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RESUMEN

La periodontitis es una enfermedad infecciosa con un componente inflamatorio
cronico que se produce como resultado del desbalance entre los microorganismos que
conforman la biopelicula subgingival y la respuesta inmune del hospedero. La
colonizacién de microorganismos patdgenos y la respuesta inmunolégica desencadenada
que conducen a la destruccion de los tejidos de insercion de los dientes, como son el
hueso alveolar, el ligamento periodontal y el cemento radicular, resultan finalmente en la

pérdida de dientes.

La presencia de bacterias anaerobias Gram-negativo especificas en la biopelicula
subgingival es relevante en la etiologia y progresion de la periodontitis. Dentro de ellas
Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) es considerada un patégeno “clave” en el inicio
de la enfermedad periodontal. A pesar de presentarse en una baja abundancia en sitios
enfermos comparado con la microbiota oral total, esta bacteria es capaz de inducir
cambios en el microbioma oral y causar disbiosis, conduciendo al desarrollo de la
periodontitis. P. gingivalis ademas, es la bacteria més frecuentemente aislada en
pacientes con periodontitis crénica (P. cronica) y ha sido relacionada con la progresion de
esta enfermedad. No obstante, no esta claro por qué su presencia en individuos sanos no
se asocia con la enfermedad y los mecanismos que utiliza para el desarrollo y/o

progresion de la periodontitis tampoco han sido totalmente dilucidados.

Entre los factores de virulencia de P. gingivalis, el LPS destaca por su variabilidad
estructural la cual le otorga la capacidad de dirigir e incluso evadir la respuesta
inmunolégica del hospedero, asi como la actividad antimicrobiana de los péptidos
enddgenos, como es el caso de las defensinas (hBDs). P. gingivalis es capaz de reducir
su interaccion electrostatica con péptidos catibnicos como Polimixina B (PMB),
incrementando su resistencia por una de-fosforilacion mediada por una fosfatasa en la
posicion 4 del lipido A (gen PGN_0524). Junto con modificar su lipido A, P. gingivalis
sintetiza dos tipos de LPS (A-LPS y O-LPS) que difieren en la region del Antigeno O
polimérico (APS y AgO, respectivamente). Varios estudios sugieren que el lipido A es
relevante en la resistencia a PMB, sin embargo su relacién con la resistencia a otros

péptidos catidnicos presentes en la cavidad oral (hBDs) no ha sido estudiada, asi como
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tampoco se conoce el rol que pudieran tener otras estructuras del LPS, como el APS y

AgO en dicha resistencia.

Por lo anteriormente expuesto, en el presente trabajo se propuso determinar la
susceptibilidad de aislados clinicos de P. gingivalis, provenientes de individuos
clinicamente diagnosticados con periodontitis cronica (P. cronica) e individuos
periodontalmente sanos, en presencia de PMB y evaluar la participacion de la fosfatasa
4" del lipido A de P. gingivalis en la resistencia a PMB y las hBDs-1 a -4. Ademas, se
evaluo el rol de otras regiones del LPS como el AgO y/o APS en la resistencia a péptidos
cationicos, utilizando como modelo la PMB.

Nuestros resultados muestran que aislados de P. gingivalis de pacientes con P.
cronica presentan mayor resistencia a PMB respecto a aquellos obtenidos de individuos
sanos. Ademas, aislados de individuos sanos son significativamente menos susceptibles
a PMB respecto de la cepa de referencia ATCC 33277. Si bien una mutante que carece
del gen de la fosfatasa en la posicién 4" del lipido A es totalmente susceptible a PMB, la
presencia de este gen en los aislados no se correlaciona con la resistencia diferencial
observada, ya que todos los aislados presentaban el gen. Mas aun, en el andlisis
estructural del lipido A de los aislados se demostr6 la presencia de estructuras
fosforiladas en la posicion 47, tanto en aislados susceptibles como resistentes a PMB,
indicando que la composicién del lipido A de P. gingivalis no es el Unico factor
determinante en la resistencia de los aislados clinicos a PMB, y muy probablemente frente
a otros péptidos catiénicos, puesto que la mutante fue capaz de crecer incluso a las
concentraciones mas altas de las hBDs-1 a -4. Aislados de individuos sanos carecen de
moléculas de AgO de alto peso molecular y APS, sugiriendo que P. gingivalis presente en
individuos periodontalmente sanos no produce A-LPS o lo pierde. Finalmente, aislados de
pacientes con P. crénica carecen de moléculas de APS de bajo peso molecular,
sugiriendo que moléculas de AgO y APS de alto peso molecular son relevantes en la

resistencia diferencial de P. gingivalis a los péptidos cationicos PMB y hBDs-1 a -4.
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SUMMARY

Periodontitis is an infectious disease with a chronic inflammatory component that
occurs as result from imbalance between microorganisms forming biofilm and subgingival
host immune response. Pathogenic microorganisms colonization and the immune
response elicited lead to destruction of teeth insertion tissue such as: alveolar bone,
periodontal ligament and cementum, finally resulting in tooth loss.

The presence of specific Gram-negative anaerobic bacteria in subgingival biofilm is
relevant for the etiology and progression of periodontitis. Among them, Porphyromonas
gingivalis (P. gingivalis) is a "key" pathogen for the onset of periodontal disease. Although
present in diseased sites in low abundance compared to the total oral microbiota, this
bacterium is able to induce changes in the oral microbiome and cause dysbiosis, leading
to development of periodontitis. P. gingivalis is the bacteria most frequently isolated in
patients with chronic periodontitis and has been linked to progression of disease.
However, it is unclear how their presence in healthy individuals is not associated with
disease and the mechanisms for the development and/or progression of periodontitis have

not been completely understood.

Among P. gingivalis virulence factors the LPS noted for its structural changes
conferring the ability to orchestrate and subvert the host immune response, and to resist
endogenous peptides antimicrobial activity, such as defensins (hBDs). P. gingivalis
reduces its electrostatic interaction with cationic peptides as Polymyxin B (PMB) and
increases resistance by phosphatase lipid A 4’dephosphorylation (PGN_0524 gene).
Besides modify their lipid A, P. gingivalis synthesizes two different types of LPS (A-LPS
and O-LPS) differing at region of polymeric O antigen (OAg and APS, respectively).
Several studies suggest that relevance for lipid A in PMB resistance, but its relationship
with other cationic peptides resistance, relevant in the oral cavity (hBDs) has not been
studied, and the possible role for the other known structures in LPS, such as APS and

OAg in resistance.

By the above, the present work proposed to determine the susceptibility of P.
gingivalis clinical isolates, from chronic periodontitis (P. chronic) patients and periodontally

healthy individuals to PMB and evaluate participation of lipid A 4' phosphatase in
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resistance to PMB and hBDs-1 to -4. In addition, the role of other regions of LPS as OAg
and/or APS in resistance to cationic peptides was evaluated using as a model the PMB.

Our results showed that isolates of P. gingivalis from P. chronic patients are more
resistant to PMB respect from healthy individuals. Furthermore, healthy isolates are less
resistant to PMB respect to the reference strain ATCC 33277. While, a mutant lacking
phosphatase gene in the lipid A 4' position is totally susceptible to PMB, the presence of
this gene in isolates does not correlate with the differential resistant observed since all
isolates had the gene. Moreover, the lipid A structural analysis of the isolates shown 4'
phosphorylated structures in both, susceptible and resistant PMB isolates, suggesting that
P. gingivalis lipid A composition is not the only determining factor in clinical isolates PMB
resistance, and probably to other cationic peptides, since the mutant was able to grow
even to highest hBDs-1 to -4 concentrations. In healthy subject isolates lacked high
molecular weight OAg and APS molecules, suggesting that P. gingivalis in healthy
individuals do not produce or lose A-LPS. Finally, P. chronic isolates lacked APS
molecules, suggesting that OAg and APS molecules are relevant in P. gingivalis

resistance to cationic peptides PMB and hBDs -1 to -4.
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1. INTRODUCCION

1.1. Laenfermedad periodontal: Periodontitis

Segun la Organizacién Mundial de la Salud, la periodontitis tiene una prevalencia a
nivel mundial de un 35-50% en adultos, mientras que en Chile puede llegar al 90% en
adultos (Gamonal et al. 2010, Petersen et al. 2005). Es una enfermedad infecciosa
crénica que involucra la destruccion de las estructuras de soporte de los dientes, como
son: el ligamento periodontal, el hueso alveolar y el cemento radicular, pudiendo
eventualmente producir la pérdida de uno o mas dientes afectados por la periodontitis
(Clark and Loe 1993, Kinane and Lappin 2002, Smith et al. 2010).

La gingivitis, que precede a la periodontitis, se inicia cuando el surco gingivo
dentario es invadido por diversas especies bacterianas, las que se adhieren a la superficie
dentaria, siendo capaces de multiplicarse y generar un ecosistema favorable para su
colonizacién y persistencia, originando una biopelicula de placa subgingival (entre el
diente y la encia) (Clark and Loe 1993, Haffajee and Socransky 1994, Kesic et al. 2008,
Slots 1979). Conforme la enfermedad periodontal progresa, se profundiza mas la
insercion de los tejidos de soporte con el diente, aumentando la pérdida de insercién y
dando paso a la formacién del saco periodontal, signo patognémico de la enfermedad. En
los estados avanzados de la enfermedad finalmente se produce la pérdida de dientes
(Kinane and Lappin 2002).

En la periodontitis, a medida que los surcos se profundizan la biopelicula
subgingival cambia su composicion y se favorece la colonizacibn por especies
mayoritariamente anaerdbicas y Gram negativo (Berezow et al. 2009, Dzink et al. 1988,
Socransky and Haffajee 2002). Entre los patégenos periodontales que constituyen la
biopelicula subgingival se encuentran: P. gingivalis, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia, Tannerella forsythia y Treponema
denticola, destacando P. gingivalis como uno de los agentes etiolégicos mas estudiados
en el inicio y progresién de la periodontitis (Byrne et al. 2009, Cugini et al. 2013,

Hajishengallis and Lamont 2012, Lamont and Jenkinson 1998, Socransky et al. 1998).



1.2. Barrera epitelial oral

Debido a la continua exposicion de la mucosa oral a la biopelicula de placa supray
posteriormente subgingival, el epitelio oral cumple un papel fundamental estableciendo y
regulando un equilibrio entre salud y enfermedad (Pomahac et al. 1998, Presland and
Dale 2000). En este sentido, el epitelio oral se comporta como una barrera mecénica de
proteccion frente a infecciones bacterianas, ademas de mediar la respuesta inmune. La
barrera mecéanica del epitelio oral la conforman los queratinocitos que fortalecen su
arquitectura, formando parte de la inmunidad innata, y respondiendo activa e
interactivamente mediante la secrecion de citoquinas y quimioquinas, que alertan a otras
células tanto de la respuesta innata como adquirida atrayendo a polimorfos nucleares
neutrdéfilos (Nish and Medzhitov 2011, Pomahac et al. 1998, Presland and Dale 2000).

Ademas, los queratinocitos pueden responder a algunos factores de virulencia
bacterianos produciendo péptidos antimicrobianos, entre los cuales destacan las beta
defensinas humanas (hBDs) (Dale and Fredericks 2005, Niyonsaba and Ogawa 2005).
Este rol de las defensinas en la inmunidad innata establece una relacion con la inmunidad
adaptativa atrayendo linfocitos T de memoria y células dendriticas, asi como también

incrementando la produccién de anticuerpos (Yang et al. 2001).

1.3. Las beta defensinas humanas

Las defensinas son pequefios péptidos antimicrobianos que como se dijo
previamente, desempeiian un importante rol en la inmunidad innata humana ya que junto
con su actividad antimicrobiana propiamente tal, poseen varias actividades bioldgicas,
entre ellas la quimiotaxis selectiva de las células de defensa del hospedero (células
dendriticas inmaduras, mastocitos y linfocitos T) y con ello la inducciéon de una potente
respuesta inflamatoria, como resultado de la degranulacién de mastocitos y la quimiotaxis
de neutrodfilos (Niyonsaba et al. 2001, Yamashita and Saito 1989, Yang et al. 2000, Yang
et al. 2004, Yang et al. 1999).

Estos péptidos pueden estar presentes en concentraciones micromolares (Gorr
and Abdolhosseini 2011) y poseen actividad antimicrobiana frente a bacterias Gram
negativo, Gram positivo, hongos e incluso algunos virus (Feng et al. 2006, Hazrati et al.
2006, Joly et al. 2004, Klotman and Chang 2006).



Las defensinas pueden ser divididas en las subfamilias a-y B-defensinas, la cuales
difieren en la longitud y el plegamiento de las cadenas peptidicas, en la ubicacion y
posicion de los residuos de cisteina y en los enlaces disulfuro, responsables de la
vinculacion de las cisteinas (Ganz 2003, Ganz and Lehrer 1995).

1.3.1. Las beta defensinas humanas en la cavidad oral

Las defensinas son pequefios péptidos antimicrobianos y dentro de la cavidad oral
las hBDs son producidas por el epitelio gingival, la lengua, las glandulas salivales y otras
regiones, lo que les permite situarse como la primera linea de defensa inmunolégica en la
cavidad oral (Abiko and Saitoh 2007, Bonass et al. 1999, Dale and Krisanaprakornkit
2001, Dale et al. 2001, Kohlgraf et al. 2010, Mathews et al. 1999, Pazgier et al. 2006, Tao
et al. 2005).

En relacion al importante rol que desempenfan estos péptidos en la mantencién del
equilibrio entre salud y enfermedad periodontal, varios investigadores han estudiado la
expresion diferencial que las hBDs identificadas pudieran presentar en ambos estados,
demostrando que practicamente no existen diferencias significativas en la expresién de
las hBDs-1, -2 y -3 en tejido gingival sano, mientras que en presencia de gingivitis
conduce a un aumento en la expresion de hBD-2 (Krisanaprakornkit et al. 1998; Bissell et
al. 2004; Lu et al. 2004; Dommisch et al. 2005). No obstante, en la periodontitis los niveles
de la hBD-2 permanecen altos y ademas aumenta la expresion de hBD-3 (Abiko and
Saitoh 2007, Abiko et al. 1999, Bissell et al. 2004, Dale and Fredericks 2005, Dommisch et
al. 2005, Krisanaprakornkit et al. 1998, Lu et al. 2004, Lu et al. 2005, Vardar-Sengul et al.
2007).

Junto con relacionar los niveles de expresion de las defensinas con los estados de
salud y la progresion de la enfermedad periodontal, otros autores han relacionado su
expresion directamente con la composicién microbiana de la biopelicula subgingival
(Krisanaprakornkit et al. 1998, Krisanaprakornkit et al. 2000, Kurland et al. 2006, Taguchi
and Imai 2006, Yin et al. 2010). Krisanaprakornkit et al. (2000) propusieron que la
expresion basal de la hBD-2 en tejido sano esta relacionada con la presencia de bacterias
comensales no patogénicas. Estos resultados indican la importancia de la hBD-2 en la
respuesta inmune innata y en la mantencién de un estado elevado de alerta frente a

cambios en la microbiota normal del epitelio oral, como ocurre en la enfermedad



periodontal (Krisanaprakornkit et al. 2000). En el caso de las hBDs-3 y -4 su expresion en
células epiteliales gingivales aumenta en respuesta a la estimulaciébn por citoquinas
proinflamatorias como IL-1B y TNF-q, esteres de forbol y componentes de la pared celular
bacteriana (Garcia et al. 2001, Harder et al. 2001, Krisanaprakornkit et al. 2000, Mathews
et al. 1999, Mineoka et al. 2008, Vankeerberghen et al. 2005). Asi como también las
defensinas aumentan en respuesta a bacterias patogénicas, entre ellas P. gingivalis, que
como ya se dijo es uno de los principales agentes etioldgicos de la periodontitis
(Krisanaprakornkit et al. 2000).

1.4. P.gingivalis y periodontitis

Aunque los factores que conducen al desarrollo de la enfermedad periodontal no
estan completamente dilucidados, un nuevo modelo de patogénesis periodontal propone
gue se inicia por una comunidad microbiana disbi6tica y sinergista, en el cual la influencia
de especies microbianas dentro de un ecosistema conducen a un desbalance de dichas

comunidades (Hajishengallis et al. 2012).

P. gingivalis es una bacteria anaerobia Gram negativo asacarolitica, reconocida
como un patégeno “clave” en el inicio y progresién de la enfermedad periodontal y la mas
frecuentemente aislada en pacientes con periodontitis crénica (P. cronica). P. gingivalis es
una de las bacterias mas documentadas en causar disbiosis, un factor relevante en el
potencial patogénico de toda la comunidad microbiana periodontal, asi como también es
capaz de invadir localmente los tejidos periodontales y de evadir los mecanismos de
defensa del hospedero, como es el caso de las defensinas (Cugini et al. 2013,
Hajishengallis et al. 2012).

1.5. P.gingivalis y las beta defensinas humanas en la cavidad oral

P. gingivalis es capaz de inducir la sobre-expresion de las hBDs-1, -2, y/o -3 en
células epiteliales gingivales humanas (Krisanaprakornkit et al. 2000, Taguchi and Imai
2006, Vankeerberghen et al. 2005). Estos patrones de expresion son completamente
diferentes de los producidos por microorganismos comensales del tracto gastrointestinal,
como Fusobacterium nucleatum (comensal oral, no relacionado con la enfermedad
periodontal) y Escherichia coli (E. coli, comensal intestinal), donde la Unica hBDs inducida
es la hBD-2 (Krisanaprakornkit et al. 2000).



A partir de las diferencias en la expresion de las defensinas frente a patégenos
periodontales algunos autores sugieren que la sobre-expresion de las hBDs podria
incrementar los niveles locales de las defensinas y subsecuentemente su actividad (Dale
and Fredericks 2005, Maisetta et al. 2005, Ouhara et al. 2005, Vankeerberghen et al.
2005), sin embargo, varias cepas de P. gingivalis (ATCC 33277, ATCC 49417, W83, W50)
han mostrado ser poco susceptibles, o0 mas bien resistentes, a los diversos péptidos
antimicrobianos como a: K4-S4(1-15)a, dhvar4a, catelicidina LL-37 y hBDs-1 a -4 (Altman
et al. 2006, Bachrach et al. 2008, Guthmiller et al. 2001, Ji et al. 2007, Joly et al. 2004,
Maisetta et al. 2003, Ouhara et al. 2005). No obstante, hasta la fecha se desconocen los

mecanismos que pudieran estar involucrados en su resistencia.

1.6. Factores de virulencia de P. gingivalis relacionados con la resistencia a
péptidos catidnicos

Algunos mecanismos de sobreviviencia de P. gingivalis le confieren la capacidad
de evadir la respuesta inmunoldgica del hospedero. Esta bacteria tiene la propiedad de
adherirse a una variedad de superficies entre la cuales destacan los tejidos duros
mineralizados del diente con superficies de la mucosa incluyendo las encias, las mejillas
y la lengua (Lamont and Jenkinson 1998). Dada esta gran variedad de superficies
disponibles para su adhesion, P. gingivalis ha evolucionado, incorporando un repertorio
de factores de adaptacion entre los cuales se encuentran diversas moléculas y
estructuras de adhesion esenciales para interaccionar con el hospedero (Holt et al. 1999,
Lamont and Jenkinson 1998, Pathirana et al. 2010).

En funcién de los mecanismos de adaptacién incorporados en su evoluciéon, P.
gingivalis cuenta con importantes factores de virulencia como las adhesinas fimbriales o
fimbrias, involucradas en la adherencia de la bacteria a una variedad de sustratos y
moléculas orales (Dickinson et al. 1988, Hajishengallis et al. 2008, Holt et al. 1999,
Kolenbrander and London 1993, Lamont and Jenkinson 1998, Njoroge et al. 1997,
Yoshimura et al. 2009). Ademas, su metabolismo asacarolitico le confiere la capacidad de
aprovechar al maximo los nutrientes del medio. Junto a estos factores, P. gingivalis
destaca por su robusta actividad proteolitica, debido a la expresion de cisteina-proteasas
extracelulares, conocidas como gingipainas (Andrian et al. 2004, Genco et al. 1999, Houle
et al. 2003, Lamont and Jenkinson 1998).



Las gingipainas son capaces de unirse a la region C-terminal de argininas y lisinas
altamente presentes en péptidos catidnicos, lo cual ha hecho suponer que la resistencia
exhibida por P. gingivalis a estos péptidos esta relacionada con su presencia. Si bien
Carlisle et al. (2009) observaron que el sobrenadante de una cepa especifica de P.
gingivalis es capaz de degradar las hBDs-1, -2 y -3, no se sabe si la actividad
antimicrobiana de dichos péptidos es alterada bajo estas condiciones, asi como tampoco
se sabe si el sobrenadante de otras cepas de P. gingivalis que contengan otras proteasas
también son capaces de degradar las defensinas (Carlisle et al. 2009). Adicionalmente,
los resultados obtenidos con los péptidos K4-S4(1-15)a, dhvarda y catelicidina LL-37
indican que el mecanismo de resistencia de P. gingivalis frente a estos, y muy
probablemente frente a otros péptidos antimicrobianos, es independiente de sus

proteasas (Bachrach et al. 2008).

1.6.1. LPS de P. gingivalis

Otro factor de virulencia de P. gingivalis es el lipopolisacarido (LPS) (Holt et al.
1999, Lamont and Jenkinson 1998). EI LPS es el componente mayoritario de la
membrana externa de las bacterias Gram negativo, endotoxina responsable de las
manifestaciones toxicas e inductor de potentes efectos patofisioldgicos en las infecciones
por este tipo de bacteria (Nair et al. 1983). Este componente es reconocido por el
hospedero como una molécula fordnea que estimula una respuesta inmune capaz de
eliminar a la bacteria (Pulendran et al. 2001). El LPS de P. gingivalis, considerado un
importante componente patogénico en el inicio y desarrollo de la P. cronica, presenta una
baja potencia endotoxica en comparacion con la respuesta clasica que ejerce el LPS de
otras bacterias Gram negativo, como E. coli (Bainbridge et al. 2002, Fujiwara et al. 1990,
Jain and Darveau 2010, Nair et al. 1983).

El LPS esta constituido por tres regiones estructurales: el lipido A, la region del
core y el polisacarido o Antigeno O (AgO). El lipido A constituye el ancla hidrofébica del
LPS en la membrana externa y es responsable de la actividad téxica de la molécula, por
lo que se denomina endotoxina (Raetz and Whitfield 2002, Rietschel et al. 1994). Este
componente esta unido covalentemente a la region del core, un oligosacérido fosforilado
constituido por heptosas (core interno) y hexosas (core externo). Finalmente, el core
externo se une al AgO, que se proyecta hacia el exterior de la superficie bacteriana

(Fujiwara et al. 1990). Se ha sefalado que el core esta en intimo contacto con las



proteinas de la membrana externa vy, junto con ellas, es responsable de la funcién de
barrera hacia moléculas hidrofobicas como antibidticos y detergentes (Nikaido 2003,
Nikaido and Vaara 1985). Ademas, es esencial para la viabilidad de la bacteria (Nikaido
and Vaara 1985, Paramonov N. A. et al. 2009, Parker et al. 1992, Rietschel et al. 1994)
(Figura 1).
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Figura 1: Composicion estructural de la membrana de bacterias Gram negativo y del LPS
(modificado de Bravo 2010).

Si bien el LPS suele ser muy conservado dentro de un género bacteriano, siendo
el lipido A la porciébn mas conservada de su estructura, en el caso de P. gingivalis se
presenta una notable heterogeneidad estructural que se presume le confiere ventajas
para su sobrevivencia (Bainbridge et al. 2002, Fujiwara et al. 1990, Kumada et al. 1995,
Mansheim et al. 1978, Ogawa et al. 2007, Pulendran et al. 2001).

P. gingivalis, sintetiza dos tipos de LPS: i) el O-LPS que posee AgO (conteniendo
unidades repetidas del tetrasacarido Glc-Rha-GalNAc-Gal) y ii) el A-LPS que presenta un
polisacarido aniénico (APS, formado por mananos fosforilados) que en P. gingivalis W50
presenta una reducida actividad proinflamatoria comparado con el LPS completo
conteniendo O-LPS y A-LPS (Paramonov et al. 2015, Paramonov et al. 2001, Paramonov
N. et al. 2005, Paramonov et al. 2009, Rangarajan et al. 2008).



Al igual que otras bacterias Gram negativo, P. gingivalis inicialmente sintetiza un
lipido A que contiene dos grupos fosfato en las posiciones 1 y 4 de la diglucosamina
(Ogawa 1993, Ogawa and Yagi 2010) (Figura 2, m/z 1768). No obstante la bacteria
cuenta con fosfatasas endo6genas para esas posiciones que modifican el LPS dando lugar
un lipido A de-fosforilado e inmunolégicamente silente (Darveau et al. 2004, Herath et al.
2011, Ogawa et al. 2007, Reife et al. 2006).

Dependiendo de las condiciones de crecimiento como la temperatura y las
concentraciones de hemina, un nutriente importante para el crecimiento de la bacteria y
que estd presente en la cavidad oral, P. gingivalis produce un lipido A con diferentes
grados de fosforilacion y de acilacién (Al-Qutub et al. 2006, Curtis et al. 2011, Olczak et al.
2005) (Figura 2). Dichas modificaciones alteran su habilidad para activar los receptores
tipo Toll-4, esenciales en la respuesta inmune innata del hospedero frente a patdégenos
Gram negativo (Al-Qutub et al. 2006, Coats et al. 2009b, Curtis et al. 2011, Darveau et al.
2004, Herath et al. 2011, Olczak et al. 2005, Reife et al. 2006).
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Figura 2. Estructuras del lipido A del LPS de P. gingivalis (Jain and Darveau 2010). En esta
figura es posible observar la heterogeneidad estructural del lipido A de P. gingivalis. La estructura
m/z 1768 del lipido A pierde sus fosforilaciones y/o acilaciones para dar las estructuras m/z 1688,
m/z 1448 y m/z 1368.

1.6.1.1. LPS de P. gingivalis y las beta defensinas humanas

Junto con la estimulacién diferencial de receptores que presenta el LPS de P.
gingivalis, modificaciones estructurales en el lipido A han mostrado estar directamente
relacionadas con su resistencia a concentraciones relativamente altas (200 pug/mL) de
Polimixina B (PMB), un péptido catidnico de origen sintético ampliamente utilizado como
modelo de la actividad antimicrobiana de los péptidos catidnicos endégenos, como es el
caso de hBDs (Coats et al. 2009a).

El mecanismo de accion antimicrobiano ejercido por los péptidos catiénico (PMB y
hBDs), consiste en la permeabilizacién de las membranas blanco a través de la formacién
de un poro estable y la interacciébn con macromoléculas periplasmicas y citoplasmaticas
que conducen a la inhibicién de la sintesis de ARN, ADN y proteinas (Cudic and Otvos
2002, Ganz 2003, Koprivnjak and Peschel 2011, Sahl et al. 2005). Este mecanismo se



inicia cuando los péptidos (cargas positivas) interactian electrostaticamente con el LPS
(carga negativa) de bacterias Gram negativo (Cudic and Otvos 2002, Koprivnjak and
Peschel 2011).

Por lo anterior, se puede suponer que modificaciones en las estructuras
superficiales de la membrana pueden participar de la resistencia de P. gingivalis a las
hBDs. Una de estas estructuras puede ser el LPS, ya que las cargas negativas de esta
molécula estan relacionadas con la estabilizacién de la interaccion electrostatica del
péptido con la bacteria (Nikaido 2003). En efecto, una cepa mutante carente del gen
PGN_0524 (que codifica para la fosfatasa 4" del lipido A) carece de lipido A de-fosforilado
(Figura 2, m/z 1688), lo que incrementa el potencial de cargas negativas de la membrana
externa de P. gingivalis y altera la interaccién electrostatica con PMB (Coats et al 2009).
De esta manera modificaciones en el grado de fosforilacion del lipido A le confieren a la
bacteria diferencias en el grado de susceptibilidad al antimicrobiano PMB, sin embargo se
desconoce si también inciden en la susceptibilidad a otros péptidos antimicrobianos, como
las hBDs, asi como tampoco se conoce el papel que pudieran tener otras regiones del

LPS (AgO y APS) en la interaccién de los péptidos con la bacteria.

1.7. Resumen de los antecedentes:

e La periodontitis es una enfermedad infecciosa e inflamatoria crénica que
puede conducir a la pérdida de dientes y P. gingivalis es considerado un patégeno
“clave” en el inicio y progresion de esta enfermedad.

e La barrera epitelial oral mantiene un equilibrio entre la salud y enfermedad
a través de la produccion de péptidos catidnicos antimicrobianos capaces de modular
la respuesta inmunolégica, entre ellos las hBDs.

e P. gingivalis cuenta con factores de virulencia que le permiten evadir la
repuesta inmunologica (hBDs) y persistir en la cavidad oral, como es el caso del LPS.

e En el caso de P. gingivalis la composicién estructural del LPS puede variar
dependiendo de las condiciones de crecimiento y con ello puede presentar una
potencia endotdxica inusual que le permite evadir los mecanismo de defensa del
hospedero.

e Las modificaciones estructurales del lipido A se han relacionado con la

resistencia al péptido catiébnico modelo, PMB, sin embargo se desconoce si este
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mecanismo esta involucrado en la resistencia a péptidos antimicrobianos
fisiologicamente relevantes, como las hBDs.

e Unareduccion en las cargas negativas de la membrana bacteriana, como el
grado de fosforilacion del lipido A, podria disminuir la interaccion con péptidos
catidnicos y resistir a su accién, sin embargo otras modificaciones estructurales del
LPS, como las cargas negativas del AgO y APS, podrian estar involucradas en este

mecanismo.
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De acuerdo a los antecedentes descritos anteriormente, se propuso la siguiente
hipétesis:

HIPOTESIS

“Modificaciones estructurales en el LPS de P. gingivalis, presentes en aislados de
individuos periodontalmente sanos y de pacientes con periodontitis crénica, contribuyen
en la actividad antimicrobiana a los péptidos catiénicos PMB y hBDs-1 a -4”.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la contribucién de modificaciones estructurales en el LPS de aislados
de P. gingivalis, obtenidos de individuos periodontalmente sanos y de pacientes con
periodontitis crénica, en la resistencia a los péptidos catiénicos PMB y hBDs-1 a -4.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la actividad antimicrobiana del péptido catibnico PMB sobre
aislados de P. gingivalis de individuos periodontalmente sanos y pacientes con
periodontitis crénica.

2. Determinar el papel de la fosforilacién en la posicion 4” del lipido A del LPS
en la resistencia de P. gingivalis a PMB y las hBDs-1 a -4.

3. Determinar el papel de otras regiones del LPS en la resistencia de los
aislados de P. gingivalis a PMB y las hBDs-1 a -4.

3.1. Analizar la region del AgO del LPS de los aislados clinicos de P.
gingivalis.
3.2.  Analizar el polisacarido anionico del LPS de la cepa de referencia y

aislados clinicos de P. gingivalis.
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2.1

2. METODOLOGIA

Materiales

2.1.1. Cepas bacterianas

Las cepas bacterianas usadas durante el desarrollo de esta tesis estan descritas

enla Tabla 2.1.1.

Cepa bacteriana

ATCC 33277

APG1587

Tabla 2.1.1. Cepas bacterianas

Descripcién

Cepa de referencia de P. gingivalis,
disponible en el Laboratorio de
Microbiologia Oral de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile.

Caracteristicas:
- No presenta capsula o antigeno K
- Presenta fimbria mayor (fim A tipo I)

Cepa mutante de la ATCC 33277.

Caracteristicas:

- Carece del gen que codifica para la
fosfatasa 4" del lipido A (PGN_0524)

- Delecionada en el gen, posee un
cassette de resistencia a eritromicina
(Erm%)

2.1.2. Cultivos bacterianos

Origen

Donada por el Dr. Joseph Aduse-
Opoku, Centro de Inmunologia y
enfermedades infecciosas,
Instituto Blizard, UK.

Donada por el Dr. Stephen R.
Coats, Departamento de
Periodoncia, Escuela de

Odontologia de la Universidad de
Washington, Seattle, Washington,
USA.

Los materiales y reactivos usados para cultivos bacterianos se encuentran en la

Tabla 2.1.2.

Tabla 2.1.2. Lista de materiales y reactivos de cultivo bacterianos

Nombre

Medio Agar base n° 2 -

Agar agar

Sangre de caballo -

desfibrinada
Hemina

Menadiona

Abrev. Descripcién

Medio basal.
- Medio basal.

cultivo.

- Suplemento para medio de

cultivo.

- Suplemento para medio de

Suplemento para medio de

Fabricante No. Cat
OXOID PB0114
OXOID LP0O011

ISP -
CALBIOCHE 3741
M
SIGMA M5625
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cultivo.

Infusién cerebro BHI Medio basal OXOID
corazon
Eritromicina Erm SIGMA
Placas de cultivo - Material plastico de cultivo. GREINER
BIO ONE
Placas de 96 pocillos - Material plastico de cultivo
celular.
Tubos de vidrio tapa - Material de vidrio
rosca
Jarra de anaerobiosis - Contenedor hermético OXOID
Anaerogen - Generadores de OXOID

anaerobiosis, reductores.

2.1.3. Reactivos Generales

E5389-5g

NA

NA

NA

NA

Los reactivos de uso general se encuentran detallados en la Tabla 2.1.3.

Tabla 2.1.3. Lista de reactivos de uso general.

Nombre Abrev. Descripcion Fabricante

Conos de papel n° 30 - MAIFILLER
Filtros 0,22 pm - -
Papel filtro 0,45 pm - -

1,4-Ditiotreitol DTT SIGMA
Resazurina - SIGMA
Fosfato dipotasico K,;HPO, WINKLER
Cloruro de sodio NacCl MERCK
Sulfato de amonio (NH,)2s04 WINKLER
Sulfato de magnesio MgSO, MERCK
Fosfato de potasio KH,PO, MERCK
monobasico
Nitrato de plata AgNO; WINKLER
Beta defensina hBD-1 LUISVILLE KY
humana-1
Beta defensina hBD-2 LUISVILLE KY
humana-2
Beta defensina hBD-3 LUISVILLE KY
humana-3
Beta defensina hBD-4 LUISVILLE KY
humana-1
Polimixina B PMB SIGMA
Proteinasa K - SIGMA
Peryodato de sodio NalO,4 MERCK

No.
Cat

NA
NA
NA

PI-
1170

P1004-
5mg
P8811-
100mg
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2.1.4. Anticuerpos

Los anticuerpos usados para Western Blot estan descritos en la Tabla 2.1.4.

Anticuerpo

MAD (1B5)

Anti mouse
HRPO

Tabla 2.1.4; Anticuerpos utilizados

Blanco Isotipo Dilucién Fabricante No. Cat
Anticuerpos primarios utilizados para Western Blot

Donado por los
Humano/raton Rat 1:20 Drs. Michael A. NA
/rata Monoclonal ’ Curtis y Joseph

Aduse-Opoku
Anticuerpos secundarios utilizados para Western Blot

- Goat 1:500 PIERCE 21455

2.1.5. Reactivos utilizados para biologia molecular

Los reactivos y partidores utilizados en biologia molecular se encuentran descritos

en la Tablas 2.1.5y 2.1.6, respectivamente.

Tabla 2.1.5: Lista de reactivos para biologia molecular

Nombre Descripcion Fabricante No. Cat.
. - FABGKOO
Kit de extraccién de ADN
FAVORGEN ARNr 16S RS FAVORGEN 11
Taq Pol Taq polimeras 0,5 U/pl INVITROGEN Bio-21042
MgCl, Cloruro de magnesio 50 mM INVITROGEN Mg-110c
Amortlgualdoo)z Tris pH 8 Amortiguador Tris pH 8,0 INVITROGEN Nh-110i
INVITROGEN D(A,G,T,C
dNTPs Nucleétidos fosfatados )-109L
GeneRuler 100pb plus Estandar de peso molecular SMO0321
DNA Ladder 100bp plus USROSl
Agarosa BIOLINE Bio-41025
Gel red BIOTIUM 41002
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Tabla 2.1.6: Lista de partidores utilizados para la identificacién y gen de la fosfatasa en 4

Secuenci

Partidor sentido 5’-3’

a

Region

ARNr16S AGG CAG CTT GCC ATACTG

de P.
gingivalis
PGN_052

4

(PGN_0524) de P. gingivalis

CG

CGT GCG TGT TAG AAT TAC

AG

Partidor antisentido 5’-3’

ACT GTT AGC AAC TAC CGA

CGG ATG CCAAGATCATTA

2.1.6. Reactivos utilizados en el andlisis del lipopolisacéarido

Amplicon
(pb)

404

992

Los reactivos utilizados en el andlisis del lipopolisacarido se encuentran descritos

enla Tabla 2.1.7.

Tabla 2.1.7: Lista de reactivos para el analisis del LPS

Nombre
Dodecil sulfato de sodio
Beta mercapto etanol
Trisma
Proteinasa K

Fenol saturado bésico
Eter saturado
Acido clorhidrico
Acido
etildiaminotetraacético
2-ceto-3-deoxioctonato
Purpald
Acido peryédico
Hidréxido de sodio
2-Propanol
Acrilamida
Bisacrilamida
Glicerol
Tetrametiletilendiamina
Persulfato de amonio
Tricina

Etanol
Acido acético
Nitrato de plata
Amoniaco
Acido citrico
monohidratado
Formaldehido

Abrev.
SDS

HCI
EDTA

KDO
NalO,
NaOH

BA

TEMED
APS

EtOH

AgNO;

Descripcién

Donacion
Donacion
Donacién

Fabricante
WINKLER
MARCA
WINKLER
SIGMA

WINKLER
MERCK
SUDENLAB
MERCK

WINKLER
WINKLER
WINKLER
WINKLER
WINKLER
WINKLER
WINKLER

us
BIOLOGICAL

MERCK
MERCK
WINKLER
WINKLER
WINKLER

MERCK

Bm-1970

PI-1170
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Glicina - WINKLER -
Metanol - WINKLER -

Solucion de PBS - -
amortiguador fosfato

Albumina de suero BSA SIGMA -
bovino
Super signal West Pico - Sustrato BIORAD
quimioluminiscente
TRIzol - LIFE 15596018
TECHNOLOG
IES
Cloroformo CHCI, MERCK
Acido acético glacial - MERCK
Kit BCA - Kit para cuantificacion de PIERCE
proteinas
5-cloro-2- CMBT SIGMA
mercaptobenzotiazol
Hexano -
Membrana de - BIORAD

nitrocelulosa

2.2. Métodos

2.2.1. Obtencion de los aislados clinicos de P. gingivalis.

a) Seleccidén de los pacientes.

Los individuos incluidos en este estudio se reclutaron en la clinica odontolégica de
la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile. El protocolo se les explicé
claramente a todos los individuos incluidos en el estudio, los cuales debieron firmar un
Consentimiento Informado aprobado por el Comité de FEtica de la Facultad de

Odontologia de la Universidad de Chile.

A partir de los individuos reclutados se seleccionaron 16 pacientes con P. crénica,
con extension de moderada a severa, y 11 individuos sanos clinicamente diagnosticados
segun los criterios internacionales establecidos (Armitage 1999). El diagndstico se realizd
de acuerdo a los parametros clinicos de profundidad de sondaje (PS), nivel de insercion
clinica (NIC), medidas dicotémicas de acumulacion de placa y sangramiento al sondaje

segun criterios previamente establecidos (Ashimoto et al. 1996). Para las mediciones
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clinicas, en los individuos reclutados se examinaron 6 sitios por diente (mesiobucal, bucal,

distobucal, distolingual, lingual y mesiolingual).

En una sesion posterior a las mediciones clinicas, se procedi6 a la toma de
muestra de biopelicula subgingival. Los criterios de inclusion y exclusion de los individuos

se determinaron de acuerdo a los criterios presentados en la Tabla 2.2.1.

Tabla 2.2.1. Criterios para la inclusion o exclusion de individuos sanos y pacientes con P.
cronica.

CRITERIOS DE INCLUSION CRITERIOS DE EXCLUSION

INDIVIDUOS SANOS:

v' Ser > 18 afios.
v' Sitios con profundidad al v

sondaje <3 mm Haber recibido algun tipo de terapia

periodontal.

Fumar (10 o mas paquetes al afio).

Presentar enfermedades sistémicas que
afecten la progresién de la periodontitis.

v' Condiciones médicas que requieran pre-
medicacion con antibioticos.

Administracion de medicamentos tales como
antibiéticos, anti-inflamatorios esteroidales y
no esteroidales 6 meses previos al comienzo
del estudio.

Si es mujer, no debe estar embarazada.

AN

PACIENTES P. CRONICA:

v' Ser >35 afios.

v' Presentar al menos 14 dientes v
naturales.

v Al examen clinico, presentar
sangrado al sondaje en mas de
un 18% de los sitios. v

v Al menos 4 sitios con
profundidad al sondaje = 5 mm
y pérdida del nivel de insercion
clinica = 3 mm.

b) Toma de muestra.

Una vez realizadas las mediciones para cada paciente y control, se procedio a la
toma de muestra microbioldgica de placa subgingival. En el caso de los pacientes con P.
cronica se tomaron muestras de los 4 sitios periodontalmente afectados que presentaron
una mayor profundidad de sondaje (PS = 5 mm) y un nivel de insercién clinico =2 3 mm.
Dada la menor frecuencia de deteccion de P. gingivalis en individuos sanos comparado
con enfermos se aumento a 8 el nimero de sitios muestreados (Mombelli et al. 19914, b).
Tanto para individuos sanos, como para pacientes con P. crénica se utilizaron 2 conos de
papel estériles por sitio (n° 30 Maillefer®), es decir 8 conos en pacientes con P. crénica y

16 en individuos sanos. Los conos insertados fueron dejados durante 20 s en el sitio y
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posteriormente se depositaron en viales con 2,0 mL de RTF (fluido de transporte
reducido). Finalmente, las muestras en RTF se transportaron en frio (4°C) al laboratorio
de Microbiologia de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile para su
procesamiento dentro de las primeras 2 h.

¢) Cultivo de anaerobios e identificacion de P. gingivalis.

Las muestras obtenidas de pacientes con P. crénica y de individuos sanos se
cultivaron en agar sangre hemina-menadiona (5 pg/mL) en jarra de anaerobiosis a 37°C
durante 14 dias. Una vez transcurrido este periodo se analizaron bajo una lupa
estereoscopica (Stemi 2000 C, Zeiss), identificando colonias pigmentadas de negro y de
las cuales se seleccionaron entre 8 y 16 colonias por muestra para su aislamiento y
posterior identificacion. Las colonias seleccionadas fueron resembradas en el mismo
medio y cultivadas en iguales condiciones durante 7 dias. Una vez obtenidas las colonias
aisladas se tom6 una muestra de cada una de ellas y se resuspendieron en tubos con
metanol para visualizarlas bajo la luz UV (longitud de onda de excitacibn a 360 nm),
detectando la presencia o ausencia de fluorescencia. Este método de fluorescencia en
metanol permite diferenciar rapidamente entre los géneros Prevotella con fluorescencia
positiva (color rojo) y Porphyromonas con fluorescencia negativa en colonias pigmentadas

de negro (Slots and Reynolds 1982).

Una vez establecida la presencia del género Porphyromonas, se determiné la
presencia de la especie gingivalis en las muestras por PCR. Ademas, los productos de
PCR se secuenciaron y se compararon con el fragmento de ARNr 16S correspondiente a
P. gingivalis, utilizando la Base de Datos del Microbioma Oral Humano (Human Oral
Microbiome Database, HOMD) (Chen et al. 2010).

2.2.2. Ensayos de biologia molecular.

P. gingivalis se identific6 a partir de ADN total de cada uno de los RTF de las
muestras clinicas y posteriormente a partir del ADN total de las colonias pigmentadas de
negro aisladas. En el caso de los RTF se obtuvo ADN por ebullicion, y en el caso de las
colonias aisladas mediante un kit de extracciéon de ADN (kit FAVORGEN®). Una vez
aislado el ADN, se amplifico una regién altamente conservada de 404 pb del gen que
codifica para el ARNr 16S utilizando los partidores especificos descritos previamente
(Ashimoto et al. 1996).
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La reaccion por PCR también se utiliz6 para la identificacion del gen de la
fosfatasa PGN_0524 en todos los aislados de P. gingivalis, utilizando como control
positivo la cepa ATCC 33277 y como negativo a la APG1587. Para ello se disefié un par
de partidores especificos para las regiones rio arriba y rio abajo del gen PGN_0524, los

cuales generan un amplicon de 992 pb.

La mezcla para cada reaccién se realizé en un volumen final de 25 L y consistio
en 0,2 mM de cada dNTP, 1,5 mM de MgCl,, 1X de amortiguador Tris pH 8,0, 0,5 uM de
cada partidor, 2,5 U de Taq polimerasa (Invitrogen® 5 U/uL), y 5 uL del templado de ADN.
Los ciclos de amplificacion se llevaron a cabo en un termociclador y fueron: desnaturacién
inicial a 95°C por 3 min; 35 ciclos de desnaturacién a 95°C por 30 s, alineamiento de los
partidores a 60°C por 1 min y extensién a 72°C por 3 min; y extension final a 72°C por 10

min.

Para la verificacion de los amplicones esperados (404 y 992 pb) los productos de
PCR obtenidos se visualizaron en geles de agarosa al 1% tefidos con gel red® bajo la luz

UV utilizando un sistema de imagen digital (KODAK Gel Logic 112).

2.2.3. Ensayos de actividad antimicrobiana.

a) Cultivos bacterianos.

Las cepas de referencia (ATCC 33277 y APG1587) y los aislados clinicos
obtenidos de P. crdnica e individuos sanos se cultivaron en condiciones de anaerobiosis a
37°C en placas de agar (5% sangre de caballo desfibrinada) o caldo BHI, ambos
suplementados con hemina-menadiona (5 pg/mL). La cepa APG1587 se cultivd en

presencia de eritromicina (5 pg/mL).

b) Ensayos de microdilucién en placa.

Para determinar la sensibilidad de los aislados clinicos de P. gingivalis y/o cepas
de referencia (ATCC 33277 y APG1587) a PMB y la hBDs-1 a -4 se utilizé el método de
microdilucién en placa utilizando una modificacion de los protocolos descritos por (Altman
et al. 2006, Coats et al. 2009a). Para ello, inicialmente se realizaron curvas de

crecimiento de cada uno de los aislados, la cepa de referencia de P. gingivalis (ATCC
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33277) y APG1587 en caldo BHI suplementado en condiciones de anaerobiosis a 37°C.
Una vez obtenidas las curvas de crecimiento, se procedid nuevamente a cultivarlos en
caldo durante el tiempo necesario para que cada uno alcanzara la fase exponencial
temprana. Cada cultivo se ajustd a una DOss, de 0,125 y se dispusieron alicuotas en
placas de 96 pocillos en presencia de PMB a concentraciones de 0 a 275 pug/mL o de las
hBDs-1, -2, -3 0 -4 a concentraciones de 0 a 20 pg/mL. Las placas se incubaron a 37°C
en anaerobiosis durante 48 h y se midié la absorbancia a DOsg,. LOS experimentos con
PMB se realizaron en tres ensayo independientes por triplicado, mientras que para las

defensinas se ensayaron para cada concentracion en duplicado.

Para PMB la concentracién inhibitoria minima (MIC) se defini6 como la
concentracion mas baja del antimicrobiano capaz de inhibir visiblemente el crecimiento

bacteriano y fue expresado como el porcentaje de crecimiento relativo.
El porcentaje de crecimiento relativo de los aislados, cepa de referencia y mutante
se calculé dividiendo la absorbancia a DOsg, de los pocillos en presencia de antibidtico por

la de los pocillos sin antibiético.

% de Crecimiento = DOsg, Cultivo con antibiético X 100

DOsg, Cultivo sin antibiético

La eficacia de PMB se defini6 en funcion de la actividad antimicrobiana para la
cepa de referencia de P. gingivalis ATCC 33277 descrita por (Coats et al. 2009a) en
donde, bajo las mismas condiciones de cultivo y con una CIM de 100 pg/mL de PMB, la
cepa de referencia es definida como “resistente” al efecto antimicrobiano. Por lo tanto,
aquellos aislados que presentaron una CIM = a los 100 yg/mL fueron considerados como
“resistentes”, mientras que aquellos con una CIM < a los 100 pg/mL fueron considerados

como “susceptibles”.

Por su parte, la eficacia de las defensinas se definié en funcién de la disminucién
del porcentaje de crecimiento de las cepas ensayadas (ATCC 33277 y mutante) respecto
del control sin defensina. Dado en ndmero de ensayos, se compar6 el promedio de los
porcentajes de crecimiento de todas las concentraciones de defensina utilizadas para la

ATCC versus la mutante.
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¢) Ensayos de difusidon en agar.

Ademas se evalué la sensibilidad de los aislados clinicos de P. gingivalis y/o
cepas de referencia (ATCC 33277 y APG1587) a través de ensayos de difusién radial en
presencia de PMB. Para ello tanto los aislados como las cepas de referencia se crecieron
hasta fase estacionaria en caldo BHI suplementado, méas eritromicina (5 pg/mL) en el
caso de la mutante, y se ajustaron a una DOgy de 0,3. Una alicuota de estas se inoculd
sobre placas de agar sangre hemina-menadiona y esparcidas en césped y sobre ellas se
dispusieron discos de papel filtro de 0,6 mm embebidos con diferentes cantidades de
PMB (2,50; 25,0; 125 y 250 pg). Las placas se incubaron en condiciones de anaerobiosis
a 37°C y luego de transcurridas 48 h se midieron los halos de inhibicion en milimetros.

Cada experimento se realiz6 en tres ensayos independientes en triplicado.

La actividad antimicrobiana de PMB se definié en funcion de la actividad de las
cepas de referencia, aquellos aislados de P. crénica que presentaron un halo de
inhibicién igual o significativamente mayor al de la cepa mutante (descrita en la literatura
como susceptible a PMB) fueron consideradas como “resistentes” para dicha cantidad
utiizada de PMB, mientras que aquellos individuos sanos con un halo de inhibicién
significativamente mayor al de la ATCC 33277 (descrita en la literatura como resistente a

PMB) fueron consideradas como “susceptibles” (Coats et al. 2009a).

2.2.4. Andlisis del lipopolisacérido.

a) Obtencién de muestras para analizar en geles de poliacrilamida.

La obtencion del LPS se realizO como describi6 (Marolda et al. 2006). Las
bacterias se cultivaron a 37°C en condiciones de anaerobiosis durante 48 h en BHI
suplementado. Se midi6 la DOgyo Y Se tomd un volumen equivalente a 1,5 mL de cultivo
bacteriano ajustado a una DOgy de 2,0 y se centrifugé a 10.000 x g por 2 min. El
sedimento obtenido se suspendid en 90 pyL de tampon de lisis (SDS 2% y B-
mercaptoetanol 4% en Tris 0,5 M pH 6,8) y se hirvid durante 15 min. A cada lisado se
agregé 10 pL de proteinasa K (10 mg/mL) y se incub6é a 60°C durante 1,5 h.
Posteriormente, se agregaron 150 pL de fenol saturado bésico 90% a 70°C incubando a
esta misma temperatura durante 15 min, para luego disponer en hielo durante 10 min, una

vez transcurrido el tiempo, se centrifugaron por 10 min a 10.000 x g recuperando la fase
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acuosa y tratandola con 500 pL de éter saturado en tampon TE (Tris-HCI 10 mM pH 8,0,
EDTA 1 mM). Finalmente, se centrifugaron a 10.000 x g por un min y se descart6 la fase

acuosa. Las muestras se conservaron a -20°C.

b) Ensayo de Purpald.

Para la cuantificacion del LPS se utilizo el ensayo de Purpald, el cual se basa en la
oxidacion peryodica a temperatura ambiente de residuos de azlcares como el 2-ceto-3-
deoxioctonato (KDO) y posterior cuantificacién del producto formaldehido que reacciona
con el reactivo de Purpald (Lee y Tsai, 1999). Para ello se dispusieron 50 yuL de cada
muestra de LPS purificado en una dilucién 1:5.000 por duplicado en placas de 96 pocillos
y se adicionaron 50 pL de acido peryddico (NalO,4) 32 mM y se incubd por 25 min, luego
se agregaron 50 uL de reactivo Purpald 136 mM en NaOH 2N, se incubé por 20 min y se
adicionaron 50 uL NalO, 64 mM e incubé por otros 20 min. La espuma se elimin6 con 20
ML de 2-propanol. La absorbancia de cada pocillo se midi6 a 550 nm en un lector de
ELISA.

c) Electroforesis.

Se prepararon geles de poliacrilamida (14%) en una Mini Protean Tetra Cell (Bio-
Rad), basado en la técnica descrita por (Lesse et al. 1990). El gel resolutivo se hizo
mezclando 1.460 pL de ABA (acrilamida/bisacrilamida) 49,5%T, 6%C (23,25 g acrilamida
y 1,5 g bisacrilamida en 50 mL H,Od), 1.660 uL de Tampo6n de Gel (Tris-HCI 3,0 M pH
8,45 y SDS 0,3%), 1.400 uL de H,Od, 520 uL de glicerol, 6 pL de TEMED, y 50 uL de
persulfato de amonio 10%. Luego de cargar la mezcla del gel resolutivo, se cubrié la
solucién con 200 pL de isopropanol. Una vez polimerizada la mezcla del gel resolutivo, se
retird el isopropanol y se carg6 la mezcla del gel concentrador. El gel concentrador (4%)
fue preparado de la siguiente forma: 250 pL de ABA 49,5%T, 3%C (4,8 g acrilamida y
0,15 g bisacrilamida en 10 mL H,Od), 775 uL de Tampon de Gel, 2.000 uL de H,Od, 6 pL
de TEMED, y 60 uL persulfato de amonio 10%.

La camara de electroforesis se llen6 con solucion anddica (Tris-HCI 0,2 M pH 8,9)
y catodica (Tris-HCI 0,1 M, tricina 0,1 M, SDS 0,1% pH 8,25). En los geles se cargaron
cantidades iguales del LPS de cada muestra (determinado mediante el ensayo de Purpald
0 segun visualizacién) y la electroforesis se realiz6 a 50 V durante 50 min y a 150 V

durante 90 min.
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d) Deteccidn del lipopolisacarido mediante tincién con plata.

La tincidn de LPS se realiz6 segun modificaciones del método de (Tsai and Frasch
1982). El gel se fij6 toda la noche en 200 mL de una solucion 40% etanol absoluto y 5%
acido acético glacial. Se oxid6 con agitacion durante 10 min con 200 mL de una solucion
40% etanol absoluto, 5% &cido acético glacial y 0,7% &cido periddico o peryodato de
sodio (NalO,). Se lavo tres veces durante 10 min con agitacion en 200 mL de H,Od. Se
tind durante 15 min con 150 mL de una solucidon que contenia 1 g de nitrato de plata
(AgNO3), 2,8 mL de NaOH 1 My 1 mL de amoniaco 25%. Nuevamente se lavo tres veces
durante 10 min con agitacion en 200 mL de H,Od. Se revel6 de 5 a 20 min (hasta
coloraciéon deseada) en 250 mL de una soluciéon que contenia 12,5 mg de acido citrico
monohidratado y 125 pL de formaldehido 37%. Finalmente, la reaccién se detuvo con al

menos tres lavados de 5 min con H,Od.

e) Analisis densitométrico.

El analisis densitométrico se realiz6 utilizando el programa para imagenes UN-
SCANT-IT (Silk Scientific) de acuerdo al protocolo descrito por (Bravo et al. 2011). Se
calculé la intensidad relativa entre la banda del lipido A-core y la intensidad de las bandas
correspondiente al AgO, midiendo los pixeles de una ventana pequefia ubicada al centro

de cada carril.

f) Deteccion del A-LPS mediante Western Blot.

Se preparé y corrié un gel como se describe previamente en la seccién 2.2.4.c, y
se transfirid a una membrana de nitrocelulosa marca en una camara de electroforesis Mini
Protean Tetra Cell (Bio-Rad). La transferencia se realiz6 con tampon de transferencia
(glicina 1,44%, Tris 0,3 %, y metanol 20% agregado s6lo al momento de usar) por 70 min
a 250 mA. La membrana, luego de ser transferida, se lavo 3 veces con PBS por 5 min y
se bloque6 con 5 mL de una solucion de BSA al 5% en PBS y se agité suavemente por 90

min a temperatura ambiente (~ 25°C).

Posteriormente, la membrana se incub6 con el anticuerpo monoclonal MAb (1B5),
el cual reacciona con el A-LPS (Curtis et al. 1999), diluido 1:20 en BSA-PBS a 4°C

durante toda la noche. La incubacion del segundo anticuerpo anti-raton conjugado a
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peroxidasa de rabano, se realizd con una dilucion 1:500 en PBS a temperatura ambiente
por 2 h. La inmunodeteccion se realizé con el sustrato quimioluminiscente SuperSignal
West-Pico en un scanner para quimioluminiscencia para Western Blot (C-DiGit™ Blot
Scanner -LI-COR).

2.2.5. Andlisis del lipido A.

a) Purificacion del lipido A.

El lipido A se purifico por un método basado en el protocolo descrito por (Al-Qutub
et al. 2006). Se crecié un cultivo de 500 mL de la cepa de interés por 7 dias en
anaerobiosis, las bacterias se colectaron por centrifugacién a 6.000 x g por 10 min y se

liofilizaron en un liofilizador. Se obtuvo asi, aproximadamente 1,5 g de masa seca.

A las bacterias liofilizadas se les adicionaron 7,5 mL de TRIzol y 2 mL de
cloroformo, luego de mezclar bien e incubar durante 30 min a temperatura ambiente se
centrifugd a 5.500 rpm por 20 min recuperando la fase acuosa en la parte superior de la
suspension, cuidando de no tomar nada de la interfase y repitiendo un lavado de la fase
organica con 2 mL de H,Od para recuperar todo el LPS. Toda la fase acuosa recuperada
conteniendo el LPS, azlcares y acidos nucleicos fue liofilizada y tratada con 5 mL de una
solucién fria (-20°C) de MgCl, en etanol 0,375 M y centrifugada a 5.500 rpm por 5 min a
4°C para precipitar el LPS. ElI LPS precipitado se lavdo con 5 mL de etanol 95% y
centrifugd a 5.500 rpm por 5 min a 4°C, repitiendo 4 veces, luego se adicionaron 5 mL de
etanol absoluto frio y se centrifugd a 5.500 rpm por 5 min a 4°C. El sobrenadante
conteniendo el LPS se purificé removiendo los fosfolipidos y SDS adicionando reactivo de
Folch (cloroformo-metanol 2:1) suficiente para generar una concentracion 1% p/v y
centrifugando a 10.000 rpm por 5 min a 4°C, repitiendo 4 veces. Posteriormente, el pellet
obtenido se dej6 secar bajo campana a temperatura ambiente, se confirmé la presencia

del LPS purificado en un gel de poliacrilamida y se procedi6 a la purificacion del lipido A.

Para la obtencion del lipido A a partir del LPS purificado se realiz6 una hidrélisis
acida tratdndolo con 500 pL de SDS 1% en acetato de sodio ajustado a pH 4.5 (pH critico,
ajustado con &cido acético glacial) y se incub6 durante 1 h a 100°C para posteriormente

congelar a -80°C vy liofilizar. Finalmente, para la purificacion del lipido A se adicionaron
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1,25 mL de H,Od y 12,5 mL de etanol 4cido (100 pL de HCI 4N en 20 mL EtOH 95%) y se
centrifugd a 5.500 rpm por 5 min a 4°C, posteriormente el pellet de lipido se lavé 4 veces
agregando 10 mL de etanol 95% frio y centrifugando a 5.500 rpm por 5 min a 4°C (Caroff,
Tacken et al. 1988).

b) Determinacidn de proteinas.

La calidad del lipido A purificado se determiné disolviendo una parte del lipido A
purificado en agua mili Q y midiendo concentracién de proteinas con un kit BCA. El BCA
es un método altamente sensible y selectivo que consiste en la reaccion de las proteinas
con Cu*® en un medio alcalino, con ello se reduce el cobre a Cu*, el que a su vez
reacciona con BCA para dar un producto de color purpura, soluble en agua y que absorbe
a 562 nm.

c) Analisis por espectrometria de masa.

Las mediciones espectrofotométricas se realizaron por medio de una colaboracion
con Dr. Frank C. Nichols del Departamento de Salud Oral y Ciencias del Diagndstico, de
la Escuela de Medicina Dental de la Universidad de Connecticut. Brevemente, los pellets
de lipido A purificado se resuspendieron y se analizaron mediante infusién directa por
medio de una bomba de jeringa a un espectrémetro de masas modelo QTrap 4000 (AB
Sciex Pte. Ltd., CA-USA) equipado con una fuente de ionizaciébn Turbo V de tipo
electrospray y un analizador de masas hibrido de triple cuadrupolo y trampa lineal de
iones. Para la adquisicion y el analisis de los datos espectrométricos se utilizé el
programa Analyst (Applied Biosystems/MDS Analytical Technologies Instruments,
Canadd). La adquisicién de los espectros de masas (MS) y de fragmentacion (MS?) se

realiz6 en polaridad negativa.

Las purificaciones de lipido A se evaluaron a través de la determinacion de la
presencia de “low mass” fosfoetanolamina dihidroceramida (LM PE-DHC) (Nichols et al.,
2004; Nichols et al., 2011; Nichols et al., 2012) y de los lipodipéptidos Lipido 654 y Lipido
430 (Clark et al., 2013). Brevemente, las muestras resuspendidas se inyectaron a través
de un HPLC Shimadzu al espectrometro de masas QTrap 4000 y se utiliz6 una deteccion
de tipo monitoreo de reaccion multiple (MRM) para una mayor sensibilidad y especificidad

considerando los siguientes parametros: para LM PE-DHC m/z 677—144, Lipido 654 m/z
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653—381 y Lipido 430 m/z 430—141. Las adquisiciones se realizaron en polaridad

negativa.

2.2.6. Analisis estadistico

Para analizar la distribucion de los datos se utilizo el test de Shapiro Wilk. La
comparacion de las edades y parametros clinicos de profundidad de sondaje y nivel de
insercion clinico se realizé con t de Student de dos colas para muestras desapareadas.
La significancia estadistica de los ensayos de microdilucion en placa de PMB se analizé
con el test estadistico “one way ANOVA” post-test “Dunnett” y post-test “Bonferroni” para
los ensayos de difusion en agar de PMB utilizando el software GraphPad Prism versién
6.0. Para los ensayos con hBDs-1 a -4, la significancia estadistica se determiné mediante
“ANOVA multifactorial” utilizando el software SPSS version 20.00.
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3. RESULTADOS

3.1. OBJETIVO 1: Evaluar la actividad antimicrobiana del péptido catiénico PMB
sobre aislados de P. gingivalis de individuos periodontalmente sanos y pacientes
con periodontitis crénica.

3.1.1. Obtencién de la muestra microbiolégica a partir de biopelicula de
placa subgingival de individuos sanos y de pacientes con periodontitis cronica
moderada a severa.

De acuerdo a los resultados la profundidad de sondaje y nivel de insercion clinico
promedio para los 11 individuos sanos reclutados fue de 2,0 y 1,4 mm respectivamente.
Dichos resultados difieren significativamente de los valores obtenidos en el caso de los 16
individuos enfermos, donde la profundidad de sondaje y nivel de insercién clinico
promedio es mucho mayor, con 3,2 y 3,9 mm respectivamente. De la misma forma el
porcentaje de sitios con presencia de placa y de sitios que presentaron sangrado al
sondaje fue significativamente mayor en individuos enfermos respecto de individuos
sanos. Las caracteristicas clinicas establecidas para cada uno de los grupos fueron
coherentes con el cuadro clinico diagnosticado. Las caracteristicas clinicas de para cada
uno de los pacientes con P. cronica e individuos sanos reclutados se resumen en los
anexos (Tabla anexa 6.1).

Por otra parte sélo se trabajé con 4/16 pacientes con P. crénica y con 3/11
individuos sanos seleccionados por motivos analizados en la seccién 1.1.2. De acuerdo a
los resultados la profundidad de sondaje y nivel de insercién clinico promedio para los 3
individuos sanos reclutados fue de 2,7 y 1,7 mm, respectivamente. Dichos resultados
difieren significativamente de los valores obtenidos en el caso de individuos enfermos,
donde la profundidad de sondaje y nivel de insercion clinico promedio es mucho mayor,
con 3,5 y 4,3 mm, respectivamente. De la misma forma el porcentaje de sitios que
presentaron sangrado al sondaje fue significativamente mayor en individuos enfermos

respecto de individuos sanos (Tabla 3.1).
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Tabla 3.1. Caracteristicas clinicas de los pacientes con P. crénica e individuos sanos
utilizados.

P. CRONICA INDIVIDUOS SANOS (N=4)
(N=3)
EDAD (Prom + DS) 40,8 + 12,2 33,3+11,4
PS (mm, Prom + DS) 35+0,7" 2,7+0,3"
NIC (mm, Prom + DS) 43+0,8* 1,7+1,4*%
% de sitios con placa 67,4 + 28,6 58,2+ 22,6
% de sitios BOP 51,5+222% 18,4 +65*

#Promedio de profundidad de sondaje (PS) de pacientes con P. crénica versus individuos sanos: p <
0,0426

*Promedio del nivel de insercién clinico de pacientes (NIC) con P. cronica versus individuos sanos: p <
0,0286

FPorcentaje de sitios con sangrado al sondaje (BOP) en pacientes con P. crénica versus individuos
sanos: p < 0,0019

3.1.2. Aislamiento e identificacién de P. gingivalis a partir de las muestras
microbiolégicas obtenidas.

De acuerdo a los resultados obtenidos de los 16 (100%) pacientes con P. crénica
reclutados, se confirmé la presencia de P. gingivalis en 14 (88%) de ellos a partir de los
RTF por PCR, siendo posible la obtencion de aislados de P. gingivalis en 12 (75%) de
ellos. Del total de dichos aislados s6lo se trabajé con 4 (25%) de ellos, ya que el resto

perdié viabilidad por manipulacién.

En el caso de los 11 (100%) individuos sanos reclutados, se confirmé la presencia
de P. gingivalis en 5 (46%) de ellos a partir de los RTF por PCR, se cultivé y fue posible
aislar P. gingivalis en 4 (36%) de ellos. Del total de los aislados en este estudio se trabajé
s6lo con 3 (27%) de ellos, que fue el porcentaje de muestras que mantuvo su viabilidad
luego de varios pasajes en el laboratorio. Por lo tanto, en el presente estudio se trabajo
con un total de 4 aislados clinicos de P. gingivalis provenientes de 4 individuos con P.
cronica distintos y 3 aislados clinicos de P. gingivalis provenientes de 3 individuos sanos

distintos.

Ademas, nuestros resultados muestran que segun la prueba en metanol en 15

(96%) de los pacientes con P. crénica reclutados y en 6 (55%) de los individuos sanos
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esta presente el género Porphyromonas. Los resultados de identificacion fenotipica
(fluorescencia en metanol) y molecular (PCR) obtenidos para cada individuo reclutado se

encuentran en los anexos (Tabla anexa 6.2).

3.1.3. Evaluacion de la actividad antimicrobiana de PMB sobre los aislados
clinicos de P. gingivalis obtenidos.

Para determinar la sensibilidad de los aislados clinicos de P. gingivalis a PMB se
realizaron ensayos de microdilucion en placa. De acuerdo a los criterios definidos en la
seccion 2.2.3 b, en la Figura 3 se observa que aislados provenientes de individuos sanos
son significativamente mas susceptibles a PMB en relacién a la cepa de referencia ATCC
33277 a partir de los 10 uyg/mL de PMB. Tanto para los aislados H2, como H3 la CIM
aproximada estuvo alrededor de los 10 pg/mL. Si bien H1 presenté un porcentaje de
crecimiento de aproximadamente un 17% a partir de los 20 pug/mL, dicho valor no difiere
significativamente del de los otros aislados de individuos sanos. Por su parte, aislados de
P. crénica, CP2, CP4 y CP3 poseen una mayor resistencia a PMB respecto de la ATCC
33277 a partir de los 20 y 30 pg/mL, respectivamente. Aunque CP1 es mas susceptible a
los 10 pg/mL de PMB respecto de la ATCC 33277, esta es capaz de mantenerse a
concentraciones superiores a los 275 pg/mL. Mas aln, todos los aislados de P. crénica
presentan con una mayor resistencia a PMB respecto de la referencia (CIM aprox. 100
png/mL), con una CIM superior a los 275 pg/mL. Por otra parte, la CIM de la cepa de
referencia ATCC 33277 observada en este estudio coincide con la literatura (Coats et al.
2009a). La significancia estadistica de los ensayos de microdilucién en placa de PMB
para cada aislado versus la cepa ATCC 33277 se encuentra en los anexos (Tabla anexa
6.3).

Lo anterior demuestra que PMB ejerce un efecto antimicrobiano diferencial
sobre cada uno de los aislados y por tanto, los aislados presentan una “resistencia
diferencial” al péptido catiénico PMB, en donde individuos sanos poseen una

mayor susceptibilidad respecto de aquellos de P. crénicay de la cepa de referencia.
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Figura 3. Ensayos de susceptibilidad de los aislados clinicos a Polimixina B. En la figura se
muestra el porcentaje de crecimiento relativo de los aislados obtenidos de pacientes con P.
crénica (CP1-4: linea gris punteada), de individuos sanos (H1-3: linea negra continua) y de la cepa
de referencia (33277: linea roja continua) en presencia de concentraciones crecientes de PMB (0—
275 ug/mL). El porcentaje de crecimiento se calculd dividiendo la absorbancia de los cultivos a
DOsg, en presencia de PMB por la absorbancia a DOsg, de los cultivos sin el antibiético. Los
resultados mostrados corresponden al promedio de tres experimentos independientes en
triplicado. Las diferencias significativas respecto a la cepa de referencia se indican con asteriscos
negro o gris para aislados de individuos sanos y pacientes con P. crénica respectivamente. Las
diferencias significativas corresponden a un p < 0.05 calculado utilizando test “two way ANOVA” y
post-test “Bonferroni”.
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3.2. OBJETIVO 2: Determinar el papel de la fosforilacion en la posicion 4" del

lipido A del LPS en laresistencia de P. gingivalis a PMB y las hBDs-1 a -4.

3.2.1. Asociacion de la presencia del gen que codifica para la fosfatasa 4
del lipido A, PGN_0524, con la resistencia de los aislados clinicos de P. gingivalis
frente a PMB.

a) Resistencia diferencial de los aislados y ATCC 33277 versus la mutante
APG1587 frente a PMB.

Con la finalidad de relacionar la presencia del gen PGN_0524 con la resistencia

diferencial observada en los ensayos con PMB, se compararon las susceptibilidades de

los aislados de individuos sanos y de pacientes con P. cronica, con la de la mutante

APG1587, a través de ensayos de difusion radial en presencia de PMB.

Los resultados muestran la cepa mutante fue susceptible incluso a los 2,5 ug de
PMB sugiriendo que la presencia del gen que codifica para la fosfatasa 4" del lipido A (o
bien, la de-fosforilacibn en dicha posicién) estad involucrado en la resistencia de P.
gingivalis a PMB. Por su parte, todos los aislados de pacientes con P. crénica difieren
significativamente de lo observado con esta mutante a los 250 ug y al igual que la cepa
ATCC 33277 fueron resistentes hasta los 125 pug del antimicrobiano. Finalmente, todos los
aislados clinicos provenientes de individuos sanos fueron altamente susceptibles a PMB a
partir de los 25 ug (Tabla 3.2).

b) Evaluacién de la presencia del gen PGN_0524 en los aislados.

Ya que observamos que la susceptibilidad de los aislados de individuos sanos, a
diferencia de los de aislados de P. crénica, es comparable a la de la cepa APG1587 (entre
25y 125 ug), evaluamos la presencia del gen PGN_0524 en todos los aislados clinicos,
mediante PCR. Nuestros resultados muestran que todos los aislados clinicos de sanos y

enfermos presentan el amplicon correspondiente a dicho gen (Figura 4).
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Tabla 3.2. Susceptibilidad de los aislados clinicos, de pacientes con P. crénica e individuos sanos,
cepa de referencia (ATCC 33277) y mutante (APG1587) a PMB en ensayos de difusion radial
(diametro en mm £ DS) en placas de agar sangre suplementadas con hemina-menadiona. Los
resultados corresponden al promedio de tres experimentos independientes en triplicado.

] CEPAS Y DIAMETRO DEL HALO DE INHIBICION (mm + DS)
ORIGEN
AISLADOS PMB PMB PMB PMB
2,50 Hg 25,0 Ug 125 g 250 ug
Referenciay 33277 0 0 0 19+£1,0
Mutante APG1587 11+0,7 26+3,5 35+0,0 >35
CP1 0 0 0 22+21%
b crénica CP2 0 0 0 18 +1,5
' CP3 0 0 0 20 + 4,0
CP4 0 0 0 16 + 1,0
ndividuos H1 0 19+2,1% | 23+0,6" 15 + 1,5*
H2 0 15+2,77 | 14+0,6" 14 +0,6”
Sanos 7 7 7
H3 0 19+2,1 23+0,6 22+1,0

#Promedio del diametro de los halos de inhibicion de ATCC 33277 versus individuos sanos: p <
0,001

* Promedio del diametro de los halos de inhibicién de ATCC 33277 versus individuos sanos: p < 0,01
T Promedio del diametro de los halos de inhibicion de APG1587 versus P. crénica: p < 0,001

CP H

L 33277 CP1 CP2 CP3 CP4 H1 H2 H3 CN-

992 bp

Figura 4. Identificacién del gen codificante de la fosfatasa 4" del lipido A (PGN_0524). En
la parte superior de los carriles se indica a que corresponden cada uno de ellos. L: estandar de
peso molecular (ladder 100 pb plus); 33277: cepa de referencia ATCC 33277; CP: aislados de
P. cronica; H: aislados de individuos sanos; CN-: control negativo. Al costado izquierdo se
indica el tamafio de banda de la secuencia amplificada (992 pb).

3.2.2. Determinacion de la presencia de la fosforilacion en la posicion 4” del
lipido A de los aislados.
Con la finalidad de establecer si la presencia del gen de la fosfatasa, determinada

en todos los aislados, se correlaciona con la ausencia del grupo fosfato en la posicion 4
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del lipido A, se purificaron los lipidos A de los aislados de P. crénica e individuos sanos, y
de las cepas ATCC y APG1587 utilizando el protocolo descrito por (Al-Qutub et al. 2006).

Estructuralmente el lipido A esta formado por un disacarido de glucosamina las
gue pueden presentar fosforilaciones y esterificaciones con diferentes &cidos grasos
constituyendo una serie de diferentes especies. Para P. gingivalis se han descrito varias
especies entre las que se encuentran la especie di-fosforilada (posiciones 1 y 4’ de la
diglucosamina) penta-acilada (férmula, CgsH17,8N.O24P,) que en polaridad negativa
presenta la sefial m/z 1769 (forma [M-H]) cuya estructura se esquematiza en la Figura
anexa 3 (Al-Qutub et al. 2006, Coats et al. 2009b, Kumada et al. 1995, Reife et al. 2006);
la especie mono-fosforilada penta-acilada m/z 1688; las especies mono-fosforiladas tetra-
aciladas m/z 1434 y m/z 1448; y la especie mono-fosforilada tri-acilada m/z 1193. Otras
especies de lipido A y sus correspondientes sefiales m/z se detallan en los anexos (Tabla
anexa 6.4).

A partir de los espectros de masas adquiridos en polaridad negativa para los
diferentes aislados de pacientes con P. crénica, individuos sanos, cepa de referencia y
mutante se examind la presencia de las sefiales m/z descritas en la literatura las que se
detallan en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3. Determinacion de la presencia de especies de lipido A en aislados clinicos de pacientes
con P. crénica (CP1-4) e individuos sanos (H1-3), cepa de referencia (ATCC 33277) y mutante
(APG1587). Para una presencia positiva se consider6é aquellas sefales con una intensidad (altura)
de al menos una razén sefial/ruido de 1,5 y conformar agrupaciones o clister de sefales que
corresponde a la forma principalmente descrita para las diferentes especies de lipido A.

Sefial m/z lipido A
Muestra [T1157 [ 1186 | 1193 | 1368 | 1434 | 1448 | 1475 | 1528 | 1688 | 1769
33277 x x x x x v x x x x
CP1 v vv x x v x x x x v
CP2 x x x x x x x x x v
CP3 vv vv x x v v v v x x
CP4 vvv | VvV x x x v v x x x
H1 vvv | VvV x x x v v v x x
H2 vv vv x x v v v x x v
H3 - - - - - - - - - -
APG1587 vv vv x x x x v v x v

NOTA: v Sefial claramente visualizada en espectro de masa (el numero refleja
aproximadamente la intensidad); x Sefial no detectada en espectro de masa; - Sin andlisis de
espectrometria de masa.
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Para la cepa de referencia 33277 se observd una sefial m/z 1448 de baja
intensidad y no se estableci6 la presencia de otras especies de lipido A. Para el aislado
CP2 se observo una sefial m/z 1769 de baja intensidad y no presentd otras especies de
lipido A. La ausencia de sefales en estas muestras estaria asociada a una ausencia
efectiva, como también seria causada por efecto de la supresion idnica debido a la
presencia de contaminantes, o bien debido a la presencia de interferentes como otros
lipidos y/o lipido A, efecto incrementado cuando se analizan muestras complejas
mediante infusion directa como en este caso. Otros aislados como CP3, CP4, H1, H2 y
APG1587 si presentaron algunas de las especies de lipido A descritas. Se observaron
otras seflales como m/z 1157, m/z 1186 y m/z 1475 que presentaron la formacion de
agrupaciones de sefiales en torno a ellas, sugiriendo la presencia de nuevas especies de
lipido A. Aungue la ionizacibn mediante electrospray es de tipo suave o blanda, esto es
que, los compuestos al adquirir carga ya sea por protonacion y/o formaciéon de aductos
con cationes en polaridad positiva o por desprotonacion en polaridad negativa preservan
su estructura intacta. Sin embargo, existe evidencia de desesterificacién electrolitica
durante el proceso de ionizacién que puede llevar a la formacion de “nuevas” especies de
lipido A como ocurriria con la sefial m/z 1186 (Nichols et al. 2012). Por otra parte, las
especies de lipido A tienden a formar agrupaciones de sefales, como por ejemplo la m/z
1448 que no se observa como una sola sefial sino rodeada por sefales entre m/z 1420 y
m/z 1476 separadas por 14 unidades (probablemente debido a diferencias en el largo de
las cadenas de acidos grasos) (Figura 5). Por estos resultados, especulativamente la
sefial m/z 1475 observada en los aislados estaria asociada a la especie m/z 1448 (Nichols
et al. 2012). Por su parte, para el aislado H3 no fue factible el analisis.

Un punto a considerar es la precaucién que se debe tener en la determinacion de
la presencia de especies en una muestra a través del analisis de espectros de masas ya
gue no es confirmativo en el caso de la utilizacién de espectrémetros de baja resolucion
como el utilizado. Es por lo anterior que se examiné el patron de fragmentacion (espectros
MS?) para algunas de las sefiales observadas, el cual resulta caracteristico para un

compuesto y por tanto constituye la base de la identificacion.
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Figura 5. Espectro de masas (MS) representativo. En la figura se muestra un espectro de masas
obtenido mediante infusidn directa a un espectrémetro liquido de ionizacion por electrospray
(QTrap 4000) para uno de los aislados de control sano (H1) en el cual se grafica la intensidad
(cuentas por s o cps) de cada sefial m/z (Da). El tiempo indicado de 0,603-1,307 min corresponde
al tiempo seleccionado para generar el espectro de masas. En rojo se indican las sefales descritas
en literatura y en azul las observadas en esta tesis. El circulo en verde destaca la presencia de
agrupaciones de sefiales m/z (cluster) en torno a m/z 1157.

En la Figura 6 se muestran algunas fragmentaciones, para m/z 1769 se
observaron diferencias de 270 y 242 unidades de masa que sugieren la pérdida de los
acidos grasos iC17-30H y iC15-30H, respectivamente. Otros fragmentos se generarian
por pérdidas combinadas como las diferencias de 336 y 337 unidades que
corresponderian a la ruptura de C16 o0 iC16-30H mas de-fosforilacion. Para las especies
m/z 1157, m/z 1186 y m/z 1475 se desconoce su estructura, los patrones de
fragmentacion son insuficientes como para proponer estructuras pero se puede observar
la perdida repetitiva de 288-289 unidades de masa que corresponderian a la pérdida de
acidos grasos de masa 288-289 g/mol pero también podrian representar pérdidas
estructurales combinadas como la pérdida de un acido graso iC17-30H (270 unidades de
masa) y agua (18 unidades) u otra combinacion (Coats et al. 2011, Coats et al. 2009b).
Adicionalmente, la fragmentacién de m/z 1157, m/z 1186 y m/z 1475 contiene algunas
sefiales en comun con la fragmentacion de m/z 1769 tal como la sefial m/z 265, también
descrita en la literatura como parte de la fragmentaciéon de la especie m/z 1688 (Coats et
al. 2009b).

36



W -MS2 (1766.00) CE (-40): 0.151 to 0.821 min from Sample 27 (150401 LPS7 1766 MS/MS -40v neg ion) of 150401_Lipid Samples.wiff ... Max. 2488.0 cps.

2488, 2651 [C,;H,00,] H1
i [C11HgN,Og]

2000-
| -iC17-30H
3 : -iC15- e on )
g 1500 iC15-30H A 270 | -iC16-30H/-HPO,
2 -C16/-H,PO ~ A 336 ‘
E-] [ 3 4 |
2 1000 2952 I A 337 | ‘
500 L ;
| L
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800
m/iz, Da
W .MS2 (1475 .00) CE (-40): 0.218 to 0.804 min from Sample 42 (150401 LPS5 1475 MS/MS -40v neg ion) of 150401_Lipid Samples wiff Max. 15557 cps.
20356
1960 ‘ £289.3 ‘ CP4
1400 I 1
12004 0284 o
v =
2; 800 [C17H200]" 2681 5Asz 2 |-
E o [C11HgN,Og]
‘oo. | |
200 | ] [ ‘ J
%0 20 360 o = o T wo o | w00 | oo | a0 1300 400 1800
m/z, Da
W 1452 (1186.00) CE (-40) 0.285 fo 1.055 min from Sample 35 (150401 LPS5 1185 MS/MS 40v neg ion) of 150401 _Lipd Samples wif .. Max 39781 s
4288 CP4
39791 5814
|
8 300()1 < A 288.3 . Nl283
£ ! gzﬁaﬂ } A 288.7 }
" 1000] [CuHaO) ° s 1 | 6087 1858,
1 [C11HgN, O] I sz | < A 2882 |
s b : ! : i : e 1
100 150 200 250 300 350 400 45 500 550 600 650 700 750 800 80 900 950 1000 1050 1100 1150 1200
miz, Da
W MS2 (1157.70) CE (40): 0.285 0 0.871 min from Sample 26 (150401 LPS7 1157.7 MS/MS -40v neg ion) of 150401_Lipid Samples.wiff... Max 1.3¢4 ops|
1204 | A 288.1 , sa14 H1
i 5537..
" 1‘“‘} &27,8 A2885 }
g 1 [C17H560,] Aﬁ 7
2 [C11HgNOg]
2 5000'01 56 £ 2880 | A 288.2 }
| _2934 1158.1
ooN I i
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150 1200
m/z, Da

Figura 6. Espectros de fragmentacion (MSZ) representativos observados para las sefiales
m/z 1766, 1475, 1186 y 1157. En la figura se indican algunas perdidas estructurales propuestas
que explicarian algunos de los fragmentos observados.

3.2.3. Evaluacion del crecimiento relativo de la cepa de referencia ATCC
33277 y APG1587 en presencia de las hBDs-1 a -4.

Ya que de manera similar a APG1587, aislados de individuos sanos son
susceptibles a PMB y aislados de P. crénica al igual que la ATCC 33277 son resistentes,
evaluamos el efecto de los péptidos hBDs-1 a -4 sobre el crecimiento relativo de la cepa
ATCC 33277 y mutante a través de ensayos de microdilucion en placa. Lo anterior con la
finalidad de determinar si el efecto antimicrobiano ejercido por PMB es comparable con el

de otros péptidos catidnicos fisiolégicamente relevantes.
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El analisis estadistico realizado a los 64 resultados obtenidos indica que no existen
diferencias significativas entre las cuatro defensinas ensayadas. Por otra parte, el
porcentaje de crecimiento de la cepa ATCC 33277 difiere significativamente del obtenido
con la cepa mutante, en donde las hBDs-1 y -2 tuvieron una mayor disminucién en el
porcentaje de crecimiento de la cepa ATCC y por el contrario, las hBDs-3 y -4 causaron
una mayor disminucién sobre la mutante. Ademas, es posible observar que la cepa
mutante es capaz de crecer incluso a las concentraciones mas altas de cada una de las
defensinas (Figura 7). La significancia estadistica de los ensayos de microdilucién en
placa para la cepa ATCC 33277 versus la mutante en presencia de las hBDS-1 a -4 se

encuentra en los anexos (Tabla anexa 6.5).
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Figura 7. Crecimiento relativo de la cepa de referencia ATCC 33277 y APG1587 versus
concentraciones crecientes de las beta defensinas humanas (hBDs) -1, -2, -3y -4. En la
figura se muestra el porcentaje de crecimiento relativo de las cepas en presencia de
concentraciones crecientes de hBDs-1 a -4 (0 — 20 pg/mL). El porcentaje de crecimiento se calculo
dividiendo la absorbancia de los cultivos a DOsgs, en presencia de cada defensina por la
absorbancia a DOsg, de los cultivos sin defensina. Los resultados mostrados corresponden al
promedio dos tres experimentos independientes en duplicado.
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De acuerdo a los resultados experimentales en el desarrollo de este objetivo
podemos afirmar que aislados de P. crénica e individuos sanos presentan resistencia
diferencial en presencia de PMB. Si bien la mutante APG1587 fue totalmente susceptible
a todas las cantidades de PMB ensayadas, fue capaz de crecer incluso a las
concentraciones mas altas de las hBDs-1 a -4. Por otra parte, se confirmd la presencia del
gen PGN_0524 en aislados de sanos susceptibles y la estructura di-fosforilada (m/z 1766)

estuvo presente indistintamente en los aislados de P. cronica resistentes.

Lo anterior nos permite suponer que si bien la fosfatasa 4, o la de-
fosforilacion en dicha posicidon, participa en la resistencia diferencial de los
aislados de P. gingivalis a PMB, existen otros mecanismos involucrados los cuales
pudieran estar relacionados con laresistencia de esta bacteria a las hBDs-1 a -4.

3.3.  OBJETIVO 3: Determinar el papel de otras regiones del LPS en la resistencia

de los aislados de P. gingivalis a PMB y las hBDs-1 a -4.

3.3.1. OBJETIVO 3.1: Analizar la regién del AgO del LPS de los aislados
clinicos de P. gingivalis.

Cambios en la composicion del LPS pueden permitir la entrada de antibiéticos
como Novobiocina y, contrario a los aislados de P. crobnica, los aislados de individuos
sanos son resistentes a 2,5 ug de este antimicrobiano (Buguefio 2014). Mas aun, en una
caracterizacion previa se determind que entre ellos existen claras diferencias en la
agregacion y morfologia colonial tanto en medio sélido como en caldo, las cuales han sido
relacionadas con modificaciones en el LPS de P. gingivalis (Takada and Hirasawa 1998,
Yamaguchi et al. 2010). En conjunto estos resultados sugieren que es probable que otras
estructuras del LPS pudieran estar participando en la resistencia de la bacteria a los

péptidos catidnicos hBDs.

Por lo anterior, nos propusimos estudiar el LPS purificado de los aislados a partir
de los perfiles electroforéticos visualizados en geles de poliacrilamida al 14% (p/v) tefiidos

con plata (Tsai and Frasch 1982) y posterior densitometria (Bravo et al. 2011).

Todos los aislados de pacientes con P. cronica presentaron un LPS completo

(lipido A-core + PS polimérico) con una distribucion de largos de cadena del AgO similar a
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la cepa de referencia (comparar carriles 2 a 4 con carril 1, Figura 8), lo cual es confirmado
con el andlisis densitométrico de los carriles (Figura 9A). En particular, el aislado clinico
CP1 presenta un perfil electroforético similar al de la cepa 33277, con una relacion PS
total/lipido A-core 2,88 versus 2,91 pixeles totales, respectivamente (Figura 9A). Tanto
los aislados de P. crénica como la cepa 33277, poseen largos de cadena preferenciales
superiores a las 8 unidades de PS (Figura 8). En el caso del aislado CP2 presenta una
distribucion de largos del AgO similar al de la 33277, CP3 y CP4 tienen una relacién PS
total/lipido A-core mayor comparado con la cepa 33277, 5,89 y 6,56 versus 2,91 pixeles
totales respectivamente (Figura 9A). En tanto CP4, no polimeriza moléculas de alto peso
molecular (Figura 8), similar a lo que ocurre en una distribucién al azar (Martinic et al.
2011).

A diferencia de los aislados de P. cronica, todos los aislados de individuos sanos
presentan un LPS rugoso, carente de moléculas de AgO de alto peso molecular (Figura
8, carriles 6-8, Figura 9B). Ademas, se observa que la region del lipido A-core tiene una
menor movilidad electroforética comparado con la cepa de referencia (comparar puntas
de flechas rojas en carriles 1, 6, 7 y 8, Figura 8). La ausencia del AgO en los aislados de
sanos se confirmo6 cargando una cantidad 5 veces mayor de LPS (Figura anexa 1). Es
importante mencionar que todos los aislados de un mismo paciente presentaron el mismo
patrén electroforético de LPS (figura representativa, Figura anexa 2). Estos resultados ya

fueron publicados (Diaz et al. 2015).
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33277 CP1 CP2 CP3 CP4 H1 H2Z H3

Lipido A-core +
PS polimérico

Lipido A-core + 1 PS
Lipido A-core -

Figura 8. Perfiles de LPS de aislados clinicos de P. gingivalis de pacientes con P. crénica, de
individuos sanos, y de la cepa de referencia. A) 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 (1 X 10” UFC). En la figura se muestran: carril 1:
ATCC 33277, carril 2-5: aislados clinicos de pacientes con P. crénica (CP), carriles 6-8: aislados
clinicos de individuos sanos (H). Las diferentes regiones del LPS se indican a la izquierda. La
region del polisacarido (PS) comprende el AgO y el polisacarido anionico (APS).
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Figura 9. Andlisis densitométrico del LPS de aislados clinicos de P. gingivalis de
pacientes con P. crénica, de individuos sanos, y de la cepa de referencia. A) Analisis
densitométrico del LPS de 33277 versus CP. B) Andlisis densitométrico del LPS de 33277
versus H. El andlisis densitométrico de los carriles del gel se realizé utilizando el software para
geles UN-SCANT-IT (Silk Scientific). La intensidad relativa se calculé entre la banda del lipido
A-core y la intensidad de las bandas correspondientes al PS, midiendo los pixeles de una

ventana pequefa ubicada al centro de cada carril.
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3.3.2. OBJETIVO 3.2: Analizar el polisacarido aniénico del LPS de la cepade
referencia y aislados clinicos de P. gingivalis.

Considerando que la presencia del APS, conteniendo unidades repetidas de
mananos fosforilados, puede mejorar la interaccion electrostatica de la membrana
bacteriana con péptidos catidnicos y por el contrario su ausencia disminuirla. Se evalué la
presencia o ausencia del APS en los diferentes aislados, que pudieran explicar los
diferentes grados de susceptibilidad frente a PMB, utilizando Western blot.

A diferencia de los aislados de pacientes con P. crénica y la cepa ATCC 33277, en
los aislados de individuos sanos no se detect6 la presencia de APS (Polisacarido
anionico), sugiriendo que P. gingivalis presente en un periodonto sano no produce A-LPS
o lo pierde (Figura 10). Los aislados CP3 y CP4 solo presentaron moléculas de APS de
alto peso molecular, mientras que CP1l, CP2 y la ATCC 33277 ademas presentan

moléculas de APS de bajo peso molecular.

33277 CP1 CP2 CP3 CP4 Hl H2 H3

Lipido A-core +
APS polimérico

Figura 10. Identificacion del A-LPS en aislados clinicos de P. gingivalis de pacientes con P.
cronica e individuos sanos. Se carg0 el LPS purificado a partir de un mismo namero de células
bacterianas (1 X 10’ UFC) en cada carril y se analizé utilizando electroforesis en un gel de
poliacrilamida Tricina-SDS y posteriormente western blot con un Mab (1B5) para visualizar el APS.
En el carril 1: ATCC 33277, carriles 2-5: aislados de P. cronica (CP), carriles 6-8: aislados de
individuos sanos (H). A la izquierda se indica la region del APS.
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En su conjuntos los resultados obtenidos en este objetivo indican que
moléculas de AgO y APS de alto peso molecular son relevantes en la resistencia
diferencial de los aislados de P. gingivalis a los péptidos cationicos PMB y hBDs-1 a
-4,
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4. DISCUSION

En este trabajo se estudi6 la participacion de modificaciones estructurales del LPS
de P. gingivalis, de aislados de pacientes con periodontitis cronica e individuos
periodontalmente sanos, en la resistencia diferencial a los péptidos catidnicos
antimicrobianos PMB y hBDs-1 a -4. Los resultados muestran que aislados de P. crénica
son significativamente mas resistentes a PMB respecto de los aislados de individuos
sanos y la cepa control (Figura 3). La susceptibilidad exhibida por los aislados de
individuos sanos de P. gingivalis es comparable a la observada para una cepa mutante
(APG1587), que carece del gen que codifica para la fosfatasa 4” del lipido A, a partir de
los 25 pg de PMB (Tabla 3.2) (Coats et al. 2009a).

Estos resultados sugieren que la cepa mutante comparte similitudes con los
aislados de individuos sanos, las que le confieren una mayor susceptibilidad a PMB
respecto de los aislados de P. crénica y de la de referencia, ATCC 33277 (Coats et al.
2009a). Lo anterior podria estar relacionado con lo reportado en la literatura en donde la
delecion de los genes involucrados en la de-fosforilacion 4” del lipido A, Ipx y PGN_0524,
en cepas de Francisella tularensis y P. gingivalis respectivamente, resultan en cepas
mutantes altamente susceptibles a PMB (Kumada et al. 1995, Wang et al. 2007). Sin
embargo, a diferencia de la mutante, los aislados de controles sanos no son susceptibles
a los 2,5 ug de PMB, y en el analisis del gen PGN_0524 se establecié que todos los

aislados de individuos sanos presentan dicho gen (Figura 4).

Se encuentra descrito ademas que la delecion en PGN_0524 se traduce en la
incapacidad de la mutante para remover los grupos fosfato en la posicion 4 del lipido A,
presentando un fenotipo di-fosforilado en las posiciones 1y 4 de esta region (Coats et al.
2009b). De acuerdo al analisis estructural del lipido A y el tamafio molecular obtenido en
los espectros de fragmentacion de las sefiales detectadas, es posible especular que la
sefial m/z 1475 corresponde a una forma tetra-acilada del lipido A y que las sefiales m/z
1186 y m/z 1157 son formas tri-aciladas de esta region. El no observarse el intervalo m/z
0-100 en los espectros de fragmentacibn no permiti6 establecer la presencia de

fosforilaciones. Adicionalmente, los espectros de fragmentacion de las cuatro sefiales
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detectadas (Tabla 3.3) muestran un fragmento m/z 265 conservado en todas ellas,

sugiriendo que comparten estructura (figura representativa, Figura 6).

La deteccién de la sefial m/z 1769 sugiere la presencia de lipido A di-fosforilado y
penta-acilado (Al-Qutub et al. 2006, Coats et al. 2009b, Kumada et al. 1995, Reife et al.
2006) indistintamente en aislados de individuos sanos (H1 y H2) y de P. crénica (CP1,
CP2 y CP3). Si bien era posible especular que aislados de P. crénica resistentes a PMB
no presentaran la estructura di-fosforilada, la sefial correspondiente (m/z 1769) estuvo
presente en todos ellos, exceptuando en CP4. Estos resultados junto con presencia del
gen PGN_0524 en todos los aislados de individuos sanos susceptibles a PMB indican
que, es probable que existan otros puntos de regulacion en la fosforilacién en 4 del lipido
Ay que no solo la fosforilacion en esta posicién esta relacionada con la susceptibilidad de
los aislados a PMB. Por lo tanto, ademas de la contribucién de la fosfatasa 4" del lipido A,
existen otros mecanismos involucrados en la resistencia diferencial de los aislados de P.

gingivalis a PMB.

Por otra parte, la cepa mutante APG1587 ademas presenté un menor porcentaje
crecimiento en presencia de las hBDs-3 y -4 comparado con la cepa silvestre (Figura 7).
Las diferencias en el efecto antimicrobiano de las hBDs-3 y -4 sobre la mutante respecto
de la cepa ATCC coinciden con una carga cationica mayor en el caso de las hBDs-3 y -4
(+11 y +7 respectivamente) respecto de las hBDs-1 y -2 (+5 y +6 respectivamente)
(Kohlgraf et al. 2010). A diferencia de la mutante, la cepa ATCC 33277 mantuvo e incluso
aumento su % de crecimiento respecto del control sin el antimicrobiano en presencia de
las hBDs-3 y -4, no asi para las hBDs-1 y -2 en donde el porcentaje de crecimiento fue
menor en relaciébn a la mutante. De acuerdo al analisis de nuestros resultados el
porcentaje de crecimiento promedio de la mutante para todas las concentraciones de
todas las defensinas ensayadas fue significativamente menor respecto de la ATCC 33277
indicando diferencias en la interaccidon de defensina-bacteria, sin embargo no fue posible
determinar la CIM de las cepas. De acuerdo a estos resultados es posible pensar que es
necesario incrementar la concentracion maxima de defensinas utilizada (20 pg/mL) en los
ensayos pues, si bien existen estudios que respaldan el rango de concentraciones
seleccionadas (Shelburne et al. 2005), existen otros estudios en donde la CIM de las
hBDs-2 y -3 para la cepa ATCC 33277 fue de 34,6 y 31,3 pg/mL, respectivamente (Ji et al.
2007, Joly et al. 2004). No obstante la CIM de la cepa ATCC 33277 en presencia de las
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defensinas parece ser bastante variable, puesto que segun lo reportado por varios autores
los valores para las hBDs-2 y -3 se encuentran entre 6,25 - 34,6 y 5,2 - 31,3 pg/mL,
mientras que para las hBDs-1 y -4 solo se reportan los valores de 3,13 y 6,25 pg/mL,
respectivamente (Ji et al. 2007, Joly et al. 2004, Shelburne et al. 2005). Lo anterior
pudiera estar relacionado con las diferencias en las condiciones en las cuales se han
llevado a cabo los ensayos, entre ellas el medio de cultivo, puesto que se ha demostrado
que modificaciones en las concentraciones cloruro de sodio (0 de varios cationes
divalentes) disminuyen la actividad bactericida de las hBDs-1, -2 y -4 (Pazgier et al. 2006).
Por lo tanto, las concentraciones de hBDs requeridas para una actividad antimicrobiana
efectiva no estan claras, a pesar de que se ha determinado que in vitro su CIM puede ser
mayor que la presente en fluido crevicular gingival (Gorr and Abdolhosseini 2011). Esto
apoya la idea de que la funcion de las hBDs no es solo antimicrobiana, sino que también
dependen de ellas otros factores, como la estimulacién del sistema inmune (Greer et al.
2013).

Finalmente, a diferencia de lo observado en los ensayos de difusién radial con
PMB, la mutante fue capaz de crecer incluso a las concentraciones mas altas de cada una
de las hBDs ensayadas sugiriendo que junto con la fosforilaciéon en 4” del lipido A, que
contribuye en la resistencia de P. gingivalis a PMB, existen otros factores involucrados en

su susceptibilidad a las hBDs-1 a -4.

Se conoce que las bacterias Gram negativo ademas son capaces de incrementar
la hidrofobicidad del LPS por adicién de cadenas lipidicas en los fosfatos del lipido A,
disminuyendo la permeabilidad y la susceptibilidad a péptidos catiénicos (Needham and
Trent 2013), sin embargo, los estudios realizados en nuestro laboratorio no demuestran
una correlacion entre la carga neta de los aislados y la susceptibilidad a PMB (publicado
en Diaz et al. 2015). Ademas de la carga neta también se determind que entre los
aislados de individuos sanos y de P. cronica existen diferencias en el color y la
consistencia de las colonias, asi como en la habilidad de autoagregacion en medio liquido
(Diaz et al. 2015). Estas alteraciones en la macromorfologia colonial bacteriana han sido
atribuidas a diferencias en la composicion capsular, el LPS, la actividad de proteasas de
gingipainas y la habilidad para formar biopelicula (Malone 2015, Marsh et al. 1989,
Yamaguchi et al. 2010). Por lo anterior las diferencias macromorfoldégicas observadas

pudieran estar relacionadas con la patogenicidad de los aislados de P. gingivalis y la
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resistencia a PMB y defensinas, puesto que las caracteristicas morfolégicas coloniales
han sido asociadas con la presencia de componentes en la superficie bacteriana
(carbohidratos) involucrados en la resistencia a compuestos antimicrobianos (Drenkard
and Ausubel 2002, Haussler et al. 2003).

La visualizacion del LPS de los aislados en geles de SDS-PAGE tefidos con plata
demuestra que, a diferencia de los aislados de P. crénica, todos los aislados de individuos
sanos carecen de moléculas de AgO de alto peso molecular y por tanto presentan un LPS
rugoso (Figura 8, carriles 6-8) lo cual se corrobora con el analisis densitométrico de los
carriles (Figura 9B). Se observa ademas que la regién del lipido A-core tiene una menor
movilidad electroforética comparado con la cepa de referencia (comparar puntas de
flechas rojas en carriles 1, 6, 7 y 8, Figura 8) la que puede deberse a la presencia de
sustituciones (glicosilaciones) en la region del core del LPS (Martinic et al. 2011). La
densitometria de los carriles indicé largos preferenciales de cadena superiores a las 8
unidades de AgO en aislados de P. cronica, mientras que el aislado CP4 presenté un LPS
con moléculas de AgO de alto peso molecular y con una distribucion de los largos de
cadena diferente, con una mayor proporcién de cadenas cortas e intermedias. Por lo tanto
podemos suponer que las diferencias en el patron de bandeo del LPS pueden estar
relacionadas con las susceptibilidad exhibida por los aislados frente a PMB, ya que junto
con las modificaciones en el lipido A, diferencias en el AgO y el core han sido implicadas

en la resistencia a péptidos antimicrobianos (Ramjeet et al. 2005).

A diferencia de los aislados de P. crénica, que poseen moléculas de APS, los
aislados de individuos sanos carecen de ellas, indicando que la ausencia de AgO y APS
se correlaciona con una mayor susceptibilidad de los aislados a PMB. Estos resultados
coinciden con lo descrito por Paterson et al. (2009) los cuales demostraron que cepas de
Salmonella Typhimurium, produciendo menores cantidades de AgO y polimeros de menor

longitud, son mas susceptibles a PMB.

Junto con la reduccion en los residuos negativos del lipido A del LPS existen otras
modificaciones, entre ellas la adicion de aminas (fosfoetanolamina, PEtN) vy
amoniazucares (Moskowitz et al. 2004), azlcares positivos (Shah et al. 2014) y residuos
aminoacidicos (Lewis et al. 2009) sobre los grupos fosfato (Gunn et al. 1998, Llewellyn et

al. 2012, Moskowitz et al. 2004, Shah et al. 2014) o sus cadenas de grupos acilo (Lewis et
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al. 2009), que permiten que bacterias Gram negativo, como Pseudomona aeruginosa
(Moskowitz et al. 2004), Salmonella Typhimurium (Gunn et al. 1998), Francisella Novicida
(Llewellyn et al. 2012), algunas especies de Bordetella (Shah et al. 2014) y Neisseria
gonorrhoeae (Lewis et al. 2009) puedan resistir a la accion de péptidos catidnicos (Lewis
et al. 2009), como PMB (Gunn et al. 1998).

Sin duda una de las limitaciones de este estudio fue el numero de individuos
incluidos (3 individuos sanos y 4 con P. cronica). Uno de los motivos es la dificultad que
implica aislar P. gingivalis desde placa subgingival de individuos sanos, por su baja
prevalencia en este tipo de individuos y lo labil de los aislados a cambios de temperatura,
como ocurre en casos de descongelamiento (Aas et al. 2005). A pesar de ello fue posible
observar diferencias significativas entre los perfiles de LPS de ambos grupos las que
estan correlacionadas con diferencias en la susceptibilidad de los aislados a los péptidos
cationicos PMB y hBDs-1 a -4. No obstante, es necesario evaluar las modificaciones
quimicas del LPS que conducen a la movilidad electroforética observada y sus
implicancias en patogenicidad de los aislados. Otra limitacion del estudio se relaciona con
el reclutamiento de sujetos sin periodontitis, debido a la alta prevalencia de la patologia en
la poblacién adulta, por esa razén de coloc6 como un criterio de inclusién tener edad
mayor de 18 afios en los sujetos periodontalmente sanos comparado con los 35 afios de
los pacientes con periodontitis. Sin embargo, al realizar la comparacion estadistica no hay

diferencias en el grupo etario de ambos grupos.

Por lo tanto, frente a estos resultados es relevante que en estudios futuros se siga
apuntando a la caracterizacion quimica del LPS de los aislados, incrementando el nimero
de muestras a partir de individuos sanos y con P. crénica, y establecer si las diferencias
observadas en nuestros aislados pueden estar relacionadas con la susceptibilidad frente a

otros péptidos catidnicos antimicrobianos.
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Los resultados de esta tesis son resumidos en la siguiente figura:

P. gingivalis
SANOS

v' Susceptiblesa PMB

v Presentan el gen PGN_0524

v' Presentan estructuras
di-fosforiladas

v' Carecen de APS

v" LPS rugoso

P. gingivalis
P. CRONICA
IR RIS

(AN )

Resistentesa PMB
Presentan el gen PGN_0524
Presentan estructuras
di-fosforiladas

Presentan APS de alto peso
molecular

LPS liso

Figura 11. Resimen con los principales resultados obtenidos durante el desarrollo de esta
tesis. En cada dibujo se aprecian las diferencias estructurales de la superficie bacteriana de
acuerdo a lo observado en este estudio. P gingivalis de individuos sanos al igual que de P. cronica
presenta el gen de la fosftasa en 4’del lipido A (PGN_0524), asi como las estructuras di-
fosforiladas en esta region. A diferencia de los aislados de P. crénica, aislados de individuos sanos
carecen de moléculas de polisacarido aniénico de alto peso molecular pero ademas presentan un
LPS rugoso, lo cual esta correlacionado con la susceptibilidad que presentan al péptido catiénico

Polimixina B.
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5. CONCLUSIONES

- Los resultados presentados en esta tesis muestran que aislados de P. gingivalis
provenientes de individuos periodontalmente sanos y de pacientes con P. crénica poseen
resistencia diferencial a PMB. Por su parte, aislados de individuos sanos son susceptibles
a PMB y presentan una susceptibilidad similar entre ellos, mientras que en el caso de los
aislados de P. cronica son resistentes.

- Los aislados de P. gingivalis provenientes de individuos periodontalmente sanos,
son menos susceptibles a PMB respecto de la cepa mutante delecionada en el gen de la
fosfatasa (APG1587) la cual es totalmente susceptible a PMB, pero no asi en el caso de
las hBDs-1 a -4, sugiriendo que junto con la fosfatasa en 4" del lipido A participan otros
mecanismos. Ademas, aislados de P. crénica e individuos periodontalmente sanos tienen
indistintamente el gen de la fosfatasa, PGN_0524, y estructuras de lipido A di-fosforilado

en las posiciones 1y 4" de esta region.

- Todos los aislados de pacientes con P. crénica y la cepa ATCC 33277 presentan
moléculas de APS de alto peso molecular. Mas aun, todos los aislados de individuos con
P. cronica presentaron un LPS completo, mientras que todos los aislados de individuos
periodontalmente sanos carecen de moléculas de AgO de alto peso molecular y de APS
indicando que moléculas de AgO y APS de alto peso molecular estan correlacionadas con
las diferencias en la susceptibilidad de P. gingivalis a los péptidos catiénicos PMB y hBDs-
la-4.
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Tabla anexa 6.1. Caracteristicas clinicas

7. ANEXOS

de los pacientes con P. crénica e individuos sanos

reclutados.
P, ((:’\IT:OJ_’(\;;CA INDIVIDUOS SANOS (N=11)
EDAD (Prom = DS) 434 +11,0° 345+9.3°
PS (mm, Prom * DS) 32+0.2" 20+0.1"
NIC (mm, Prom + DS) 39+03* 14+02*
% de sitios con placa 71.7+509°% 29.0+54°%
% de sitios BOP 53.4+53% 249+40*%
% de sitios con PS 2 5mm 20.1£15.5 0
% de sitios con NIC = 3 mm 32.3+20.8 0

sPromedio de edad de pacientes con P. crénica versus individuos sanos: p < 0,037
#Promedio de profundidad de sondaje de pacientes con P. crénica versus individuos sanos: p < 0,001

*Promedio del nivel de insercién clinico de pacientes con P. crénica versus individuos sanos: p < 0,001

8Porcentaje de sitios con placa en pacientes con P. crénica versus individuos sanos: p < 0,001
FPorcentaje de sitios con sangrado al sondaje en pacientes con P. crénica versus individuos sanos: p <

0,002
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Tabla anexa 6.2. Resumen de los resultados para la identificacién de P. gingivalis a partir de

pacientes con P. crénica (CP) e individuos sanos (H) reclutados en este estudio.

IDENTIFICACION

PACIENTES CON | DEL GENERO | IDENTIFICACION | IDENTIFICACION
PERIODONTITIS Porphyromonas DE AISLADOS DE P. gingivalis 2
CRONICA (CP) Y POR DE P. gingivalis | ENRTFPOR | DESTINACION
SANOS (H) FLUORESCENCIA POR PCR PCR
EN METANOL
USADA EN ESTE
CP1 * * * ESTUDIO
USADA EN ESTE
cP2 * * * ESTUDIO
USADA EN ESTE
CP3 * * * ESTUDIO
USADA EN ESTE
CP4 * * * ESTUDIO
CP5 - + - DESCARTADA
CP6 + + - DESCARTADA
CP7 + + + DESCARTADA
CP8 + + + DESCARTADA
CP9 + + + DESCARTADA
CP10 + + + DESCARTADA
CP11 + + + DESCARTADA
CP12 + + + DESCARTADA
CP13 + - - DESCARTADA
CP14 + - DESCARTADA
CP15 + + + DESCARTADA
CP16 + + + DESCARTADA
USADA EN ESTE
H1 * * * ESTUDIO
USADA EN ESTE
H2 * * * ESTUDIO
USADA EN ESTE
H3 * * * ESTUDIO
H4 - - - DESCARTADA
H5 + - - DESCARTADA
H6 - + DESCARTADA
H7 - - DESCARTADA
H8 - - - DESCARTADA
H9 - - - DESCARTADA
H10 - - DESCARTADA
H11 - - DESCARTADA
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Tabla anexa 6.3. Resultado de los analisis de los ensayos de susceptibilidad de
para cada concentracién de PMB (0-275 pg/mL) ensayada.

los aislados clinicos versus la cepa de referencia ATCC 33277

CoreeniEelem | g, 20 30 40 50 75 100 150 200 225 250 275
[Hg/mL]
33277v/s CP1 | -246" | 12,93" | -1445" | -11,12" | -17,50" | -23,20" | -23,00" | -20,73" | -55,77" | -17,33" | -16,43" | -19,00"
33277 v/s CP2 | -72,67 | -43,43" | -78,33" | -81,80" | -95,63" | -63,58" | -55,37 | -40,90 | -35,50" | -27,00" | -13,90" | -21,00"
33277 vis CP4 | -68,73" | -28,17" | -69,57 | -71,87" | -81,00" | -72,93"" | -73,67" | -58,73" | -85,13" | -70,87 | -86,10" | -67,60"
33277 v/s CP3 | -52,63" | -1560" | -48,77 | -52,20" | -67,67 | -77,77 | -84,50" | -80,37 | -7557 | -64,83 | -60,27 | -58,10"
33277 v/s H1 | -84,95 | -110,2" | -165,2" | -155,0° | -173,4 | -177,8" | -241,7 | -254,6 | -122,0" | -113,9 | -97,55 | -84,19
33277vis H2 | -72,13" | -36,95 | -68,17 | -69,62" | -82,27 | -94,26" | -99,23" | -116,6 | -103,3" | -119,8" | -112,17 | -99,93"
33277v/s H3 | 27,10" | 61,75 | 32,90° | 30,63 | 1859" | 9.353" | 1,374" | -1,276" | -0,126" | -0,4830" | -1,378" | -2,199"

"Sin significancia estadistica

‘Diferencia promedio con un p < 0,05

"Diferencia promedio con un p < 0,01
“"Diferencia promedio con un p < 0,001
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Tabla anexa 6.4. Especies de lipido A descritas para P. gingivalis. Para cada especie se indica su

fébrmula, su masa nominal
correspondiente sefial m/z (*).

(Mn),

masa promedio (Mp),

Formula Mn Mp (g/mol) | Mi (g/mol) m/z Referencias
(g/mol)
CsgH74NO1,P 767 767.9689 767.4949 766 (Kumada et al. 1995)
C3oH76NO1,P 781 781.9956 781.5105 780 (Kumada et al. 1995)
C4eHggN2016P 956 957.1783 956.5950 955 (Kumada et al. 1995)
C46HaoN2019P> 1036 1037.1582 1036.5613 1035 (Kumada et al. 1995)
(Al-Qutub et al. 2006,
Darveau et al. 2004,
Cs2H119N201,P 1194 1195.5877 1194.8246 1193 Kumada et al. 1995,
Reife et al. 2006)
(Coats et al. 2009b,
CgH14gN2016 1368 1370.0166 1369.0829 1368 Kumada et al. 1995)
(Al-Qutub et al. 2006,
Darveau et al. 2004,
C7H147N,049P 1434 1435.9699 1435.0336 1434 Kumada et al. 1995,
Reife et al. 2006)
(Al-Qutub et al. 2006,
Darveau et al. 2004,
C7gH149N>O 6P 1448 1449.9965 1449.0492 1448 Kumada et al. 1995,
Reife et al. 2006)
C7H14gN202,P; 1514 1515.9498 1514.9999 1514 (Kumada et al. 1995)
C7gH150N202,P; 1528 1529.9764 1529.0155 1528 (Kumada et al. 1995)
(Al-Qutub et al. 2006,
Coats et al. 2009b,
Co3H177N202, P 1688 1690.3787 1689.2581 1688 Kumada et al. 1995,
Reife et al. 2006)
(Al-Qutub et al. 2006,
Coats et al. 2009b,
CgzH178N>054P> 1768 1770.3586 1769.2245 1769 Kumada et al. 1995,
Reife et al. 2006)

masa monoisotépica (Mi) y su

(*) En la literatura se pueden encontrar algunas diferencias en las sefiales m/z indicadas para
algunas especies de lipido A, como para la especie di-fosforilada penta-acilada m/z 1769 que se
puede encontrar como m/z 1770 (Al-Qutub et al. 2006, Kumada et al. 1995, Reife et al. 2006) o
alternativamente como m/z 1768 (Coats et al. 2009b); la especie mono-fosforilada penta-acilada
m/z 1688 que se puede encontrar como m/z 1690 (Al-Qutub et al. 2006, Coats et al. 2009b,
Kumada et al. 1995, Reife et al. 2006), m/z 1689 (Al-Qutub et al. 2006, Coats et al. 2009b, Kumada
et al. 1995, Reife et al. 2006) o m/z 1688 (Coats et al. 2011, Coats et al. 2009b) entre otras lo que
se deberia a la masa empleada para el célculo, en esta tesis se utilizé la distribucidn isotépica para
una mejor estimacioén de la sefial m/z esperada.
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Tabla anexa 6.5. Resultado de los analisis de los ensayos de susceptibilidad de la cepa de

referencia ATCC 33277 para versus la mutante APG1587 en presencia de la hBDs-1 a -4 (0-20

pg/mL).

Prueba de los efectos inter-sujetos

Variable dependiente: crecimiento

Suma de los grados |Promedio de

Recurso cuadrados,Tipo de los Factor |Significancia
1 libertad | cuadrados

Modelo 88986,423% 31 2870,530 4,962 ,000
corregido
Intercepto 847585,698 1| 847585,698 | 1465,249 ,000
Defensinas 3073,058 3 1024,353 1,771 ,173
Concentracion 141,839 3 47,280 ,082 ,969
Bacteria 73871,450 1 73871,450 127,704 ,000
Defensinas * 917,865 9 101,985 , 176 ,995
Concentracion
Defensinas * 9629,652 3 3209,884 5,549 ,003
Bacteria
Concentracion * 135,144 3 45,048 ,078 972
Bacteria
Defensinas * 1217,414 9 135,268 ,234 ,987
Concentracion *
Bacteria
Error 18510,665 32 578,458
Total 955082,787 64
Total corregido 107497,089 63

a. R° = ,828 (R ajustado = ,661)
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33277 CP1 CP2 CP3 CP4 H1 H2Z H3 H1 H2Z H3

Lipido A-core +
PS polimérico

Lipido A-core + 1 PS mmp
Lipido A-core mmmp

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Figura anexa 1. Control de carga de los perfiles de LPS de aislados clinicos de P. gingivalis
de pacientes con P. crénica y cepa de referencia versus individuos sanos. Las muestras se
analizaron por electroforesis en gel de Tricina-SDS-poliacrilamida seguido por la tincién con plata.
La carga bacteriana fue estandarizada al inicio del protocolo de extraccion (1 X 10’ UFC). En la
figura se muestran: carril 1: ATCC 33277, carril 2-5: aislados clinicos de pacientes con P. crénica
(CP), carriles 6-8: aislados clinicos de individuos sanos (H), carriles 9-11: estos fueron cargado
con una cantidad 5 veces mayor de LPS. Las diferentes regiones del LPS se indican a la
izquierda. La region del polisacéarido (PS) comprende el AgO y el polisacarido anidnico (APS).

69



CP2 CP4 H3

Lipido A-core + - .

PS polimérico
— —
- -_
LS S — » -
Lipido A-core + 1 PS mmp .-
Lipido A-core mmmp - -
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Figura anexa 2. Imagen representativa de los perfiles de LPS de diferentes
aislados clinicos de P. gingivalis provenientes de un mismo paciente con P.
cronica o de individuos sanos. Las muestras se analizaron por electroforesis
en gel de Tricina-SDS-poliacrilamida seguido por la tinciébn con plata. La carga
bacteriana fue estandarizada al inicio del protocolo de extraccién (1 X 107 UFC).
En la figura se muestran: carril 1 y 2: aislados clinicos de P. cronica CP2, carril 3
y 4: aislados clinicos de P. cronica CP4, carriles 5 y 6: aislados clinicos de
control sano H3. Las diferentes regiones del LPS se indican a la izquierda. La
region del polisacarido (PS) comprende el AgO y el polisacarido aniénico (APS).
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Figura anexa 3. Esquema estructural del lipido A 1,4" di-fosforilado y penta-
acilado de P. gingivalis. En la figura se aprecia la estructura del lipido A
constituido por dos unidades de glucosamina (azul) unidas por enlace [1-6,
fosforiladas en las posiciones 1 y 4" (verde) esterificado con &cidos grasos
(negro) de longitud variable (iC15-30H, iC16-30H, iC16 e iC17-30H) indicados
en la parte inferior de la figura.

C16-30H
iC17-30H
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