no polar. Se utilizaron los siguientes
solventes: cloroformo, un solvente aceptor de electrones, y hexadecano, un

solvente no polar (Bellon-Fontaine et al., 1996).

Para ello una suspensién microbiana de aproximadamente 10 UFC (DOggo=
0,6 en caldo BHI suplementado con Hemina-Menadiona) en 2,4 ml de 1,5 x 10" M
de NaCl se agitdé en vortex durante 60s con 0,4 ml de uno de los solventes.
Posteriormente, la mezcla se dejo reposar durante 15 minutos para asegurar que
las dos fases se encuentren completamente separadas. Luego se tomé una
muestra (1 ml) desde la fase acuosa muy cuidadosamente y se midi6 la densidad
Optica a 400 nm. El porcentaje de células presentes en cada solvente se calculd

posteriormente mediante el uso de la siguiente ecuacion:

% Afinidad =100 x [1 - (A/Ao)]

Donde A, es la densidad 6ptica a 400 nm de la suspension bacteriana antes de la

mezcla y A es el absorbancia medida luego de realizar la mezcla.

Cada experimento se realizé por triplicado mediante el uso de tres caldos
BHI suplementados con hemina-menadiona sembrados desde varias colonias de

una misma cepa crecida previamente en placa de agar sangre.
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4.1.3 Extraccion y caracterizacion del LPS de aislados clinicos y cepas de

referencia de P. gingivalis

Se caracterizaron los perfiles electroforéticos de LPS de los aislados
clinicos de P. gingivalis y de las cepas de referencia (ATCC 33227 y W50). Para
ello, se ajustaron cultivos liquidos a una DOgg de 2,0 en un volumen final de 1,5
ml de caldo BHI. Las células se centrifugaron y los pellets se resuspendieron en
150 ml de buffer de lisis (SDS 2% (p/v) y B-mercaptoetanol 4% (p/v) en 0,5 M de
buffer Tris-HCI, pH 6,8). Luego, las células se hirvieron y se incubaron con
proteinasa K, seguido por la extraccién con fenol a 70°C y una posterior extraccion
de la fase acuosa con éter. El LPS se separ6 en geles de acrilamida 14% (p/v),
utilizando un sistema buffer de Tricina SDS (Marolda et al., 2006). Los geles se
tiferon con plata mediante una modificacion del procedimiento de Tsai y Frasch,
1982. Luego se realizd un andlisis de densitometria usando el software de geles
UN-SCANT-IT (Silk Scientific).

4.1.4 Evaluacion del efecto de la infeccidon por los diferentes aislados

clinicos de P.qgingivalis en la viabilidad de células epiteliales gingivales

Las GECs OFK-6 TERT2 fueron infectadas por P. gingivalis a diferentes
tiempos y la viabilidad se estudi6 mediante el método de MTS, utilizando el Kit
CellTiter 96 ®" de Promega. Para ello se crecidé P. gingivalis en placas de agar
sangre, luego se inocularon a partir de ellas caldos BHI suplementados con
hemina-menadiona, posteriormente se les medi6 la densidad Optica, para realizar
la infeccion celular con una multiplicidad de infeccion (MOI) igual a 100. El dia
previo al ensayo de MTS, se dispusieron las células gingivales epiteliales en una
microplaca de cultivo celular de 96 pocillos (FALCON), con una concentraciéon de
25.000 células por pocillo. Luego se realiz6 la invasion de las células por P.
gingivalis, durante 90 minutos y posteriormente, se agregd una mezcla de

antibioticos, Metronidazol + Gentamicina (200 ug/ml y 300 ug/ml respectivamente),
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para eliminar todas las bacterias extracelulares. Luego, se mantuvieron las células
invadidas por 2,12 horas y 24 horas post-infeccién. Una vez transcurrido el tiempo
correspondiente, las monocapas se lavaron y se les agreg6 20 ul de la mezcla de
reactivos MTS, para finalmente, medir la absorbancia a 490nm en lector de

Microplacas para Absorbancia ELx800.

4.1.5 Andlisis Estadistico

Para determinar la significancia estadistica de los resultados de los ensayos
se aplico el test “one way ANOVA” y se compararon los datos entre aislados
clinicos, cepas de referencia y controles respectivos, dependiendo de los diversos
ensayos realizados, mediante el post-test “Tukey” y el post-test “Dunnett”. Todos
los andlisis se realizaron utilizando el software GraphPad Prism version 5.0.1.
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5.1 Caracteristicas clinicas de los individuos desde los cuales se obtuvieron

los aislados clinicos de P. gingivalis.

Las caracteristicas clinicas de los pacientes con periodontitis cronica e

individuos sanos incluidos en el estudio se indican en la TABLA N°3. Se tomaron

tres aislados de pacientes sanos (H1, H2 Y H3) y cuatro aislados de pacientes con

periodontitis crénica (CP1, CP2, CP3 Y CP4). Entre ambos grupos no se

observaron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a edad o género.

Si se pudieron observar porcentajes significativamente mas altos de sitios con

sangrado al sondaje y un mayor nivel de pérdida de insercién clinica en el grupo

con periodontitis crénica (p <0,05).

TABLA N°3. Caracteristicas clinicas de los pacientes con periodontitis cronica y

pacientes periodontalmente sanos.

GRUPO

Pacientes con Periodontitis

Pacientes sanos

sondaje

Croénica (4) Periodontalmente
Edad (PROM £ DE) 40,75 £ 12,23 33,33+ 11,37
% de mujeres 75 66
Profundidad al sondaje (mm,
PROM + DE) 2,94+ 0,94 2,69+0,26
NIC (mm, PROM £ DE) 427+0,76 % 1,70+ 0,35
N "
% de sitios con placa 67,4+ 28,6 58,24 + 22,6
bacteriana
% de sitios con sangrado al 5154920+ 18.4 + 6.54

* Promedio de NIC de pacientes con periodontitis versus pacientes sanos.
** Porcentaje de sitios con sangrado al sondaje en pacientes con periodontitis versus
porcentaje de sitos en pacientes sanos
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5.2 Caracteristicas macromorfolégicas de aislados clinicos y de cepas de

referencia de P. gingivalis crecidas en medio so6lido v liquido.

Ciertas caracteristicas de la morfologia de las colonias en medio sélido
pueden asociarse con la presencia de componentes de la superficie bacteriana,
tales como hidratos de carbono que forman parte de importantes factores de
virulencia como capsula, lipopolisacérido, entre otros. Asi, la presencia o ausencia
de estas moléculas de superficie, podrian estar asociados con diferentes
mecanismos de virulencia de la bacterias (Drenkard et a, 2002; Go6tz et al, 2004;
Haussler et al, 2003). En este trabajo, se estudi6 la forma, el tamafio, la textura, el
color, la superficie, el brillo, la elevacion y la convexidad en medios soélidos de los
aislados clinicos de P. gingivalis y las cepas de referencia. Todas las colonias
crecidas a partir del cultivo de los aislados provenientes de individuos sanos (H1,
H2 y H3) fueron predominantemente rugosas, pigmentadas de negro, con
elevacion, convexas, de forma circular y dificil de disgregar. Por el contrario, las
colonias de los aislados de pacientes con periodontitis cronica (CP1, CP2, CP3 Y
CP4) fueron de borde liso, de color marrén oscuro, poca elevaciéon y faciles de
disgregar; similar a las colonias de las dos cepas de referencia 33277 y W50
(FIGURA N°4). En medio liquido, los aislados de pacientes sanos mostraron una
fuerte agregacion, mostrando acumulo de grumos en el fondo del tubo, en
comparacion con muestras de pacientes con periodontitis crénica o las cepas de
referencia (FIGURA N°5). En la TABLA N°4 se detallan las caracteristicas
macromorfolégicas de cada una de las cepas obtenidas al crecerlas en medio

sélido, como liquido.
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CP1 CP2 CP3 CP4

W50 33277

FIGURA N° 4.- Fotografias bajo lupa estereoscoépica de las colonias en medio
sélido, de los aislados clinicos y cepas de referencia de P. gingivalis utilizadas en

este estudio.

H1 H2 H3 CcrP1 CcP2 CcP3 CP4 33277 W50

s |
o
.

FIGURA N¢ 5.- Fotografias del crecimiento de P. gingivalis en medio liquido. H1,
H2, H3, CP1, CP2, CP3 y CP4 corresponden a aislados clinicos y 33277, W50 a
cepas de referencia utilizadas en este estudio.
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TABLA N°4. Caracteristicas macromorfologicas evaluadas del crecimiento y

desarrollo de colonias en medio sélido y liquido de cada aislado clinico y cepa de

referencia. Los cultivos fueron analizados como se describi6 en materiales y

métodos (punto 4.4).

Cepa [Caracterizacion en medio solido| Caracterizacion en medio liquido

H1 |Forma: Circular Tipo de Crecimiento: Sedimentado
Textura: rugosa Suspension: +
Color: Negro Agregacion: +++
Consistencia: Firme, no se disuelve|Formacion de grumos: +++
facilmente Coloracion: Negro
Opacidad: Brillante Formacion de velo: -
Elevacion: ++ Crecimiento (DOgyonm): 0,2-0,5
Convexidad: ++
Tamano:++

H2 |Forma: Circular Tipo de Crecimiento: Sedimentado y
Textura: rugosa suspendido
Color: Negro Suspension: ++
Consistencia: Firme, no se disuelve[Agregacion: +
facilmente Formacion de grumos: +
Opacidad: Brillante Coloracion: Blanguecino
Elevacion: +++ Formacion de velo: +
Convexidad: +++ Crecimiento (DOgyonm): 0,4-1,0
Tamano: ++

H3 |Forma: Circular Tipo de Crecimiento: sedimentado

Textura: Rugosa

Color: Negro

Consistencia: Firme, no se disuelve
facilmente

Opacidad: Brillante

Elevacion: ++

Convexidad: ++

Tamafo: +++

Suspension: +

Agregacion: +++

Formacion de grumos: +++
Coloracion: Negro

Formacion de velo: -
Crecimiento (DOgyonm): 0,3-0,8
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CP1 |Forma: Circulares y otras|Tipo de Crecimiento: sedimentado y
irregulares suspendido
Textura: lisa Suspension: ++
Color: café oscuro Agregacion: +
Consistencia: no resistente, se|Formacion de grumos: -
disuelve facilmente Coloracion: blanquecino
Opacidad: Brillante Formacion de velo: +
Elevacion: + Crecimiento (DOgyonm): 1,0-1,6
Convexidad: +
Tamafo: ++
CP2 |Forma: Circulares Tipo de Crecimiento: sedimentado y
Textura: lisa suspendido
Color: café oscuro Suspension: ++
Consistencia: no resistente, se|Agregacion: +
disuelve facilmente Formacion de grumos: -
Opacidad: Brillante Coloracion: café
Elevacion: ++ Formacion de velo: +
Convexidad: +++ Crecimiento (DOgyenm): 0,8-1,6
Tamaio: +
CP4 |Forma: Circulares y otras|Tipo de Crecimiento: sedimentado y
irregulares suspendido
Textura: Lisa Suspension: ++
Color: café oscuro Agregacion: +
Consistencia: no resistentes, se|Formacion de grumos: -
disuelven con facilidad Coloracion: blanquecino
Opacidad: Brillante Formacion de velo: -
Elevacion: ++ Crecimiento (DOggonm): 0,6-1,0
Convexidad:++
Tamafio: +
CP4 |Forma: Circulares y otras|Tipo de Crecimiento: sedimentado y

irregulares

Textura: Lisa

Color: café oscuro

Consistencia: no resistentes, se
disuelven con facilidad

Opacidad: Brillante

Elevacion: ++

Convexidad:++

Tamano: +

suspendido

Suspension: ++

Agregacion: +

Formacion de grumos: -
Coloracion: blanquecino
Formacion de velo: -
Crecimiento (DOgyonm): 0,6-1,0
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33277

Forma: otras
irregulares

Textura: Lisa

Color: café oscuro
Consistencia: no resistentes,
disuelven con facilidad

Opacidad: Brillante

Circulares vy

se

Tipo de Crecimiento: sedimentado y
suspendido

Suspension: +++

Agregacion: ++

Formacion de grumos: -

Coloracion: café

Formacion de velo: -

Elevacion: + Crecimiento (DOgypnm): 1,5-2,0
Convexidad:+
Tamano: ++

W50 |Forma: Circulares y  otras[Tipo de Crecimiento: sedimentado y

irregulares

Textura: Lisa

Color: café oscuro
Consistencia: no resistentes,
disuelven con facilidad
Opacidad: Brillante

Elevacion: +

Convexidad:+

Tamano: +

se

suspendido

Suspension: +++

Agregacion: +

Formacién de grumos: -
Coloracion: blanquecino
Formacion de velo: -
Crecimiento (DOgyonm): 0,7-1,5
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Leyenda

Forma:
Circulares/irregulares/otras
formas especificas

Textura: Lisa, Rugosa, mixta

Color: Cafeé claro/café
oscuro/ blanquecino /
negro.

Consistencia: No
resistentes/firmes-/facilidad
de disolver

Opacidad: Brillante/opaca

Elevaciéon: muy elevada
(+++), medianamente
elevada(++), poco
elevada(+), sin elevacion(-)

Convexidad:
Completamente
convexa(+++), convexa en el
centro(++), leve
convexidad(+), concava(-)

Tamafo: Colonias de gran
tamafno(+++), medianas(++),
pequefias(+)

Tipo de Crecimiento:
sedimentado o suspendido o
ambos

Suspension: gran
turbidez(+++), mediana
turbidez(++), poca turbidez(+),
sin turbidez(-)

Agregacion: gran cantidad
de agregado en el fondo del
tubo(+++), mediana
cantidad(++), poca
cantidad(+), nula(-)

Formacion de grumos:
forma muchos grumos(+++),
medianamente(++), pocos
grumos(+), no forma(-)

Coloracién: Negro/café
oscuro/claro/blanquecino

Formacion de velo: forma
velo(+), no forma(-)

Crecimiento: Densidad
Optica a las 48 hrs a 600nm
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5.3 Presencia de capsula en aislados clinicos de P. gingivalis y cepas de

referencia.

Como fue descrito anteriormente, W50 es una cepa capsulada y por lo tanto
mas virulenta que la cepa 33277, que no posee capsula (Bostanci y Belibasakis,
2012). En este trabajo se estudio la presencia de capsula en todos los aislados

clinicos utilizando la técnica de tincion con tinta china.

En general, tanto los aislados de pacientes con periodontitis cronica como
los de individuos sanos, mostraron presencia de capsula. La Unica excepcion fue
el aislado clinico H1 que no present6 cdpsula (TABLA N°5). Como control de la
técnica se realizé tincion de capsula también en las cepas W50 y 33277; los
resultados demostraron que solamente la primera es capsulada, tal como se habia

reportado previamente (Bostanci y Belibasakis, 2012).
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TABLA N° 5. Examen microscopico para evaluar la produccion de capsula de los
aislados clinicos y de las cepas de referencia. Se muestran imagenes tomadas
con un aumento total de 100x al microscopio Optico de las células bacterianas de
cada uno de los aislados clinicos y cepas de referencia. La zona clara alrededor

de las células indica la presencia de la capsula.

Cepa/Aislado Presencia Fotografia al Cepa/Aislado Presencia Fotografia al
clinico de capsula | microscopio 6ptico clinico decapsula microscopio optico
100x 100x
H1 CP1
+
H2
CcpP2
+
+
H3
CP3
+
ATCC33277 g
Cpa
W50
+
+
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5. 4 Capacidad de formacion de Biopeliculas in vitro de aislados clinicos de

P. gingivalis y cepas de referencia

Un elemento clave para la supervivencia bacteriana es la capacidad de
crear un nicho ecolégico protegido donde las bacterias se pueden propagar con
éxito. Asi es como las bacterias que habitan en la cavidad oral son capaces de
persistir en ella, mediante la adhesion a una variedad de superficies, tales como la
pelicula salival adquirida en la superficie de los dientes, las células gingivales
epiteliales, o las interacciones con otras bacterias. Sin una adhesion adecuada, las
bacterias son arrastradas y eliminadas, siendo incapaces de formar este nicho. Es
por esto que la adherencia y el desarrollo de biopeliculas son fundamentales para

la persistencia en la cavidad oral.

En el contexto de nuestro estudio, evaluamos la capacidad de los aislados
clinicos de formar biopeliculas in vitro, para relacionar estos resultados con

caracteristicas de la envoltura celular.

De esta manera, se observd que todos los aislados clinicos de P. gingivalis
formaron mas biopelicula que las cepas de referencia. En general, no se
encontraron diferencias significativas entre las muestras de individuos sanos y
enfermos, a excepcién de uno de los aislados de pacientes con periodontitis
cronica (CP3), que presentd una mayor capacidad de formar biopeliculas en
comparacion con todas las otras cepas y aislados clinicos (FIGURA N°6).
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Formacion de biopeliculas
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FIGURA N° 6.- Cuantificacion de la formacion de biopeliculas por cada uno de los
aislados clinicos y cepas de referencia W50 y 33277 de P. gingivalis. La
absorbancia medida a una DO4g NmM es proporcional a la cantidad de biopelicula
formada. Las barras representan las desviaciones estandar de 5 experimentos
realizados de manera independiente en triplicado. El andlisis estadistico se realiz6
mediante el test “one way ANOVA” y post-test “Dunnett”’. *** indica diferencias
significativas considerando un valor de p<0,001.

5.5 Evaluacioén de la Carga superficial y polaridad de los aislados clinicos y

cepas de referencia de P. gingivalis.

Ha sido reportado que mutantes incapaces de sintetizar polimeros
capsulares, presentan una menor hidrofobicidad superficial y en consecuencia un
aumento en autoagregacion de las células de P. gingivalis (Davey et al., 2006).
Por lo tanto, las diferencias observadas en la autoagregacién de los aislados
clinicos en medio liquido podrian estar relacionadas con diferencias en la carga

superficial. Mas adn, es posible especular que los aislados que presentaron una
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mayor agregacion, deberian tener una menor carga superficial y una mayor
hidrofobicidad. Para evaluar estas propiedades, se utilizaron dos aproximaciones
experimentales: ensayos de union a citrocromo C y ensayo de afinidad por N-

hexadecano y cloroformo.

Citocromo C es una proteina con actividad enzimatica, cuyo sitio activo
contiene un centro de hierro. Cuando esta proteina se encuentra en reposo, el
grupo hierro se encuentra oxidado (Fe®*") y cuando se une a un sustrato, se inicia
un transporte de electrones donde éstos son donados a ese sustrato (reaccion de
oxido-reduccion). Por lo tanto, cuando una bacteria posee una carga negativa
superficial alta, tendra una mayor afinidad por esta proteina, debido a que tiene

una mayor capacidad para donar electrones.

La mayoria de los aislados clinicos, excepto CP3, mostraron una baja
unién a citocromo C en comparacion con la cepa de referencia 33277 y en menor
grado con la cepa W50. EIl aislado CP3 presentd la menor carga negativa neta
superficial, en comparacién a todos los otros aislados y también a las cepas de
referencia (TABLA N° 6).
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TABLA N°6. Evaluacion de carga superficial bacteriana. Los valores representan
los porcentajes de unién a Citocromo C luego de su incubacion con la bacteria por
10 minutos a temperatura ambiente. Los valores corresponden a los promedios y

las desviaciones estandar de los 5 experimentos independientes realizados en

triplicado.
Aislado clinico / Cepa Porcentaje de Unién a Cit C

H1 62,2+6*

H2 67,7+9"*

H3 70,1+ 2*
CP1 75,9+ 3*
CP2 69,0+ 4*
CP3 11,27+ 8
CP4 58,4+ 10*
33277 124+ 9
W50 31,7+ 8*

*Representa el porcentaje de unién a citocromo C con significancia estadistica

considerando un valor de p<0,05.en comparacion a la cepa de referencia 33277.
Se aplico el test “one way ANOVA y el post-test de “Dunnett”.

Ya que se ha demostrado que los mecanismos asociados a la adhesion
bacteriana dependen, en parte, de la hidrofobicidad superficial de la bacteria, la
siguiente aproximacion experimental en este punto fue realizar ensayos de
adherencia a solventes (Microbial adhesion to solvents (MATS)). Estos ensayos se
basan en la comparacion de la afinidad de células microbianas a un solvente polar
y a un solvente no polar. La mayor afinidad de una bacteria por el cloroformo, un
solvente acido, se debe a que las bacterias bajo estudio presentarian propiedades
basicas o dadoras de electrones. El caracter dador de electrones puede atribuirse
a la presencia de grupos basicos en la superficie celular, como por ejemplo,

grupos carboxilatos (COOY), fosfatos (PO, y grupos aminos (NH). Por el
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contrario, una mayor afinidad por N-hexadecano implicaria que la bacteria
presenta una mayor hidrofobicidad en los componentes de su envoltura (Bellon-
Fontaine et al., 1996).

Antecedentes previos reportaron que la cepa ATCC 33277, es altamente
afin a N-hexadecano vy por lo tanto mas hidrofébica que W50 (Rosenberg et al.,
1991). Nuestros resultados indican que casi todos los aislados clinicos de P.
gingivalis, a excepcion de CP3, CP4, asi como W50 son altamente afines al
cloroformo. CP3 y CP4 presentaron una afinidad por N-hexadecano
significativamente mayor que los otros aislados y mas similar a la de ATCC 33277.
En cuanto al aislado CP1, este present6 una afinidad similar por cloroformo y por
N-hexadecano, lo cual podria indicar que presenta una superficie con una
polaridad intermedia. Por otra parte, en los ensayos de unién a citocromo C,
presentaba alta afinidad a esta proteina, y debido a que su afinidad por cloroformo
fue levemente mayor, sugerimos que tendria una tendencia a presentar una menor

hidrofobicidad y una mayor carga negativa superficial (TABLA N°7).
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TABLA N° 7. Evaluacion de la polaridad superficial de los aislados clinicos y
cepas de referencias, de acuerdo a su respectiva afinidad a los solventes
Cloroformo y N-Hexadecano. Se realizaron 3 ensayos MATS independientes por
triplicado con los 2 solventes de acuerdo a lo descrito en materiales y métodos.
Los valores indican los porcentajes de afinidad a cada solvente y sus desviaciones
estandar de los 3 experimentos realizados de manera independiente y al realizar
el andlisis estadistico.

Pacientes sanos Pacientes con Periodontitis Gepas d.e
referencia
H1 H2 H3 CP1 cpP2 cP3 CP4 33277 W50

Hexadecano | 22+4/-2 | 474/-5 | 41+/-8 |59+/-6 |36+/-2 |94+/-7 | 74+/-3 | 65+/-8 | 33+/-8
¥ * * * * *

Cloroformo | 90+/-5 | 89 ;/-3 72 ;/~ 4 | 534/-5 84;/— 1|424/-4 | 464/-3 | 52+/-2 |76 :rk/~8
*

*Representa el porcentaje de wunibn a N-Hexadecano y a Cloroformo
respectivamente, con significancia estadistica en comparacion a la cepa de
referencia 33277. Se aplicé el test “one way ANOVA vy el post-test de “Dunnett”.

5.6. Extraccidon y caracterizacion del LPS de aislados clinicos y cepas de

referencia de P. gingivalis.

Como se comentd anteriormente, la morfologia de las colonias se asociaria
con la presencia de ciertos componentes de la superficie bacteriana, tales como
hidratos de carbono, los que a su vez podrian estar relacionados con la resistencia
a compuestos antimicrobianos (Drenkard et a, 2002; Go6tz et al, 2004; Haussler et
al, 2003), Ademas, cambios en la autoagregaciéon bacteriana y la morfologia de las
colonias han sido relacionados con ciertas modificaciones en el LPS (Yamaguchi
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et al, 2010). Por lo tanto se aisl6 LPS a partir de cada uno de los aislados clinicos
y de las cepas de referencia, y se caracterizaron sus perfiles electroforéticos en
geles SDS-PAGE-tricina.

Los aislados de pacientes con periodontitis CP1, CP2 y CP4 presentaron
un LPS completo, donde se puede observar la presencia del lipido A-core y
moléculas de antigeno O distribuidas de manera uniforme de bajo y alto peso
molecular, similar al perfil de ambas cepas de referencia (33277 y W50). . CP3, en
tanto, present6 una distribucion de largos de cadena de AgO diferente a las cepas
de referencia, con una distribucion de largos de cadena mas aleatoria.
Interesantemente, los aislados provenientes de individuos sanos, no presentaron
moléculas de AgO de alto peso molecular (FIGURA N° 7), mas aln se observa
qgue la regién del lipido A-core tiene una menor movilidad electroforética (se ve

mas arriba en el gel), lo que sugiere que poseen un mayor peso molecular.
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FIGURA N°7.- Perfiles de LPS de aislados clinicos de P. gingivalis, obtenidos de
pacientes con periodontitis crénica, de individuos sanos, y de las cepas de
referencia. Las muestras se analizaron por electroforesis en gel de Tricina-SDS-
poliacrilamida seguido por la tincion con plata. La carga bacteriana fue
estandarizada al inicio del protocolo de extraccion. En la figura se muestran: carril
1: W50, carril 2: ATCC 33277, carril 3-6: aislados clinicos de pacientes con
periodontitis cronica (CP), carriles 7-9: aislados clinicos de individuos sanos (H).

Las diferentes regiones del LPS se indican a la izquierda.

5.7. Evaluacion del efecto de la infeccion por los diferentes aislados clinicos

de P. gingivalis en la viabilidad de células epiteliales gingivales.

Se ha descrito que P. gingivalis modula la apoptosis de células epiteliales
gingivales infectadas (Nakhijiri et al., 2001; Yilmaz et al., 2004; Stathopoulou et al.,
2009). En trabajos anteriores realizados en nuestro laboratorio se demostré que la
cepa de P. gingivalis W50 podia aumentar la sobrevida de la linea de células
epiteliales gingivales OKF6/TERT2, no asi la cepa 33277 (Gonzalez 2013). En
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este trabajo se determiné el efecto de todos los aislados clinicos de P. gingivalis
en la viabilidad de células OKF6/TERT2, mediante ensayos de MTS.

Este ensayo permite determinar la viabilidad celular mediante la determinacion
espectrofotométrica de un compuesto coloreado derivado del metabolismo
mitocondrial (formazan). Este valor de absorbancia es directamente proporcional a
la actividad mitocondrial, lo que se correlaciona con la viabilidad celular (Scudiero
et al., 1988).

Se realizaron ensayos de MTS en células OKF6/TERT2 a tiempos tempranos
(2h), tiempos intermedios (12h) y tiempos tardios (24h) post-invasion, de acuerdo

a lo descrito en materiales y métodos.

Como se observa en la Figura N°8, ni las cepas de referencia, ni los aislados
clinicos de sanos y enfermos, afectaron la viabilidad de las GECs luego de las 2
horas de incubacién, post 90 minutos de invasién, en comparacion con las células

sin infectar (control)
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FIGURA N°8.- Efecto de aislados clinicos de P. gingivalis sobre la viabilidad de
células OKF6/TERT2 a tiempos tempranos de infeccion. Absorbancia de células
OKF6/TERT2 medida a las 2h post invasion con los aislados clinicos de P.
gingivalis provenientes de pacientes sanos (H1, H2, H3) y con periodontitis cronica
(CP1, CP2, CP3, CP4) y cepas de referencias (W50 y 33277). Los resultados
corresponden al promedio de 3 experimentos independientes realizados en
triplicado, donde * indica diferencias significativas considerando un valor de
p<0,05.

Posteriormente, se determind la viabilidad de células OKF6/TERT2 a
tiempos intermedios de infeccion (12 h, post 90 min de invasion) con las diferentes
cepas y aislados de P. gingivalis. A este tiempo, se observé un leve aumento de la
viabilidad de células infectadas con los aislados H1, CP2, CP3 Y CP4 (FIGURA
N°9).
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FIGURA N°9.- Efecto de P. gingivalis sobre la viabilidad de células OKF6/TERT2 a
tiempos intermedios de infeccidon. Absorbancia de células OKF6/TERT a las 12h
post invasion con los aislados clinicos de P. gingivalis provenientes de pacientes
sanos (H1, H2, H3) y con periodontitis crénica (CP1, CP2, CP3, CP4) y cepas de
referencias (W50 y 33277). Los resultados corresponden al promedio de 3
experimentos independientes realizados en triplicado, donde * indica diferencias
significativas considerando un valor de p<0,05 y ** indica diferencias significativas
considerando un valor de p<0,01 y ** indica diferencias significativas

considerando un valor de p<0,001.

Finalmente, se determino la viabilidad de células OKF6/TERT2 a tiempos
tardios de infeccion (24 h, post 90 min de invasion). En esta condicion observamos
un aumento significativo de la absorbancia en los pocillos de células infectadas
con P. gingivalis provenientes de los aislados clinicos de un paciente sano (H2),
de tres aislados de pacientes con periodontitis cronica (CP2, CP3 Y CP4) y de la

cepa de referencia W50. Cabe destacar que el aumento observado en las cepas
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CP3 y CP4 es casi tres veces mayor que el control y casi dos veces superior que
la cepa de referencia W50. Por su parte, las células infectadas con la cepa 33277
y los aislados clinicos H1 Y CP1 no presentaron diferencias significativas en la
absorbancia. Las células infectadas con el aislado clinico H3 presentaron una
disminucién estadisticamente significativa en la absorbancia, lo que sugiere una
disminucién en la viabilidad de las células (FIGURA N°10).
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FIGURA N°10.- Efecto de P. gingivalis sobre la viabilidad de células OKF6/TERT2
a tiempos tardios de infeccion. Absorbancia de células OKF6/TERT a las 24h post
invasion con los aislados clinicos de P. gingivalis provenientes de pacientes sanos
(H1, H2, H3) y con periodontitis crénica (CP1, CP2, CP3, CP4) y cepas de
referencias (W50 y 33277). Los resultados corresponden al promedio de 3
experimentos independientes realizados en triplicado, donde * indica diferencias
significativas considerando un valor de p<0,05 y ** indica diferencias significativas
considerando un valor de p<0,01 y ** indica diferencias significativas

considerando un valor de p<0,001.
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6. DISCUSION

P. gingivalis es un microorganismo asociado a la progresion de la
enfermedad periodontal y si bien se ha avanzado en la dilucidacion de las
comunidades microbianas mas frecuentemente involucradas en la transicion de
salud a enfermedad que indican que existe un delicado balance ecoldgico entre
sus miembros (Abusleme et al., 2013), existe aiin mucho por dilucidar respecto a
los mecanismos moleculares involucrados en la interaccion que estos
microorganismos establecen con las células hospederas. En este sentido, conocer
sobre los mecanismos de virulencia de P. gingivalis y como este microorganismo
interactia con la célula hospedera durante el curso de la patologia, es de gran

relevancia.

En primer lugar es importante remarcar que una de las limitaciones de este
estudio fue el nimero de individuos incluidos (4 pacientes con periodontitis crénica
y 3 pacientes sanos periodontalmente). Uno de los motivos fue la dificultad para
aislar la bacteria desde muestras de placa subgingival de paciente sanos, lo cual
podria explicarse por la baja prevalencia de P. gingivalis en este tipo de individuos
(Aas et al., 2005).

A pesar de este bajo numero de muestras, una ventaja importante de
nuestro estudio es que se evaluaron una serie de caracteristicas fenotipicas de
estos aislados para relacionarlos con caracteristicas de su virulencia. Asi, se pudo
realizar una comparacion de estos aislados clinicos con cepas de referencia, y
ademas correlacionar las caracteristicas estudiadas con los signos clinicos que

presentaba cada paciente.

En cuanto a la caracterizacion macromorfolégica de cada uno de los
aislados, pudimos observar que existen diferencias en el crecimiento en medio

sélido, la macromorfologia y la autoagregacion de las colonias de aislados de
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pacientes con periodontitis crénica e individuos sanos (FIGURAS N° 4 y 5). Esto
podria deberse a que los aislados de ambos grupos poseen diferencias a nivel
genético o que expresan diferentes proteinas de acuerdo al ambiente en el que se
encuentran. Es asi como en un trabajo recientemente publicado se ha demostrado
que a partir de muestras de placa subgingival provenientes de pacientes con
enfermedad periodontal, presentan una mayor cantidad de genes y expresion de
proteinas involucradas en la sintesis de toxinas celulares como genes para LPS o
colagenasa PrtC y que existe una fuerte asociacion entre la estructura de las
comunidades bacterianas subgingivales y el estado periodontal de un individuo
(Wang et al., 2013).

En otros trabajos publicados previamente, se demostré que existe una
correlacion entre la virulencia de P. gingivalis y variaciones en el color, la
morfologia y la hidrofobicidad de las colonias (Takeda et al., 2008; McKee et al.,
1988). De la misma forma, la composicion de la capsula, los defectos en la
biosintesis de LPS, reduccion de la actividad de las proteasas gingipainas,
aumento de la autoagregacion, y el aumento de la formacion de biopeliculas han
sido implicados en estas diferencias en el crecimiento colonial (Yamaguchi et al ,
2010). En el trabajo de Yamaguchi (2010), los autores demuestran que la
pigmentacién colonial en placas de agar sangre se relaciona con la
hemaglutinacion y la actividad de Arg-gingipaina (RGP) y Lys-gingipaina (Kgp),
ademas de otros factores de virulencia. Esto se explicaria por la presencia de
complejos gingipaina-adhesina en la superficie de la célula bacteriana que
modifican la pigmentacion de las colonias, asi como alteraciones en la superficie
de la bacteria se correlacionan con cambios en la capacidad de autoagregacion, y

con la formacion de biopeliculas.

Ademas, como se indicé anteriormente, la hidrofobicidad de las células
bacterianas afecta su afinidad con otras bacterias y asi su capacidad de
autoagregacion (Narimatsu et al., 2004). Sin embargo, Yamaguchi et al. (2010),

demostraron que una cepa mutante de P. gingivalis, en un gen putativo de la
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glicosiltransferasa, el cual tiene un dominio comdn para esta enzima en su
extremo N-terminal, y que fue denominado gtfA, presentaba una disminucion
considerable en la autoagregacion cuando era deficiente para este gen, en
comparacion a la cepa silvestre, presentando también una mayor hidrofobicidad
en su membrana y su capacidad de adherirse a células epiteliales se veia
severamente afectada, por lo tanto sus resultados sugirieron que este gen seria
necesario para la autoagregacion de P. gingivalis y jugaria un rol importante en la
patogenicidad de esta bacteria por la regulacion de la adhesion. Pero por otro
lado, se sugiere que la habilidad de autoagregar de P. gingivalis, no puede ser

explicada solamente por la hidrofobicidad de la membrana superficial.

En nuestro estudio, los aislados clinicos provenientes de pacientes con
periodontitis cronica CP3 Y CP4, presentaron una alta hidrofobicidad y baja
autoagregacion, lo cual estd de acuerdo con los resultados de Yamaguchi et al.
(2010). Coherente con la alta hidrofobicidad observada, estos aislados clinicos
también presentaron una baja unién a Citocromo C, es decir una baja carga
negativa neta superficial (TABLA N°6). Interesantemente, estos aislados provenian
de pacientes que presentaban signos clinicos de periodontitis cronica mas severa
y de mayor extension (TABLA N°3), en comparacion a los aislados CP1 y CP2.
Por el contrario, los aislados provenientes de donantes sanos, presentaron en

general una baja hidrofobicidad y una alta carga negativa superficial (TABLA N° 7).

En cuanto a la relevancia de la carga neta superficial durante la infeccion,
se ha reportado que una alta carga negativa en la bacteria, estaria relacionada
con una mayor susceptibilidad a péptidos catiénicos (Hancock and Sahl 2006;
Wang et al. 2010), pudiendo asi ser eliminados mas facilmente por el sistema
inmune innato. Nuestros resultados fueron coherentes con esta idea; asi, los
aislados clinicos provenientes de pacientes sanos (H1, H2 Y H3), que presentaron
una alta carga negativa neta superficial, presentaron una alta susceptibilidad a
péptidos catidnicos (Diaz et al., 2014). Sin embargo, aln cuando algunos de los

aislados clinicos provenientes de pacientes con periodontitis cronica también
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presentaron una alta carga negativa neta superficial (CP1 Y CP2), fueron menos
susceptibles a péptidos catidnicos, por lo que sugerimos que otros factores de

virulencia deben de estar involucrados en dicha susceptibilidad.

En relaciéon a la capsula de P. gingivalis- asi como en otras bacterias Gram
negativo y también Gram positivo, es importante mencionar que ésta se relaciona
con una mayor virulencia (Grenier et Mayrand, 1987, Van Steenbergen et al.,
1987). La capsula de P. gingivalis se compone principalmente de glucosa,
glucosamina, galactosa, 2-acetamido-2-deoxy-D-glucosa, galactosamina y los
acidos galactosaminurdnico, manuronico, glucorénico y galacturénico y en base a
su inmunogenicidad, se han descrito 6 serotipos capsulares (K) diferentes,
denominados K1, K2, K3, K4, K5 y K6 (Laine et al., 1996).

Estos seis serotipos (K1-K6) de P. gingivalis poseen distinta virulencia
tanto in vitro como en modelos animales. Cuando los 6 serotipos capsulares se
inocularon subcutdneamente en animales de experimentacién, se observd un
proceso infeccioso severo tipo flegmoén, asociado a Ulceras y/o necrosis de piel y
muerte del animal. En contraste, al inocular con una cepa de P. gingivalis carente
de cépsula, sb6lo se observaron abscesos localizados, demostrandose la
importancia en la virulencia de la cdpsula extracelular. Por otro lado, cuando en
modelos murinos, se evalud la respuesta de los macrofagos ante los distintos
serotipos K de P. gingivalis (Schifferle et al., 1989), las quimioquinas MIP-2,
JE/MCP-1, KC y RANTES aumentaron su expresion en presencia del serotipo K1
en comparacion a los otros serotipos. Lo anterior sugiere una respuesta

quimiotactica diferente inducida por los distintos serotipos K de P. gingivalis.

Esto podria explicarse porque la cépsula juega un rol importante en la
evasion del sistema inmune del huésped, como lo es la evasion de la fagocitosis,
promoviendo la sobrevida de la bacteria al interior celular e incrementando su

virulencia (Singh et al., 2011).
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Como se ha sefialado anteriormente, estd bien documentado que la
agregacion de bacterias orales juega un papel importante en el desarrollo de la
placa bacteriana oral (Handley et al., 2003). Asi es como en el estudio de Davey et
al., (2006) se propuso que una supresion de la expresion de la capsula provocaria
un cambio en las propiedades superficiales de la cepa capsulada W83, como lo es
la autoagregacién o capacidad de formacién de biopeliculas. Anteriormente, se
habia propuesto que la autoagregacion podia ser atribuida a las interacciones
mediadas por la fimbria mayor (Kuramitsu et al., 1997). Sin embargo, en el mismo
estudio antes mencionado de Davey, demostraron que la cepa W83, aun no

expresando fimbria, presentaba una alta autoagregacién bacteriana.

De acuerdo con estos resultados, se ha postulado que una variedad de
proteinas de superficie quedan expuestas cuando los polisacaridos capsulares no
estan presentes. Asi, a diferencia de las interacciones celulares mediadas por
estructuras poliméricas tales como las fimbrias o la capsula, que se encuentran
mucho mas expuestas en la superficie de la célula bacteriana, en la
autoagregacion mediada por proteinas de superficie no capsulares, se genera un

contacto mucho mas intimo o cercano y por lo tanto una mayor autoagregacion.

En nuestro trabajo, observamos que la mayoria de los aislados clinicos
obtenidos tanto de individuos sanos como con periodontitis cronica, presentaron
capsula, excepto H1. Esto sugiere por una parte que la capsula es importante en
la colonizacion, sin embargo para la progresion de la patologia se requeririan otros

factores de virulencia.

La formacion de una biopelicula involucra la unién especifica de las células
a una superficie y el crecimiento sobre ella, seguido por desprendimiento y la

difusién a un nuevo sitio para iniciar el ciclo de nuevo (O’Toole et al., 2000).

Davey et al. (2006), evaluaron como la produccion de la capsula afectaria la
formacion de biopeliculas por P. gingivalis. Sus resultados indican que la

produccion de capsula bloquea la formacion de biopelicula, y por tanto, sugieren
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que la presencia de cpsula se relacionaria mas bien con la diseminacion del
microorganismo y no con la adherencia y formacién de biopelicula. En otro
estudio reciente se demostré que una mutacion en el gen PG0106, que comparte
gran similitud con el gen gtfA de la glicosiltransferasa y que se encuentra
involucrado en la sintesis de cépsula, inhibe la autoagregacion, la union a las
células epiteliales gingivales y la maduracién de fimbrias en la superficie de P.
gingivalis (Yamaguchi et al., 2010). Asi, muchas y diferentes interacciones de P.
gingivalis con superficies, como las células epiteliales gingivales y entre otras
células bacterianas, son mediadas por moléculas de superficie, como gingipainas,
fimbrias, polimeros capsulares, entre otras. Mas aun, es probable que estas
moléculas sean esenciales para la iniciacién y el desarrollo de estas biopeliculas
(Davey et al., 2006).

En nuestro trabajo no encontramos diferencias significativas respecto a la
formacién de biopeliculas entre pacientes sanos y con enfermedad periodontal, sin
embargo es importante destacar que uno de los aislados de pacientes con
periodontitis crénica (CP3) formo6 una gran cantidad de biopelicula. Este aislado
también presentdé una alta hidrofobicidad, baja autoagregacion y baja carga
negativa superficial. Estas caracteristicas podrian correlacionarse con parametros
clinicos como una importante pérdida de insercién y la gran extensién de la
enfermedad periodontal en boca con sacos periodontales de gran profundidad. El
aislado CP4, también obtenido de un paciente con signos clinicos severos,
igualmente presentd una alta capacidad de formacion de biopeliculas y una
hidrofobicidad baja, pero en menor proporcibn que CP3, mostrado en los

resultados de unidn a citocromo C y su afinidad por N-hexadecano.

Es importante que si bien la capsula es relevante en el desarrollo de las
interacciones responsables de la formacién de biopeliculas, no es la Unica
molécula superficial a tener en consideracion. Como ya comentamos, Davey et al.

(2006) demostraron que la alteracion de la estructura de componentes expuestos
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a la superficie bacteriana, especialmente de polisacaridos de superficie, aumentan
la autoagregacion y la formacion de biopeliculas. Interesantemente, estas
estructuras no solo se refieren a los polisacaridos capsulares, sino también al LPS

y de otros factores aun no conocidos.

Asimismo, la presencia de ciertos componentes de la superficie bacteriana,
tales como hidratos de carbono también afectaria la morfologia de las colonias.,.
En particular, se han relacionado ciertas modificaciones en el LPS bacteriano con
cambios en la autoagregacion y la morfologia de las colonias (Drenkard et a,
2002; Go6tz et al, 2004; Haussler et al, 2003, Takada et al, 1998, Yamaguchi et al,
2010).

En nuestro estudio, demostramos que existen diferencias en la morfologia
de las colonias, la capacidad de agregacion en medio liquido y la produccién de
LPS entre los aislados clinicos provenientes de pacientes con periodontitis crénica
y los de individuos sanos. Estos ultimos, corresponden a colonias rugosas, lo cual
puede relacionarse con la ausencia de la region del AgO del LPS. Ademas,
presentaron una mayor capacidad de autoagregacién en medio liquido y mayor
sensibilidad a péptidos catidénicos segun los resultados de Diaz et al. (2014,
manuscrito en revision). Ademas en el estudio ya mencionado de Wang et al.
(2013), donde demostraron que hay cambios en la expresibn de genes
involucrados en la sintesis del LPS u otras toxinas celulares, en muestras de
individuos con periodontitis, cabe mencionar que si bien estos cambios podrian
deberse a alteraciones en los patrones de produccion del LPS relacionados con la
respuesta inmune contra la bacteria, no es posible descartar a priori, que esta
molécula también esté involucrada en la interaccién entre bacterias, con la célula

epitelial, y mas aun en la agresividad de la infeccion.

Finalmente, en este estudio se investigd si las diferencias fenotipicas
descritas de los aislados clinicos pueden relacionarse con la viabilidad de células

epiteliales gingivales. Antecedentes previos de nuestro laboratorio indican que la
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cepa W50 aumenta la viabilidad de células epiteliales gingivales, a diferencia de la
cepa 33277 que es menos virulenta (Gonzalez, 2013). Por ello seria interesante
evaluar si la presencia de capsula afecta la viabilidad de células epiteliales

gingivales o podria relacionarse incluso a un factor que no hayamos analizado.

La infeccion de todos los aislados clinicos y cepas de referencia utilizadas
de P. gingivalis fueron capaz de aumentar o al menos mantener la viabilidad de
células OKF6/TERT2 de forma diferencial. Como observamos, a las 2 horas no
hubo variacion significativa de la viabilidad de las células infectadas por los
aislados clinicos, pero a las 12 horas ya existian diferencias estadisticamente
significativas entre algunos de los aislados de pacientes sanos y de pacientes con
periodontitis cronica, respecto al control, donde se observé que los aislados H1,
CP2, CP3 y CP4 comenzaron a aumentar la viabilidad de las células OKF6/TERT2
y no asi con las cepas de referencia. Ahora bien, a las 24 horas, si se observo
gue en general los aislados de pacientes con periodontitis aumentaron la viabilidad
celular de forma significativa, sobre todo CP3 Y CP4. Con estos resultados
podemos sugerir que existe un aumento en la viabilidad celular, mediada por la
infeccién por P. gingivalis y que a partir de las caracteristicas estudiadas, es
posible especular diferencias en propiedades de la envoltura celular que podrian

explicar las diferencias observadas sobre la viabilidad de GECs.

Existen ciertos antecedentes en la literatura que apoyan esta hipotesis.
Irshad et al. (2012), demostraron la importancia de la capsula en el proceso de
invasion de fibroblastos gingivales por P. gingivalis. Asi, la cepa capsulada W83
invadia mas efectivamente este tipo celular, que la cepa no capsulada HG91 y que
una cepa W83 mutante defectuosa en la capsula. Respecto a nuestros aislados
clinicos, queda aun por evaluar sus habilidades para invadir GECs. Lo anterior es
relevante, ya que no se ha demostrado si el efecto de P. gingivalis sobre la
viabilidad de estas células es durante la invasion propiamente tal (entrada de la
bacteria a la célula), o en etapas previas de adhesion u otro tipo de interaccion. Si

bien este proceso de colonizacion de las células del tejido gingival no se encuentra
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completamente dilucidado, es posible especular que existe un amplio rango de
interacciones posible entre la bacteria y la célula. Mas aun, en estas multiples
interacciones posibles, podrian estar involucradas moléculas superficiales muy
variadas —tanto bacterianas como del hospedero- que podrian dar cuenta de la

respuesta final de la GEC en términos de su viabilidad.

A pesar de ello, en nuestro trabajo identificamos la presencia de capsula en
la mayoria de los aislados clinicos, lo que sugiere que la sola presencia de la
capsula no contribuye al aumento en la viabilidad de células epiteliales gingivales,
pero si podria estar involucrada en la colonizacion y establecimiento de la bacteria
en la biopelicula subgingival. Por otra parte, Wang et al. (2013) demostraron que
bacterias aisladas desde placa subgingival de pacientes con periodontitis
presentan distintos patrones de expresidon de genes relacionados con la
produccion de LPS, de la quimiotaxis bacteriana, formacion flagelar y biosintesis
de toxinas. Si bien este estudio no apunta exclusivamente a P. gingivalis, es
importante rescatar que existiria una modificacion de la produccion de LPS
fuertemente asociada al proceso de enfermedad.

Por lo tanto frente a estos resultados, es relevante que en estudios futuros
se siga apuntando a la importancia de otros factores diferentes de la capsula,
como el LPS. En relacion a esto, como fue mencionado en la introduccion, el LPS
se ha asociado a una disminucion de la respuesta apoptética en neutréfilos
(PMNN) (Hiroi et al, 1998) y monocitos (Zaric et al., 2010), mediante su interaccion
con receptores Tipo Toll (Murray y Wilton, 2003). Asi con todos estos ultimos
avances, podriamos sugerir que el LPS de P. gingivalis contribuye a la

supervivencia de la célula hospedera.

Es importante considerar que el aumento de viabilidad celular debe
complementarse con ensayos que permitan discernir si este efecto debe a una
menor apoptosis de las GECS o a otro mecanismo de muerte celular. Mediante la
deteccion del marcador apoptdtico Anexina V, en nuestro laboratorio,
demostramos que W50 disminuye los niveles de apoptosis de las células
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infectadas, lo que se correlaciona con una mayor viabilidad de la células
(Gonzélez, 2013). Por lo tanto, esperariamos que los aislados clinicos que
aumentaron la viabilidad de las células infectadas, también presentaran menores

niveles de apoptosis.

Interesantemente, los aislados clinicos CP3 Y CP4, presentaron un
considerable aumento de la viabilidad de las células OKF6/TERT2, una alta
capacidad de formar biopeliculas, baja carga negativa neta superficial y alta
hidrofobicidad. Adicionalmente, es importante considerar que justamente estas
muestras provenian de pacientes con un cuadro clinico de gran severidad y
extension. Por lo tanto, sugerimos que todas estas caracteristicas en conjunto,
podrian explicar la generacion de signos clinicos de una periodontitis mucho mas

severa.

Finalmente, cabe mencionar que respecto al tratamiento convencional
periodontal, donde se realiza una eliminacion del tartaro supraginigval como
también de la placa subgingival a través del curetaje por sitios afectados por la
enfermedad periodontal, es importante que estos estudios sigan llevandose a cabo
y generando nuevos avances en el conocimiento de la enfermedad, debido a que
si los patdgenos periodontales son capaces de internalizarse en las células
gingivales, evitar su fagocitosis, evadir la respuesta inmune y mas aun si fuese
factible que aumente la viabilidad de las células epiteliales gingivales en el
paciente, entonces sera necesario replantear y modificar en parte la terapia
periodontal, enfocada hacia una eliminacion no solo de la placa supra y
subgingival sino también del patdgeno a nivel intracelular, para evitar una

perduracion, recidiva y progresion de la enfermedad a largo plazo.

Con los resultados en esta investigaciéon, hemos podido avanzar en la
comprension de las diferencias observadas en un patdogeno de gran importancia
en la ecologia oral, en los estados de salud y enfermedad. Esto ademas abre

nuevos temas de investigacion que permitiran entender las diferencias en las
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sucesiones ecoldgicas de las comunidades microbianas que participan en el

balance del ecosistema bucal.

Nuestra investigacion sugiere que podria existir una asociacion entre ciertas
propiedades, principalmente relacionadas con caracteristicas superficiales de P.
gingivalis, y la agresividad y progresion de la periodontitis. Futuros trabajos de
nuestro laboratorio estaran enfocados a dilucidar cdmo estas caracteristicas
pueden afectar la estructura de la biopelicula subgingival y la respuesta inmune
asociada, y si es posible identificar un patron de factores de virulencia asociado a

salud y enfermedad.



67

7. CONCLUSIONES

Existen diferencias claras en caracteristicas macromorfologicas de las
colonias y en su crecimiento en medio liquido de aislados clinicos provenientes de

pacientes con periodontitis cronica e individuos sanos.

Aislados clinicos de P. gingivalis tienden a formar una mayor cantidad de
biopelicula que cepas de referencia, mientras que no se encontraron diferencias
significativas en la capacidad de formar biopeliculas de los aislados provenientes

de individuos con periodontitis en comparacion a individuos sanos.

Ciertos aislados clinicos provenientes de pacientes con periodontitis
cronica, que presentan cuadros clinicos de gran severidad y extension tendrian una
tendencia a presentar una baja carga negativa superficial y una mayor
hidrofobicidad en comparacion a aislados de pacientes sanos y aun de otros

individuos con periodontitis.

Existen diferencias notorias entre los perfiles de LPS de los aislados de P.
gingivalis de individuos sanos en comparacién a los provenientes de individuos
con periodontitis, y esto se encuentra correlacionado a diferencias encontradas en

caracteristicas macromorfologicas y de autoagregacion entre los aislados clinicos.

Caracteristicas de la envoltura celular, como una alta capacidad de
formacion de biopeliculas, una alta hidrofobicidad, una baja carga negativa neta
superficial, baja capacidad de autoagregacién de aislados de P. gingivalis,
estarian relacionadas a pacientes con una enfermedad periodontal muy avanzada
y de gran severidad, y tendrian la capacidad de aumentar considerablemente la
viabilidad de células epiteliales gingivales in vitro, lo cual sugiere posibles
indicadores de mayor virulencia de una cepa determinada de este P. gingivalis y

que deben ser estudiadas de manera mas exhaustiva.
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Si bien, el proceso de invasion, internalizacion, inhibicién de la apoptosis
celular de células epiteliales gingivales gatillado por P. gingivalis aln necesita ser
estudiado en mayor profundidad, en este estudio se demostr6 que provoca un
aumento de la viabilidad de las células OKF6/TERT2. Este efecto podria
relacionarse con diferencias existentes en las propiedades de la envoltura celular

de los aislados clinicos, como caracteristicas de la produccion del LPS.
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ANEXO N°1 CLASIFICACION DE PERIODONTITIS (ARMITAGE)

Chronic PeriodontitisT
A Localized
B. Generalized
Aggressive Periodontitist
A Localized
B. Generalized
IV, Periedontitis as a Manifestation of Systemic
Diseases
A, Associated with hematological disorders
|. Acquired neutropenia
2. Leukemias
3. Other
B. Associated with genetic disorders
|. Familial and cyclic neutropenia
Down syndrome
. Leukocyte adhesion deficiency syndromes
. Papillon-Lefévre syndrome
. Chediak-Higashi syndrome
Histiocytosis syndromes
. Glycogen storage disease
. Infantile genetic agranulocytosis
9. Cohen syndrome
10. Ehlers-Danlos syndrome (Types IV and VIII)
I'l. Hypophosphatasia
12, Other
C. Mot otherwise specified (NOS)
V. Mecrotizing Periodontal Diseases
A. Necrotizing ulcerative gingivitis (NUG)
B. MNecrotizing ulcerative periodontitis (NUP)
Abscesses of the Periodontium
A. Gingival abscess
B. Periodontal abscess

SRR T R IV

V.

C. Pericoronal abscess

VIl Periodontitis Associated With Endodontic Lesions
A. Combined periodontic-endodontic lesions

VIl Developmental or Acquired Deformities and Conditions
A. Localized tooth-related factors that modify or predispose

to plague-induced gingival diseases/periodontitis
|. Tooth anatomic factors

2. Dental restorations/appliances

3. Root fractures

4. Cervical root resorption and cemental tears

B. Mucogingival deformities and conditions around teeth

|. Gingival/soft tissue recession
a. facial or lingual surfaces
b. interproximal (papillary)
. Lack of keratinized gingiva
. Decreased vestibular depth
. Aberrant frenum/musdle position
. Gingival excess
a. pseudopocket
b. inconsistent gingival margin
c. excessive gingival display

(S R VY Iy S ]

d. gingival enlargement (See |.A3.and 1B4.)
6. Abnormal color

C. Mucogingival deformities and conditions on edentulous

ridges
. Vertical and/or horizontal ridge deficiency
. Lack of gingiva/keratinized tissue
. Gingval/soft tissue enlargernent
. Aberrant frenum/muscle position
. Decreased vestibular depth
. Abnormal color
D. Occlusal trauma
I. Primary occlusal trauma
2. Secondary occlusal trauma

oL s g et —

Gary C. Armitage. 1999. Development of a Classification System for Periodontal

Diseases and Conditions.
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semodonml que . 2 hace ¢ los ¢t con penodontitis ica severa
Myummmmdmmﬁm:m
nuunm-xummawwns.mwgmmm
coluies oo paticioen en 18 respuests inflamatoria del paciente frenie a la infeccion
perodonis.

2 Une muesine de Nuido gingival crevicular (liquido que mormalmente fluye
€7l encle y ol dienle v que esia presente en todos 10 sujetos). que se 1oma con una
T &k pEDE y Gue Do ticne ninglin inconveniente para ¢l paciente

J.-Ummd:mmmﬁféﬁu.»nuﬁpunaﬁma:q«euﬂmnmh
Faculiad de Odontologia. La mussira se toma en ¢l brazo, Ia cantidad es de 1S ml. v el
meomveniente puese ser un hematoma en ¢! brazo, en algunas oportunidades.
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