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INTRODUCCION.

Las enfermedades periodontales (gingivitis y periodontitis)
corresponden a enfermedades de naturaleza infecciosa y serian causadas
por algunos de los microorganismos presentes en la placa bacteriana
ubicada en la region del surco gingivo-dentario & 2 3 4, Estas enfermedades
se caracterizan clinicamente, en una primera instancia, por inflamacion
gingival y sangramiento, para luego avanzar hacia una pérdida de inserciéon
de los tejidos de soporte con formacion del saco periodontal, destruccién de
hueso alveolar, progresando hacia la movilidad dentaria y perdida de la
pieza dental © 6),

Una caracteristica de este grupo de enfermedades es la presencia de
microorganismos anaerobios, los cuales han sido sefialados como los
agentes etiolégicos de las enfermedades periodontales. La mayoria
corresponde a bacterias anaerobias Gram(-), que colonizan el area
subgingival, se organizan secuencialmente en la invasion y se potencian
entre si. De las mas de 500 especies que se encuentran en la microbiota oral
se han descrito entre 8 a 12 especies involucradas en la etiologia de la
enfermedad periodontal, algunas de ellas son: Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Porphyromona gingivalis, Tannerella forsythia

(Bacteroides forsythus), Prevotella intermedia, Eikenella corrodens,



Fusobacterium nucleatum, Treponema denticola, Peptostreptococcus micros
y algunas especies de Capnocytophaga.

Dentro de este grupo de microorganismos A. actinomycetemcomitans
ha sido considerado como uno de las bacterias que juega un rol importante
en la etiologia de la enfermedad periodontal humana @ 8 9  Este
periodontopatdégeno ha sido relacionado principalmente con la periodontitis
de tipo agresiva y se han reconocido actualmente seis serotipos que han
sido designados por las letras a, b, ¢, d, ey f (10.11.12) ‘No se ha determinado
de que manera A. actinomycetemcomitans es capaz de causar la
patogénesis. Se ha descrito que este microorganismo posee una serie de
factores de virulencia que podrian estar involucrados en ese proceso. Entre
estos factores tenemos: produccion de colagenasas @3 14 vy
lipopolisacaridasas (1®, asi como factores citotoxicos. Entre los factores
citotoxicos la leucotoxina ha sido uno de los mas estudiados (6: 1), Ademas,
recientemente se ha descrito otro factor de citotoxicidad, la citolethal
distending toxin, ella inhibe especificamente el ciclo celular de fibroblastos,
queratinocitos y linfocitos T y B (8 19 Esta toxina es codificada por tres
genes que forman parte de un operén llamado cdt, constituido por los genes
CdtA, cdtB y cdtC. La holotoxina CDT es una molécula tripartita, compuesta
por tres subunidades (CDTA, CDTB y CDTC). Se ha descrito que CDTB
posee actividad DNAsa y provocaria dafio en el DNA gendmico de la célula

eucarionte, esto activaria a las proteinas que participan en los checkpoints



del ciclo celular, deteniéndolo en la etapa de G2/M. La detencion en esta
etapa induce posteriormente la entrada de las células en apoptosis (18 22, 23,
24).

Por otra parte, se propone que el rol de CDTA y CDTC es el facilitar la
entrada de CDTB a la célula blanco, puesto que esta ultima no puede unirse
por si sola a las células ©” %8, Hay autores que demuestran que estas
subunidades permiten la interaccion entre la toxina y la superficie celular @4,
Es asi, como se ha encontrado CDTA en la membrana plasmatica de células
eucariontes (1857,

En Latinoamérica no se han realizado analisis tendientes a caracterizar
cepas de A. actinomycetemcomitans que produzcan esta toxina. La literatura
seflala que existen diferentes cepas de este microorganismo que
presentarian polimorfismo en la region del DNA que contiene a este operon,
encontrandose en algunos casos, cepas que no poseen los genes que
codifican esta holotoxina, y en otros, diferencias a nivel de los patrones de
restriccion de las regiones que rodean al operén cdt, determinando,
aparentemente, diferencias a nivel de la produccion de esta toxina (24 25),

El presente trabajo de investigacion se enmarca en el desarrollo de un
proyecto en conjunto entre el laboratorio de Medicina Periodontal de la
Universidad del Valle, ubicada en la ciudad de Cali, Colombia y el laboratorio
de Bioquimica y Biologia Oral de la Facultad de Odontologia de la

Universidad de Chile. En él se estan caracterizando a nivel genético



molecular los factores de virulencia que posee la bacteria A.
actinomycetemcomitans, y el objetivo de esta investigacion consiste en la
determinacion de la prevalencia de los genes cdt en 80 aislados de este
microorganismo. También, se determinara si existe polimorfismo en los
fragmentos de restriccion en los genes cdtA, cdtB y cdtC, luego de ser
amplificados por PCR, utilizando como molde el DNA gendmico obtenido de

los aislados que posean el operén cdt.



MARCO TEORICO.

Las enfermedades que afectan al periodonto, vale decir encia,
ligamento periodontal y hueso alveolar, constituyen un grupo heterogéneo de
patologias en donde se observan diferencias que van desde la etiologia
hasta el grado de complejidad de cada una de ellas ©9). Clinicamente, estas
enfermedades se caracterizan por inflamacion gingival y sangramiento,
avanzando hacia una pérdida de insercion de los tejidos de soporte con
formacion del saco periodontal, destruccion de hueso alveolar, llevando en
forma progresiva hacia la movilidad dentaria y perdida de la pieza dental &
27).

En términos generales, la periodontitis se puede subdividir en dos
formas: periodontitis cronica y periodontitis agresiva, cada una de las cuales
se puede presentar en las variantes localizada o generalizada (8 29, Estas,
fueron definidas en el International Workshop del afio 1999, que fue
dedicado a lograr un consenso para una nueva clasificacion de las

enfermedades periodontales (28,

De acuerdo a lo anterior, la periodontitis crénica se define como una
enfermedad infecciosa que causa inflamacion en los tejidos de insercion y
soporte del diente, con pérdida de insercion epitelial conectiva y destruccion
de hueso alveolar. Esta forma de periodontitis es la que ocurre con mayor

frecuencia y, aunque se puede iniciar a cualquier edad, se manifiesta
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principalmente en adultos. Se caracteriza por una consistencia entre la
destruccion observada y la presencia de factores locales coadyuvantes, por
lo que el calculo subgingival es un hallazgo frecuente. Presenta tasas en la
progresion de la pérdida del nivel de insercidon de bajas a moderadas, pero
también podemos tener periodos de rapido progreso; todo esto asociado con
patrones microbiolégicos variables. La periodontitis crénica puede ser
clasificada en base a extension y severidad, ademas se han descrito

factores de riesgo tales como: diabetes mellitus, el tabaquismo y estrés 8

29)

La periodontitis agresiva por su parte, es una forma de periodontitis
que se caracteriza por presentar una rapida pérdida de insercion vy
destruccion 6sea, de alrededor de 2mm por afio. Se describe la presencia de
agregacion familiar y también se ha observado que las cantidades de tartaro
son inconsistentes con la severidad de la destruccion tisular. Ademas, se ha
determinado, en algunas poblaciones humanas, que existe una asociacion
entre la periodontiits agresiva y la presencia de cantidades elevadas de A.

actinomycetemcomitans y P. gingivalis 8 71,
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Clasificacion de las Enfermedades Periodontales.

Se han descrito diferentes tipos de enfermedades periodontales, las
cuales fueron reclasificadas en el afio 1999, por la Academia Americana de
Periodoncia (AAP). En esta clasificacion podemos distinguir: a) las
enfermedades gingivales, que pueden ser o no inducidas por placa
bacteriana, b) la periodontitis crénica que puede ser localizada o
generalizada; c) la periodontitis agresiva que, también se divide en
localizada o generalizada; d) la periodontitis como manifestaciéon de
enfermedades sistémicas, entre las que se encuentran las enfermedades
periodontales ulcero-necrotizantes; e) los abscesos del periodonto, f) las
periodontitis asociadas a lesiones endoddnticas, y g) las condiciones y
deformidades del desarrollo 6 adquiridas 9,

Dentro de las enfermedades mas prevalentes podemos encontrar la

gingivitis, la periodontitis cronica y la periodontitis agresiva.
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Signos y sintomas de las enfermedades periodontales mas prevalentes.

1. Entre los signos comunes de todas las enfermedades gingivales se

distinguen:

11

1.2

1.3

1.4

15

Inflamacion limitada exclusivamente a la encia, caracterizada
por aumento de volumen y enrojecimiento de los tejidos.
Aumento del exudado crevicular.

Sangramiento espontaneo o provocado, segun la severidad.
Reversibilidad de la enfermedad al remover el factor
etioldgico.

Presencia de placa bacteriana que inicia o0 exacerba la

enfermedad 29),

2. La periodontitis por su parte, es una enfermedad crénica de los

tejidos de soporte vascularizados del diente®D, que se caracteriza por:

2.1

2.2

2.3

Inflamacion gingival.
Pérdida del nivel de insercién clinica.

Pérdida de hueso alveolar.

2.4 Formacion del saco periodontal, que es la caracteristica

anatomo-patoldgica de dicha enfermedad.
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En el tejido periodontal afectado por la periodontitis, se forma un
infiltrado inflamatorio constituido por distintas células, entre las cuales se
destacan los linfocitos T y macréfagos. El proceso inflamatorio se produce
como respuesta a la presencia de placa bacteriana especifica. La activacion
de mecanismos protectores y defensivos del hospedero (como: enzimas y
citoquinas), puede llevar a la destruccién de los tejidos del hospedero. Por lo
tanto, las bacterias son en gran medida las responsables de la pérdida de
tejido en la periodontitis. Esto va generando progresivamente una

disminucién del soporte de la pieza dentaria, hasta que finalmente se pierde

(5,27,32)

2a. En cuanto a la periodontitis crénica, se dice que es la mas

frecuente de las periodontitis, dentro de sus caracteristicas destacan:

2a.1 Es mas prevalente en adultos, pero puede afectar tanto a
nifios como a adolescentes.

2a.2 El grado de destruccion de los tejidos es consistente con la
presencia de factores locales.

2a.3 El célculo subgingival es un hallazgo frecuente.

2a.4 Se puede asociar a un patrén microbiolégico variable.

2a.5 Su tasa de progresion varia entre baja y moderada,

existiendo periodos de rapida progresion.



14

La periodontitis crénica puede subclasificarse, como ya habiamos
mencionado, segun la extension y la severidad del dafio. A su vez puede ser
modificada, tanto por factores locales y enfermedades sistémicas, como por

otros de diversa indole, entre los cuales se encuentran el estrés y el tabaco.

2b. Por otro lado, la periodontitis agresiva es un tipo especifico de
periodontitis, claramente identificable a través de hallazgos clinicos y de
laboratorio. A diferencia de la periodontitis cronica, los pacientes se
observan clinicamente sanos, no hay evidencias claras que demuestren que
estdn en un estado de enfermedad periodontal. Las caracteristicas

generales son:

1- Réapida pérdida de insercion y destruccién periodontal.
2- La progresion de la pérdida de insercion y de la pérdida

Osea puede ser autolimitada.

3- Se observa un patrén de agregacion familiar.

4- Depésitos microbianos inconsistentes con la severidad de
las lesiones.

5- En algunas poblaciones humanas se presenta con

cantidades elevadas de A. actinomycetemcomitans (Aa) y/o

P. gingivalis (Pg).
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6- Pueden presentar ademas, anomalias fagocitarias,
macrofagos con fenotipo hiper-responsivo con altos niveles

de prostaglandina E2 y de interleukina 1-B.

Es necesaria la presencia de varias de estas caracteristicas (aunque
no todas) para diagnosticar este tipo de enfermedad periodontal ¢7- 71,

Ha sido ampliamente aceptado que el inicio y progresion de la
enfermedad periodontal depende de la presencia de microorganismos
capaces de producir la enfermedad. De las mas de 500 especies bacterianas
que pueden colonizar la cavidad oral, alrededor del 2,5% parecen estar
involucrados en la enfermedad periodontal ? 4 9, Estas bacterias son
principalmente anaerobias Gram negativas, que no forman parte de la
microbiota comensal de la cavidad oral. Entre ellas se destacan:
Actinobacillus actinomycetemcomitans, bacteroides pigmentados de negro
como Porphyromona gingivalis y Prevotella intermedia y Prevotella
nigrescens, especies de Capnocytophaga, Campylobacter rectus, Tannerella
forsythia, Eikenella corrodens, Fusobacterium nucleatum,
Peptostreptococcus micros, entre otros. De ellos, A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis, T. denticola y T. forsythia son
considerados como agentes etiolégicos primarios de la enfermedad
periodontal. De estos ultimos, A. actinomycetemcomitans ha sido implicado

en la periodontitis juvenil localizada (actualmente enfermedad periodontal
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agresiva) y se han descrito una serie de factores de virulencia que podrian

dar cuenta de este microorganismo como un agente patégeno ©,

Caracteristicas generales de A. actinomycetemcomitans.

A. actinomycetemcomitans es un pequefio coco bacilo no motil, Gram
negativo, que crece solo, en pares 0 pequefios grupos y que se describe
como un microorganismo anaerobio facultativo, microaerofilico y capnofilico.
En condiciones experimentales, crece preferentemente en un medio con 5%
de CO2 a 37° C (10.33) y el rango de pH dptimo para su crecimiento es de
7.0 a 8.0 10:33) En medio liquido esta bacteria forma granulos transltcidos
aislados que se adosan a las paredes y al fondo del tubo, dejando el liquido
sobrenadante limpio. En medio sélido la bacteria crece formando colonias
pequefias translicidas, de aproximadamente 1 mm. de diametro. Estas
colonias poseen un borde irregular y la colonia se adhiere fuertemente a la
superficie del agar. Al ser observadas bajo el microscopio 6 la lupa las
colonias suelen presentar en el centro una apariencia semejante a una
estrella. Por otra parte, A. actinomycetemcomitans presenta 2 tipos de
textura en su superficie, un fenotipo liso (asociado a la perdida de las
fimbrias) y un fenotipo rugoso (asociado a la conservacién de sus fimbrias)
(34,35 Las colonias rugosas, a diferencia de las lisas, poseen una mayor

adhesion a la hidroxiapatita y a la pelicula salival 9,
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El habitat natural de A. actinomycetemcomitans es la cavidad oral
humana y de otros mamiferos @ 10. 37 Dentro de la cavidad oral ha sido
aislado de diferentes zonas, entre las que se encuentran: la placa
supragingival, placa subgingival, saliva, mucosa de mejilla, mucosa bucal,
encia, lengua (por sus caras dorsal y lateral), paladar duro y amigdalas 7
38), Este microorganismo se puede encontrar en cavidades orales de
pacientes sanos, asi como de pacientes que presentan enfermedad

periodontal ().

Diversidad Serolégica de A. actinomycetemcomitans.

De acuerdo a las caracteristicas de inmuno reactividad del LPS, se
han caracterizado 6 serotipos en este microorganismo, los que han sido
nombrados desde el a al f. El antigeno inmuno dominante es una molécula
de alto peso molecular, llamada polisacarido O la cual corresponde a una
parte del lipopolisacéarido (LPS) @2, Los polisacaridos O de los serotipos b, c,
e y f son el producto de grupos de genes homdlogos, algunos de estos
grupos, contienen entre 10 (serotipo e) y 16 (serotipo b) genes que son
altamente conservados. En la region central, de cada grupo, se encuentran
genes unicos, los cuales tienen bajos contenidos de guanina-citocina. Por
otra parte, los grupos de genes que determinan los serotipos a y d no estan

relacionados estructuralmente con los otros 4 grupos de genes que definen
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los polisacaridos O para los serotipos b, ¢, e y f (394041, 42) F| gen para el
serotipo d esta ubicado en un fragmento de 13,9kb, aproximadamente a 2 kb
rio abajo del grupo de genes para los serotipos b, c, e y f. El serotipo a esta
codificado en un fragmento de 12,9 kb del DNA gendmico lejos de los grupos
de genes que determinan los otros serotipos.

Se han realizado multiples andlisis en diferentes poblaciones de seres
humanos para lograr determinar la distribucion individual de serotipos de A.
actinomycetemcomitans. Estos anadlisis han dado como resultado que los
individuos tienden ha ser colonizados por un Unico serotipo y genotipo de
esta bacteria (- 43 44, El serotipo b se ha encontrado fuertemente asociado a
pacientes que sufren enfermedad periodontal - 49y, el serotipo ¢ ha sido

encontrado mas frecuentemente en individuos portadores ).

A. actinomycetemcomitans y su accion Inmuno-supresora.

Una serie de trabajos recientes han determinado que la bacteria
suprime activamente, tanto la inmunidad adquirida, como la inmunidad
innata 3, Las toxinas bacterianas estan siendo cada vez mas relacionadas
con el mecanismo de inhibicién del sistema inmune & 46),

En A. actinomycetemcomitans se describen 2 toxinas

inmunomoduladoras:
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Una Leucotoxina “7), codificada por el gen ItxA el que pertenece a un
operdn que posee otros tres genes llamados ItxB, ItxC y ItxD. Su
actividad inmunomoduladora esta basada en la capacidad de formar
canales en la membrana de las células a las cuales afecta, generando
un proceso de lisis osmoética. Adicionalmente, tiene la capacidad de
inducir apoptosis.

Esta Leucotoxina produce lisis de células de la serie linfoide y mieloide,
tanto de humanos, como de primates (1% 48), La toxina es selectiva a
estas células, por que existe una unién mediada por receptor Integrina-

B2y ligando LFA-1 (10.49),

Dentro de los efectos que genera esta toxina estan:

Promueve la degranulacion de los neutrofilos, incluyendo la liberacion
de proteinas colagenoliticas de la matriz extracelular, como la
metaloproteinasa (MMP-8), en bajas concentraciones (16.50),

Inhibe la fagocitosis % 52),

Incrementa los niveles de Calcio intracelular 3, que a altas
concentraciones produce la lisis celular in Vitro ©3).

Perturba la funcion mitocondrial, lo que estaria directamente

relacionado con la induccién de apoptosis celular 7).
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b) La otra toxina inmunomoduladora, descrita recientemente, es llamada
cytolethal distending toxin (CDT) y esta codificada en un operén compuesto
por los genes cdtA, cdtB y cdtC. Esta molécula pertenece a una familia de
proteinas que es posible encontrar en otras especies bacterianas, tales
como: Escherichia coli, Haemophilus ducreyi, especies de los géneros
Campylobacter, Shigella y Helicobacter (10, La toxina CDT posee la
capacidad de detener el ciclo celular de células de mamiferos en la etapa
G2/M. Esta accion sobre las células inmunes trae como consecuencia una
inmunosupresion local. También puede inhibir la proliferacién de las células
epiteliales (queratinocitos) y la respuesta fibrética (10 18),

Numerosos estudios han deducido que las masas moleculares de las
proteinas que son codificadas por los genes cdtA, cdtB y cdtC corresponden
a 24,5 KDa para CDTA, 31,4 KDa para B y 20,7 KDa para CDTC (9 20, 21, 22,
47).

Existe controversia en términos de las funciones que posee cada una
de las subunidades que conforman la toxina CDT de A.
actinomytemcomitans. La literatura describe que la subunidad CDTA
presenta una secuencia consenso para lipoproteina, la cual puede estar
asociada a la membrana plasmatica de la bacteria. 1 5%, Por otra parte, se
ha determinado que CDTB posee actividad DNAsa, que se activaria una vez
gue se encuentra dentro de la célula blanco. El dafio generado en el DNA

provoca una activacién de los checkpoints del ciclo celular. De este modo
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ocasiona la detencion del ciclo celular en la etapa G2 y la posterior entrada
en apoptosis de la célula dafiada (2 23 55),

CDTA y CDTC, por otra parte, formarian un complejo estable que se
uniria directamente a la superficie celular @8 56, 57 No obstante, las
investigaciones demuestran resultados controversiales. Algunas indican que
bastaria la union de CDTA y CDTB para producir la detencién del ciclo
celular %8, Otras plantean que la formacion de un heterodimero entre CDTC
y CDTB podrian producir dicho efecto (1% 21, Sin embargo, no se puede
desechar la posibilidad de que CDTC por si solo conforme también una
subunidad activa, como lo han propuesto algunos estudios ¢9. Ultimamente,
se ha descrito que CDTC entra a la célula blanco, junto con CDTB ©7, lo
cual sugiere que dicha subunidad podria tener otras funciones las que
todavia no han sido dilucidadas.

Ademas de inhibir la progresién del ciclo celular, se descubrio
recientemente que la toxina CDT de Campylobacter jejuni estimula
directamente la liberacion de interleuquina-8 (IL-8), desde las células del
epitelio intestinal % 1) Esto sugiere la posibilidad de que la toxina
producida por A. actinomycetemcomitans juegue un doble rol y que los
diferentes componentes de esta toxina podrian jugar diferentes roles en la
induccion o la inhibicion de la respuesta inmune (€9,

Se ha descrito que la region gendémica donde se encuentran los

genes que codifican la toxina CDT es altamente polimoérfica, existiendo
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cepas de A. actinomycetemcomitans que no poseen el operon cdt. En
diferentes poblaciones humanas, se han podido obtener aislados de este
microorganismo que presentan los genes cdt en una frecuencia mayor o
igual al 86% (24 62, 63) Por otra parte, polimorfismo en las regiones aledafias
al operon darian cuenta de la presencia de cepas que presentan diferencias
en la produccion de esta toxina (29,

No existen trabajos que describan genéticamente la presencia o el
polimorfismo de los genes cdt de A. actinomycetmcomitans en poblaciones
latinoamericanas. Actualmente, en el laboratorio de Bioquimica y Biologia
Oral de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile se encuentran
realizando un estudio comparativo de los genes que codifican los factores
de virulencia de las cepas de esta bacteria en aislados clinicos de individuos
chilenos y colombianos. Este trabajo de investigacién analiza la presencia y
el polimorfismo de los genes cdtA, cdtB y cdtC de las cepas de A.
actinomycetmcomitans, provenientes de pacientes colombianos con
enfermedad periodontal.

De acuerdo a los antecedentes antes mencionados nos hemos

planteado la siguiente hipétesis de trabajo:
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HIPOTESIS.

“Existen aislados clinicos de Actinobacillus actinomycetemcomitans,
provenientes desde pacientes colombianos con enfermedad periodontal, que

presentan polimorfismo en la region del genoma que posee el operén cdt.”
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OBJETIVO GENERAL.

Determinar la existencia de polimorfismo en la region del genoma que

contiene los genes cdtA, cdtB y cdtC en aislados de Actinobacillus

actinomycetemcomitans, que provienen de pacientes colombianos con

enfermedad periodontal.

1)

2)

3)

4)

5)

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Aislar colonias de A. actinomycetemcomitans provenientes de

pacientes colombianos con enfermedad periodontal.

Aislar el DNA de las colonias de A. actinomycetemcomitans
provenientes de pacientes colombianos con enfermedad periodontal.

Confirmar, mediante PCR, que cada aislado corresponde a A.
actinomycetemcomitans utilizando primers que amplifican un

fragmento del gen del rRNA de 16S de este microorganismo.

Disefar primers especificos que permitan amplificar los genes cdtA,
cdtB y cdtC, que -codifican la toxina CDT de A.

actinomycetemcomitans.

Determinar, mediante PCR, la presencia de los genes cdtA, cdtB y
cdtC en aislados de Aa., provenientes de pacientes colombianos con

enfermedad periodontal.



6)

7)
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Determinar, mediante analisis de restriccion, la presencia de
polimorfismo del operon cdt en aislados de Aa., provenientes de

pacientes colombianos con enfermedad periodontal.

Determinar la frecuencia de aislados de Aa., provenientes de
pacientes colombianos con enfermedad periodontal, que presentan
los genes cdtA, cdtB y cdtC.
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MATERIAL Y METODO.

Pacientes:

Los pacientes fueron seleccionados y tratados en la Facultad de
Odontologia de la Universidad del Valle en Cali, Colombia. Se analizaron un
total de 268 pacientes, entre hombres y mujeres, con diagndstico de
enfermedad periodontal crénica 6 agresiva. Ninguno de los sujetos habia
recibido tratamiento periodontal previo, no presentaban enfermedades
sistémicas y no habian recibido terapia con anti-inflamatorios o antibiéticos

durante los seis meses previos a la toma de la muestra.

Muestras de placa subgingival:

Las muestras de placa subgingival, en cada paciente, fueron
colectadas desde cuatro sitios periodontales afectados, uno en cada
cuadrante. Cada sitio escogido presenté una profundidad de saco igual o
superior a 5mm y con perdida de insercion de aproximadamente 3 mm El
area alrededor de la zona de muestreo fue aislada con algodén y secada
suavemente con aire, los depoésitos subgingivales fueron removidos
cuidadosamente con curetas. Las muestras microbioldgicas subgingivales,
se obtuvieron insertando dos conos de papel estériles N° 30 dentro de la
region mas profunda del bolsillo periodontal, y mantenidos durante 20

segundos. Se realizé un pool juntando los conos de los 4 sitios (de cada
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paciente) al colocarlos en un vial que contiene 2 ml de medio de transporte

(RTF) (64.70),

Procedimiento microbiolégico:

Las muestras de placa subgingival se homogenizaron utilizando
vortex por 45 segundos y luego diluidas, 10 y 100 veces (10! y 10?) y
plagueadas en medio Dentaid-1, selectivo para A. actinomycetemcomitans.
Posteriormente las placas fueron incubadas a 37°C durante 72 a 96 horas en
un sistema de jarra-candela (65 66),

Las colonias fueron seleccionadas de acuerdo a su morfologia y a la
reaccion de la catalasa, aquellos aislados que merecian dudas fueron
confirmados utilizando PCR. Las colonias fueron purificadas, realizando
traspasos sucesivos en placas Petri con medio Dentaid-1.

En la realizacion de este estudio se considerd solo una colonia de A.

actinomycetemcomitans por paciente.

Extraccion de DNA:

La extraccion de DNA fue realizada de acuerdo a lo descrito por
Ashimoto, et al 1996 ¢7). Brevemente, utilizando conos de papel se toma una
colonia desde el medio de cultivo, este cono es colocado en un tubo
eppendorf que contiene buffer TE (Tris 10mM, EDTA 1mM), se mezcl6 con

vortex y se calentd durante 5 minutos a 100°C. Luego se enfrid por 5
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minutos en hielo, se llevdé a microcentrifuga por 5 minutos y finalmente se

colecto el sobrenadante, donde se encuentraba el DNA.

Reaccion de la polimerasa en cadena (PCR):

Esta técnica se utilizé para confirmar algunos de los aislados de A.
actinomycetemcomitans (primers A1y A2) y amplificar los genes cdtA, cdiB y
cdtC. Para la amplificacion de los genes cdt se utilizaron los primers
diseflados mediante el software Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3/primer3_www.cgi), en base a la secuencia del operon cdt
(nimero de acceso AF102554) obtenida a partir de las bases de datos del
NCBI (National Center for Biotechnology Information) (ver figura 1). También
fueron utilizados los primers EUB1 y EUB2 como controles de amplificacion,
estos primers amplifican el gen del rRNA de 16S de eubacterias. La totalidad

de los primers utilizados se muestran en la tablal.

Amplificacion de DNA:

La mezcla de reaccion se realizé en un volumen de 25 ul y estaba
compuesta por, Buffer PCR 1X, 2,0 mM de MgClz, 0,2 mM de dNTP, 1uM de
primers, 0,5 Unidades de Taq polimerasa, finalmente se le agregaron 10 pl
de DNA de cada aislado. Las reacciones se realizaron en tubos de 0,2 ml en

un termociclador BioRad iCycler, los parametros utilizados fueron: 30 ciclos


http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi
http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi
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de: 95°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos, 72°C por 3 minutos. Por

altimo un ciclo de 72°C por 10 minutos.

Tabla 1.- Partidores utilizados en este trabajo de investigacion.

Primer Secuencia 5’ - 3’ Gen Tamairio (pb)

CdtA1 | ATGAAGAAGTTTTTACCTGGTC

CdtA> | TAATTAAGGGGTCAAGCTTCT cdtA 669
CdtB1 | TGCAATCCCATTTCGAATTA
Cdt B2 | TTAGCGATCACGAACAAAAC cdtB 851
CdtC1 | CTTTAGGTACATGTATTGAA

cdtC 560

CdtCz | GATGCTTAGTGGGGCGAGGG

A1 AAACCCATCTCTGAGTTCTTCT | Segmento del

A, | ATGCCAACTTGACGTTAAAT 'DNA 16S de Aa 557

EUB:1 | AGAGTTTGATCCTGGCTCAG rDNA16S de

EUB2 | AAGGAGGTGATCCAGCCGCA eubacterias 1510
CdtA CdtC
CdtB1 poo CdtB2
t t
I 851 ph !
1 bbbt byt bt ottt it bt bbbyttt bbbl 2106
CdtAl 6P A cict P cuea

Figura 1.- Representacion esquematica de la ubicacion de los genes en el
operdn cdtABC. Se indica el tamafio de cada gen y la ubicacion de

los partidores utilizados (pb= pares de bases).
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Digestidon con endonucleasas de restriccion:

Las digestiones enzimaticas se realizaron utilizando el método
descrito por Sambrock y Russell, 2001 ©8, Las endonucleasas de restriccion
utilizadas fueron las siguientes: BamHI, EcoRlI, Pstl, Pvul, Bgll, Ncol, Clal,

Haelll, EcoRV, Taql, Smal, Kpnl, Sfil, Ndel y HindllII .

Analisis de los productos de PCR v de digestion:

El andlisis de los productos de PCR y de digestion se realizé mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1,5% en buffer TAE 1X (TRIS, Acido
acético, EDTA) y bromuro de etidio 0,5 ug/ml. Brevemente, 5 ul de la
reaccion de PCR fue mezclado con 1 ul de buffer de carga GLD. El tamafio
de los fragmentos de DNA fue comparado con el estdndar de peso molecular
100 bp de Invitrogen, Lifetechnology y lambda/Hindlll de New England

BioLabs.
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RESULTADOS.

A partir del total de pacientes analizados en este estudio se
seleccionaron 80 en que fue posible aislar, mediante cultivo, A.
actinomycetemcomitans. Ocho pacientes presentaban periodontitis agresiva,
con un rango de edad entre 15 y 32 afios. Los 72 pacientes restantes fueron
diagnosticados con periodontitis cronica y su rango de edad fluctuaba entre
los 37 y 55 afios.

Una colonia de cada paciente fue tomada del medio de cultivo con
conos de papel y se realizd la extraccion de DNA, como es descrito en
material y métodos. Fue necesario confirmar siete aislados mediante PCR
utilizando los primers A1 y Az, ya que presentaban diferencias en la
morfologia colonial tipica de A. actinomycetemcomitans. Los siete fueron
confirmados positivamente al amplificar el fragmento de 557 pares de bases

(bp). Un ejemplo con cuatro de los clones se ve en la figura 2.
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Figura 2.- Electroforesis donde se muestra la confirmacion, utilizando los
primers A1y Az de cuatro aislados. En el carril M se encuentra el
marcador de tamafio molecular (DNA del fago lamba digerido con
Hindlll). Carril 1-4, amplificacion obtenidas utilizando los primers
especificos para A. actinomycetemcomitans (A1 y A2). Carril 5,
control negativo, se han utilizado los primers especificos A1 y Az
con DNA de E. coli.

Posteriormente, se realizdé la amplificacion con los primers CdtA: y
CdtB: (ver figural). En la figura 3A y 3B se muestra el andlisis de 38 de las
muestras de este estudio. Se puede observar que solo algunas, amplifican la
banda de 1535 bp que contiene los genes cdtA y cdtB. Del total de 80
aislados solo 63 amplificaron dicha banda.

En los 17 clones en los cuales no se obtuvo amplificacion con los
primers CdtA: y CdtB:2 se realiz6 la amplificacion de cada uno de los genes

cdt por separados, todos dieron nuevamente negativo (datos no mostrados).
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A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20

1600 pbs — [
1500 pbs —»

600 pbs —,

1 23 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

1600 pbs —
1500 pbs —»

600 pbs —»

Figura 3.- Electroforesis en gel de agarosa. En A y B se muestra la
amplificacion de 38 muestras, donde se utilizan los primers
CdtA1 y CdtB2. Carriles 1 en ambos geles corresponden al

marcador de tamafo molecular (100bp Invitrogen Corporation).

Para comprobar que los clones que amplificaban los genes cdtA y
cdtB también presentaban el gen cdtC se procedié a amplificar el fragmento
de 2106 bp que contiene los tres genes, para ello se utilizaron los primers
CdtA:1 y CdtC:z (ver figural). En la figura 4 se muestra el andlisis de 19 de

estos clones y en todos se logra amplificar este fragmento.



34

De esta manera, de un total de 80 aislados analizados, 63 amplifican
el fragmento correspondiente al operdn cdt (fragmento de 2106bp). Esto nos
permitiria estimar que la frecuencia relativa de clones que amplifica el
fragmento del operon cdt que llevaria los tres genes (cdtA, cdtB y cdtC) es
0,78, lo que en términos porcentuales corresponde al 78%. Esto ademas,
nos indica que existirian diferencias en el genoma de los aislados clinicos de
A. actinomycetemcomitans, utilizados en este estudio. Esto definiria la
existencia de polimorfismo por delecion y por lo tanto cepas distintas de este
microorganismo entre los pacientes colombianos con enfermedad

periodontal.

100bp 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

pb

1517—
1000—

500—

Figura 4.- Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% en buffer TAE 1X. Se
amplifican un fragmento de 2106 bp que contiene los tres genes
cdt. Aqui se utilizaron los primers Cdt A1 y Cdt C2. Se escogieron
19 clones que amplificaron previamente los genes cdtA y cdtB,
en el fragmento de 1535bp.



35

Una segunda etapa de este trabajo consistio en determinar si existe
polimorfismo de restriccion en los fragmentos de 1535 y 2106 pb obtenidos a
partir de los 63 aislados. Un ejemplo de estos analisis se puede observar en
las figuras 5 y 6. En la figura 5 se presenta una electroforesis en gel de
agarosa donde se analiza el patrén de restriccion al utilizar la enzima Pstl
sobre el fragmento de 1535 bp. se puede distinguir que no existen sitios para
esta enzima en este fragmento. Esto es concordante con lo esperado de
acuerdo al analisis de restriccion, realizado con el software webcutter 2.0
(http://www.firstmarket.com/cutter/cut2.html), de la secuencia con namero de
acceso AF102554, que posee el operon cdt, y se encuentra en la base de
datos del NCBI (National Center for Biotechnology Information). Una
situacion similar a lo acontecido con Pstl, es la que ocurre cuando se utilizan
las enzimas BamHI, EcoRlI, Pstl, Bgll, Pvul, Clal, EcoRV, Smal, Kpnl, Sfil,

Ndel y Ncol (datos no mostrados).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

i S e AR s o e G e e -

Figura 5.- Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% en buffer TAE 1X. Se
muestra la digestion, con la enzima Pstl, del fragmento de 1535
bp (genes cdtA y cdtB) de 17 de las 63 muestras analizadas.
Carriles 1 y 20 marcador de tamafio molecular 100 bp.


http://www.firstmarket.com/cutter/cut2.html
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1517bp __, ™"

1000 bp —»

500 bp —»|...

Figura 6.- Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% en buffer TAE 1X. Se
observa la digestion, con la enzima Haelll, del fragmento de 1535
bp (genes cdtA y cdtB) de 13 de las muestras analizadas. Los
fragmentos producidos poseen los tamafos 1170 bp y 365 bp.
Carriles 1 y 15 marcador de tamafo molecular 100 bp.

En la figura 6 se presenta el resultado de la digestion del fragmento
de 1535 pb con la enzima Haelll, esta enzima posee un sitio de restriccion
en este amplicon por lo que se generan dos fragmentos, uno de 1170 bp y
otro de 365 bp.

Asi como se observa en las figuras 5 y 6 no fue posible encontrar
polimorfismo entre los aislados analizados con ninguna de las enzimas.

Cuando se trabajé con la enzima Hindlll, esta permiti6 encontrar
diferencias en el patron de digestién en 3 de los 63 clones que amplificaron
el fragmento cdt. Tal como se esperaba, en relacién al analisis de restricciéon
de la secuencia de la base de datos, la mayoria de los clones (60 clones)
presentan dos sitios de restriccibn en ambos amplicones (el de 1535 pb y el
2106pb). En el caso del fragmento de 1535 pb se obtienen tres bandas de

413 bp, 463 bp y 659 bp (figura 7A). Los tres clones que presentaron
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diferencias en el patrén de restriccion no eran digeridos por esta enzima. En
la figura 7B se muestra el fragmento cdtABC que posee 2106 pb de 10
clones, tres de ellos no fueron digeridos por la enzima (carriles 4, 5y 6). En
los clones restantes se observan las bandas de 413 bp, 659 bp y 1034 bp.

En 7B se ha digerido el fragmento cdtABC de 2106 bp, que posee los
tres genes que pertenecen a este operon, en este caso, similar a lo que
ocurre en 7A, se conservan las bandas de 413 y 659 bp, lo que implica que
los sitios de restriccion se encuentran en los genes cdtA y cdtB.

De las enzimas que fueron utilizadas en este trabajo, las Gnicas que
digirieron el fragmento cdtABC fueron Haelll, Hindlll y Tagl, como se
menciono anteriormente, Hindlll fue la Unica que presentd polimorfismo. En
la figura 8 se representa un mapa de restriccién para el fragmento de 2106
bp, el cual muestra los sitios de corte. Por otra parte, en la tabla 2 se
presenta un resumen de los resultados en términos de los clones
polimorficos detectados en este trabajo.

Tabla 2.- Cuadro resumen donde se sefiala el nimero de clones y el

tipo de polimorfismo encontrado en este trabajo.

Enfermedad Clones Clones que amplifican | Clones polimdrficos con
analizados cdtABC Hindlll
Periodontitis agresiva 8 8 0
Periodontitis crénica 72 55 3
Total 80 63 3
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81234567891012

bp

1517 —
1000 —

700 —
500 —

Figura 7.- Digestiéon de los genes cdt, con la enzima Hindlll. En A se
muestran 9 clones a los cuales se ha digerido el fragmento de
1535 bp. En B el fragmento cdtABC (2106bp) de 10 clones fue
sometido a digestion con Hindlll. En A los carriles 1 y 11
corresponden al estandar de tamafio molecular (100bp). En B el

carril 1 es el marcador de tamafio molecular, 100 bp.
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Figura 8.- Mapa de restriccion del fragmento cdtABC (2106 bp) donde se

sefialan los sitios de corte de las enzimas Haelll, Hindlll y Taqg|l.



40

DISCUSION.

La periodontitis pertenece a un grupo complejo de enfermedades que
son de naturaleza infecciosa. Este tipo de patologias figuran entre las
afecciones mas comunes del género humano, presentando una alta

prevalencia en la poblacién adulta ©9),

Se han descrito un conjunto de bacterias patdgenas, las cuales serian
capaces de generar la respuesta en el hospedero que lleva a la destruccion
de las estructuras de soporte e insercion del diente, incluyendo encia,
ligamento periodontal, cemento radicular y hueso alveolar (enfermedad

periodontal) * 5 27),

Entre estos microorganismos se encuentra A.
actinomycetemcomitans. Actualmente, no se conocen los mecanismos
especificos mediante los cuales este microorganismo participa en la
patogenia de la enfermedad periodontal. No obstante, se sabe que posee un
namero importante de factores de virulencia entre los que se encuentra una
toxina, descrita recientemente, llamada cytolethal distending toxin (CDT) (8).

El analisis de la bibliografia, referente a la toxina CDT, describe que
estos genes no siempre estan presentes en los diferentes aislados clinicos
de este microorganismo. En poblaciones humanas europeas y asiaticas se
ha establecido que la prevalencia de los genes cdtA, cdtB y cdtC presenta

valores superiores o iguales al 86% y 89% (24 25 63) A |a fecha, no se
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describen estudios tendientes a la caracterizacion de esta toxina, los genes
que la codifican y tampoco los mecanismos que regulan la expresion de
estos genes, en aislados de pacientes latinoamericanos. En este trabajo de
investigacion ha sido posible determinar que la prevalencia de los genes
CdtA, cdtB y cdtC, en 80 aislados de A. actinomycetemcomitans,
provenientes de igual niumero de pacientes con enfermedad periodontal
colombianos, corresponde a un 78%. Ademas, se puede desprender que,
aparentemente la delecion comprenderia a los tres genes. Un trabajo similar
gue se encuentra realizando en el laboratorio de Bioquimica y Biologia Oral
de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile con aislados de
pacientes chilenos ha dado como resultado una prevalencia de un 64,6%
con 35 aislados analizados (comunicacion personal). Estos resultados
llevaria a pensar que la region del genoma de A. actinomycetemcomitans,
gue lleva los genes del operdn cdt, es altamente polimorfica ya que existiria
un conjunto de cepas que no presenta estas secuencias.

Un andlisis de RFLPs a partir del DNA gendmico proveniente de
aislados clinicos de pacientes japoneses, permiti6 observar polimorfismo
genético en las regiones rio arriba y rio abajo del locus cdt. En este caso se
utilizé como enzima de restriccién la enzima Hindlll y como sonda dos
fragmentos, uno rio arriba ubicado aproximadamente a 350 bp del fragmento
cdtABC y otro que correspondié a todo el segmento cdtABC @5, En nuestro

estudio, se realizd un analisis de restriccion a partir de los fragmentos de
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PCR que contenian los genes cdtA, cdtB y cdtC. Con la mayoria de las
enzimas utilizadas, no fue posible encontrar cepas que presentaran
diferencias en el patron de restriccion de estos genes. Sin embargo, al
utilizar la enzima Hindlll fue posible observar polimorfismo, en tres aislados
gue no presentaban sitios de restriccion para esta enzima (figura 7B). Del
total de clones que amplificaron el fragmento cdtABC (N= 63) el 95,2 %
presentaron un patron de restriccion de acuerdo a lo esperado por el andlisis
de la secuencia AF102554. Ellos presentaban sitios para Hindlll en el
nucledtido 413 (en el gen cdtA) y otro en el nucleétido 1072 (en el gen
cdtB). Sin embargo, tres no poseerian ninguno de estos sitios, demostrando
gue existe polimorfismo para estos genes en las cepas colombianas de A.
actinomycetemcomitans estudiadas. Un aspecto significativo es que estos
clones habrian perdido los dos sitios para Hindlll, lo cual sefiala que habria
cambios en las secuencias de los genes cdtA y cdtB, lo que podria estar
relacionado con la actividad de la toxina producida por estos aislados. Un
aspecto a considerar es que un analisis semejante, realizado en cepas
chilenas de A. actinomycetemcomitans nos muestra, hasta ahora, que no
existe polimorfismo, y que el 100% de los clones analizados presenta un
patrén de restriccién, con la enzima Hindlll, semejante a los tres clones
polimoérficos encontrados en la muestra colombiana (Comunicacién

personal).



43

Estos resultados nos llevan a plantearnos la realizacion de estudios
complementarios que confirmen que efectivamente los clones que no
amplifican los genes cdt no presentan estos genes en su genoma. Una
alternativa seria la realizacion de Southern blot utilizando sondas especificas
para cada uno de los genes cdtA, cdtB y cdtC. Ademas, seria importante
analizar las regiones rio arriba y rio abajo del operon cdt para determinar si
estas regiones presentan polimorfismo y si poseen un rol relevante en la
produccion de la toxina. Por otra parte, también seria interesante el
determinar la actividad de la toxina CDT en los aislados que presentan
polimorfismo, con el objetivo de observar si esto conlleva a la produccion de
una toxina mas activa.

Otro aspecto que podria ser estudiado es la asociacion de las cepas
que producen esta toxina y el tipo de enfermedad periodontal. Algunos
autores han observado que los pacientes que presentan enfermedad
periodontal agresiva, en general, presentan cepas de A.
actinomycetemcomitans que poseen el operén cdt y producen la toxina (2,
Esto podria llevar hacia la confirmacion, de que este factor de virulencia
estaria relacionado con el tipo de enfermedad periodontal, a semejanza a lo
que ocurre con la leucotoxina (73 74,

En poblaciones Latinoamericanas no se han realizado investigaciones
respecto a la caracterizacion de los diferentes factores de virulencia de A.

actinomycetemcomitans, este es uno de los primeros aportes a este
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respecto, lo cual permitiria ayudar a la resolucion de tratamientos de tipo
preventivo en aquellos pacientes que presentes cepas mas virulentas,
aunque podria ajustarse, fundamentalmente, a aquellos pacientes jovenes
que poseen el microorganismo pero que auan no desarrollan destruccion

tisular.
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CONCLUSIONES.

1- Existen aislados de Actinobacillus actinomycetemcomitans, en
pacientes colombianos, con enfermedad periodontal, que no poseen

los genes cdtA, cdtB y cdtC.

2- La prevalencia de los genes que codifican la toxina CDT de
Actinobacillus actinomycetemcomitans, en la muestra estudiada de
pacientes colombianos con enfermedad periodontal, corresponde a un

78%.

3- Existe polimorfismo en la regién de los genes cdtA y cdtB, al utilizar la

enzima Hindlll, entre los aislados colombianos analizados.

4.- Al encontrar 3 clones que no presentan los sitios de restriccion con la
enzima Hindlll podemos concluir que hay diferencias en la secuencia
de los genes, de estos clones, respecto a la secuencia del operon cdt

gue se encuentra en la base de datos del NCBI.
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RESUMEN.

A. actinomycetemcomitans es una bacteria Gram negativa que es
considerada como uno de los patdgenos importantes en la enfermedad
periodontal @ 9 19 Sin embargo, este microorganismo también ha sido
asociado a una variedad de enfermedades sistémicas humanas como
endocarditis, meningitis y osteomielitis (10,

Se ha descrito que este microorganismo posee numerosos factores
de virulencia que le permitirian invadir el tejido conectivo gingival © 19, Entre
ellos se encuentra una toxina llamada cytolethal distending toxin (CDT), la
que es capaz de producir inmunosupresion local e inhibicion de
queratinocitos y fibroblastos, gracias a su inhibicion de la progresion del ciclo
celular, induciendo a la entrada en apoptosis de estas células (18 22),

Esta holotoxina es una molécula compuesta por tres subunidades
CDTA, CDTB y CDTC 19 |as cuales estan codificadas por tres genes que
conforman un operén y que son llamados de la misma forma que los
polipéptidos que codifican (19,

En el presente trabajo se describe que a partir de 80 aislados de A.
actinomycetemcomitans, provenientes de pacientes colombianos con
enfermedad periodontal, existen algunos de ellos en los que no hubo
amplificacion de los genes cdtA, cdtB y cdtC por PCR, que codifican la toxina

CDT. Determinando una prevalencia del 78% en la muestra estudiada.



47

Ademas, se pudo determinar que tres de los 63 clones que amplifican
el operon cdt, presentan diferencias en el patron de restriccion, en este

fragmento, cuando se utiliza la enzima de restriccion Hindlll.
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APENDICE N° 1 (SOLUCIONES).

a) 10 X Buffer PCR: 500mM KCI
100mM TRIS-HCL pH 8,3
b) Gel Agarosa: 1,0% o 2,0% agarosa
Buffer TAE 50 X
0,5 pug/ml bromuro de etidio
c) Buffer TAE 50X (por It): 242gr TRIS base
57,1 ml &cido acético glacial
100ml EDTA 0,5M; pH 8,0
d) GLD 6X: Glicerol 35%
Ficoll 2%
Azul de bromofenol 0,25%
Buffer TBE 6X
e) Solucién de transporte (RTF):  75ml K2HPO4 0,6 %
75ml de: - NaCl1,2%
- (NH4)2S04 1,2%
- KH2PO4 0,6%
- MgS0O4 0,25%
10ml EDTA 0,1 M
20mIDTT 1%
5ml Na2CO3 8%

H20 completar 1lIt.



f) Dentaid -1 (en un litro):

g) Digestion enzimatica:

52gr Brain Heart Infusion agar
5 gr Yeast extract

1,5 gr Fumarato de sodio

1,0 gr Formato de sodio

9,0 ug/ml vancomicina

729 ul agua Nanopure

105 ul Buffer enzima

5 ul enzima
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a) TRIS:

b) EDTA:

c) TE:
c) TAE:
d) DE:

e) RTF:

APENDICE N° 2 (ABREBIATURAS).

Tris (hidroximetil) aminometano
Acido etilendiaminotetracético
TRIS-EDTA

TRIS —Acido acético-EDTA
Medio cultivo Dentaid-1

Solucién de transporte
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