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RESUMEN

La periodontitis es una enfermedad polimicrobiana caracterizada por una
inflamacion sostenida que puede provocar la pérdida de los tejidos de soporte de
las piezas dentales y su etiologia se relaciona con procesos disbiéticos de la
comunidad microbiana que coloniza la placa subgingival. Una de las principales

bacterias asociadas a este proceso es Porphyromonas gingivalis.

En la biopelicula subgingival también se ha detectado la presencia de
Helicobacter pylori, lo cual se ha asociado con mayor agresividad de la
enfermedad y un aumento de patégenos periodontales, como P. gingivalis.
Ademas, se determiné que la presencia de H. pylori en la biopelicula subgingival
aumenta la liberacion de citoquinas pro-inflamatorias como IL-8 y TNFa. Ambas
citoquinas ademas se les conoce por activar al factor de transcripcion NF-kB. La
activacion y el aumento de la expresion de proteinas como TRAF6 y ERK1/2,
sugieren que la activacion de NF-kB y el consecuente aumento en la expresion

de citoquinas son producto de la activacion de TLRA4.

En la biopelicula subgingival, se ha descrito que la interaccién entre otros
patdégenos periodontales, como P. gingivalis y Treponema denticola, aumenta la
expresion de algunos factores de virulencia en P. gingivalis, como hemaglutinina
A y la Fimbria, ambos relevantes en los procesos de adhesion e invasion
intracelular, los cuales permiten a P. gingivalis adherirse a células del epitelio
gingival e internalizarse en ellas para escapar del sistema inmune y proliferar.
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Ademas, factores como gingipainas, proteasas especificas de P. gingivalis
tendrian un rol clave en procesos asociados a apoptosis y migracion, procesos
claves en la destruccién de los tejidos de soporte y formacion del nicho ecolégico

donde la biopelicula subgingival coloniza.

Por otra parte, se ha reportado que H. pylori puede interactuar con bacterias de
la cavidad oral, y se sugiere que sus adhesinas podrian vincularla con otras
bacterias. De acuerdo con esos antecedentes se propone que H. pylori pueda
promover la virulencia de P. gingivalis en la biopelicula subgingival generando
cambios en los procesos de sobrevida, proliferacion, migracion y muerte celular.
Por tanto, se plantea la siguiente hipotesis: “Helicobacter pylori promueve la
expresion de factores de virulencia en Porphyromonas gingivalis,
aumentando laexpresion de IL-8y lamigracion celular en células epiteliales

orales infectadas”

Para resolver esta hipotesis, se co-incubo P. gingivalis y H. pylori en condiciones
gue permitan el crecimiento de ambas bacterias, y se determiné los efectos de la
co-incubacion sobre la virulencia de P. gingivalis y la expresion de factores de
virulencia asociados a los procesos que promueven la progresion de la
enfermedad (como hemaglutininas, gingipainas y la ligasa del antigeno O del
LPS) en P. gingivalis, mediante qPCR. Posteriormente se utilizé P. gingivalis
previamente incubada con H. pylori para infectar células del epitelio gingival

OKF6/TERT2 y determinar el perfil de citoquinas liberadas durante la infeccion,



mediante qPCR y Multiplex. Finalmente, se determinoé los efectos de la infeccién
por P. gingivalis previamente incubada con H. pylori sobre procesos asociados a
la progresion de la periodontitis, como la sobrevida (mediante MTS), proliferacién
(mediante ensayos de azul tripan) y migracion (mediante ensayos de transwell)
de células epiteliales gingivales. Ademas, se evalud el rol de TLR4 en los cambios

observados en los procesos anteriormente descrito.

Los resultados obtenidos mostraron que es posible generar un medio de cultivo
en donde P. gingivalis y H. pylori crezcan por 24 horas. Este co-cultivo bacteriano
se realiz6 en todos los ensayos por 24 horas y luego P. gingivalis fue aislada para
ser utilizada en los experimentos posteriores y evaluar los efectos del co-cultivo
sobre su virulencia. Se observé que el co-cultivo de P. gingivalis y H. pylori
promueven un aumento en la virulencia de P. gingivalis evaluado por un aumento
en la capacidad de internalizarse en células del epitelio gingival OKF6/TERT2, un
aumento en la capacidad de hemaglutinar glébulos rojos y un aumento en la
capacidad de formacién de biopelicula, comparado con P. gingivalis sin co-
cultivar. El co-cultivo también promueve un aumento en la expresion de ARNm
de los genes rgpB (gingipaina en arginina B), hagA y hagC (hemaglutininas Ay

C), y genes asociados a la virulencia de P. gingivalis.

Tambien se vié que al infectar células OKF6/TERTZ2, P. gingivalis co-cultivada
con H. pylori promueve la expresion del ARNm de las citoquinas proinflamatorias

IL-8 y TNFa y un aumento en la expresion proteica de IL-8. Ademas, encontramos



un aumento de la migracion de células epiteliales gingivales infectadas con P.
gingivalis, el cual podria explicarse por el aumento en la expresion de las
citoquinas y gingipainas. Especificamente, se determiné que la inhibicion de las
gingipainas por el inhibidor quimico TLCK, no genera el aumento en migracion

de las células OKF6/TERT? al ser infectadas por P. gingivalis co-cultivada.

Estos cambios en migracion podrian estdn regulados por la activacion del
receptor tipo toll TLR4, debido a que el knock-down de TLR4 mediante un small
hairpin RNA (shRNA) contra TLR4 no promueve el aumento en migracion

observado.

En conclusidn, en este trabajo hemos demostrado que existe una relacién entre
P. gingivalis y H. pylori, y que su interaccion promueve cambios en la virulencia
de P. gingivalis, promoviendo un aumento en la expresion de citoquinas y

migracion celular al infectar células epiteliales gingivales.
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SUMMARY

Periodontitis is a polymicrobial disease characterized by sustained inflammation
that can cause the loss of dental support tissues and its etiology is related to
dysbiotic processes in the microbial community that colonizes the subgingival
plague. One of the main bacteria associated with this process is Porphyromonas

gingivalis.

In the subgingival biofilm, the presence of Helicobacter pylori has also been
detected, which has been associated with greater aggressiveness of the disease
and an increase in periodontal pathogens, such as P. gingivalis. Furthermore, it
was determined that the presence of H. pylori in the subgingival biofilm increases
the release of pro-inflammatory cytokines such as IL-8 and TNFa. Both cytokines
are also known to activate the transcription factor NF-kB. The activation and
increased expression of proteins such as TRAF6 and ERK1 / 2 suggest that the
activation of NF-kB and the consequent increase in the expression of cytokines

are a product of the activation of TLR4.

In the subgingival biofilm, it has been described that the interaction between other
periodontal pathogens, such as P. gingivalis and Treponema denticola, increases
the expression of some virulence factors in P. gingivalis, such as hemagglutinin
A and Fimbria, both relevant in the processes of intracellular adhesion and
invasion, which allow P. gingivalis to adhere to and internalize cells of the gingival

epithelium to escape the immune system and proliferate. In addition, factors such

xii



as gingipains, specific proteases of P. gingivalis, would play a key role in
processes associated with apoptosis and migration, both important processes in
the destruction of support tissues and the formation of the ecological niche where

the subgingival biofilm colonizes.

On the other hand, it has been reported that H. pylori can interact with bacteria in
the oral cavity, and it is suggested that its adhesins could link it with other bacteria.
In accordance with these antecedents, it is proposed that H. pylori can promote
the virulence of P. gingivalis in the subgingival biofilm, generating changes in the
processes of survival, proliferation, migration and cell death. Therefore, the
following hypothesis is proposed: "Helicobacter pylori promotes virulence
factor expression in Porphyromonas gingivalis, increasing IL-8 expression,

and cell migration in infected oral epithelial cells"

To resolve this hypothesis, P. gingivalis and H. pylori were co-incubated under
conditions that allow the growth of both bacteria, and the effects of co-incubation
on the virulence of P. gingivalis and the expression of virulence factors were
determined. associated with processes that promote disease progression (such
as hemagglutinins, gingipains, and LPS O-antigen ligase (OAQ)) in P. gingivalis,
using gPCR. Subsequently, P. gingivalis previously incubated with H. pylori was
used to infect OKF6 / TERTZ2 gingival epithelial cells and determine the profile of
cytokines released during infection, using qPCR and Multiplex. Finally, the effects

of infection by P. gingivalis previously incubated with H. pylori on processes
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associated with the progression of periodontitis, such as survival (using MTS),
proliferation (using trypan blue assays) and migration (using transwell migration
assays) of gingival epithelial cells. In addition, the role of TLR4 in the changes

observed in the processes described above was evaluated.

The results obtained showed that it is possible to generate a culture medium
where P. gingivalis and H. pylori grow for 24 hours. This bacterial co-culture was
carried out in all the tests for 24 hours and then P. gingivalis was isolated to be
used in subsequent experiments and to evaluate the effects of the co-culture on
its virulence. It was observed that the co-culture of P. gingivalis and H. pylori
promote an increase in the virulence of P. gingivalis evaluated by an increase in
the ability to internalize in OKF6 / TERTZ2 gingival epithelial cells, an increase in
the ability to hemagglutinate red blood cells and an increase in biofilm formation
capacity, compared to P. gingivalis without co-cultivation. Co-culture also
promotes an increase in mMRNA expression of the genes rgpB (gingipain in
arginine B), do and hagC (hemagglutinins A and C), and genes associated with

virulence of P. gingivalis.

It was also seen that when infecting OKF6 / TERT2 cells, P. gingivalis co-cultured
with H. pylori promotes the mRNA expression of the pro-inflammatory cytokines
IL-8 and TNFa and an increase in the protein expression of IL-8. Furthermore, we
found an increase in the migration of gingival epithelial cells infected with P.

gingivalis, which could be explained by the increase in the expression of cytokines
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and gingipains. Specifically, it was determined that the inhibition of gingipains by
the chemical inhibitor TLCK, does not generate the increase in migration of OKF6

| TERT2 cells when infected by co-cultured P. gingivalis.

These changes in migration could be regulated by the activation of the TLR4 toll-
like receptor, since the knock-down of TLR4 by a small hairpin RNA (shRNA)

against TLR4 does not promote the observed increase in migration.

In conclusion, in this work we have shown that there is an interaction between P.
gingivalis and H. pylori, and that their interaction promotes changes in the
virulence of P. gingivalis, promoting an increase in the expression of cytokines

and cell migration when infecting gingival epithelial cells.
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1. INTRODUCCION

1.1 Caracteristicas generales de la periodontitis

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria caracterizada por el deterioro

de los tejidos de soporte de las piezas dentales, tales como el tejido gingival,

también conocida como encia, el ligamento periodontal, el cemento radicular y

el hueso alveolar, deterioro que puede incluso causar la caida y pérdida de las

piezas dentales [1]. La periodontitis tiene signos clinicos clasicos como lo son

la generacion placa, reduccién del tejido gingival y la generacion de bolsillos

entre el diente y la encia con una profundidad minima de 5 milimetros,

conocidos como sacos periodontales (Figura 1).

Diente normal Periodontits

Hueso

Sarro
Sano

Esmalte X

- Saco /
Encia / Periodontal ‘
Sana ‘\ - \ Inflamacion

Zona Supragingival

} Zona Subgingival

Figura 1. Comparacion entre estado de salud y periodontitis. Se compara
una pieza dental de un individuo periodontalmente sano y uno que posee
periodontitis. Se observa que durante la periodontitis existe un deterioro o
destruccién de tejidos claves en el soporte de las piezas dentales como la encia

y el hueso. Modificado de https://www.unidadmedica.com



Actualmente, la periodontitis representa un gran problema nacional y mundial: la
OMS calcula que un 35-50% de la poblaciébn mundial adulta se encuentra
afectada por esta patologia [2, 3]. En estudios realizados en Chile, se ha
observado que mas del 90% de la poblacién adulta presenta algun signo clinico
asociado a esta patologia y factores como el género, habito de fumar y nivel
educacional son indicadores de riesgos asociados a una peor progresion de la

enfermedad [4].

A pesar de que la etiologia de esta enfermedad ha sido ampliamente estudiada,
aun no se conocen completamente los factores que influyen en su origen y
progresion. Hasta la fecha, la principal hipétesis y la mas aceptada, es la que
considera a la periodontitis como una enfermedad multifactorial que se inicia con
la formacién de una biopelicula bacteriana en la zona subgingival. Esta
biopelicula esta constituida por diferentes microorganismos, dentro de los cuales
bacterias Gram positivo y negativo logran establecer asociaciones sinérgicas o

competitivas que permiten el proceso de colonizacién bacteriana [5, 6].

La alteracion del estado de equilibrio de la comunidad bacteriana subgingival
mediante procesos dishibticos serian los responsables de gatillar el inicio de la
enfermedad y producir una respuesta inmune inflamatoria exacerbada que
finalmente genera el dafio periodontal. Durante estos estados dishiéticos, ciertas
bacterias serian "piedras angulares" o agentes claves en el progreso de la

enfermedad, evasién del sistema inmune innato y adquirido del hospedero y



transmision horizontal de genes [7-9] (Figura 2). A pesar de que muchos
investigadores han colaborado en aumentar el conocimiento sobre la aparicion
de la periodontitis, muchos de los factores moleculares que promueven el inicio

de los procesos simbiéticos siguen siendo desconocidos.
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Tratamiento con antibiéticos \
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Modificaciones genéticas bacterianas
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formacién de tempranos “puente” “pledras inmunoestimuladores
biopelicula angulares” para causar la
perdida del hueso
C. gingivalis ® 1 alveolar
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Figura 2. Complejos bacterianos y patdgenos "piedras angulares". Los
distintos complejos bacterianos se asocian a la biopelicula progresivamente. La
llegada de los patégenos piedra angular, su acumulacién y la suma de diferentes
estimulos y factores permiten el paso de un estado de salud a un estado de
enfermedad. Modificado de Crow, 2014.



El andlisis taxondémico de la biopelicula subgingival ha permitido caracterizar a
sus componentes e identificar a los principales agentes etiolégicos de la
enfermedad. Porphyromonas gingivalis es una de las bacterias més estudiadas
y ha sido catalogada como un agente etioldgico clave de la enfermedad, debido
a que promueve la disbiosis en la comunidad subgingival y por los efectos que
tiene sobre el sistema inmune y las células epiteliales gingivales para permitir su
colonizacion e infeccion [10-12]. En el contexto chileno, P. gingivalis corresponde
al periodontopatégeno de mayor prevalencia en aislados de pacientes con
periodontitis cronica [13], principalmente asociado a sitios activos (donde hay
destruccion del tejido de soporte), y es por tanto hasta la fecha la bacteria mas

relacionada con la progresién de la patologia.

1.2. Porphyromonas gingivalis y su contribucién al desarrollo de la

periodontitis

P. gingivalis es un cocobacilo Gram negativo, anaerobio estricto, y una de las
bacterias importantes que forman la biopelicula bacteriana [12]. Por sus
caracteristicas anaerobias es posible encontrarla con mayor facilidad en sacos
periodontales con una profundidad al sondaje mayor o igual a 5 mm, aunque
también puede encontrarse de forma menos frecuente en bolsillos periodontales

de individuos periodontalmente sanos [13, 14].

P. gingivalis posee multiples factores de virulencia, entre los cuales destacan
moléculas de adhesion como fimbrias, hemaglutinina A, moléculas de membrana
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externa como el lipopolisacarido (LPS), presencia de capsula (antigeno K) y

enzimas proteoliticas conocidas como gingipainas [15, 16].

Factores como hemaglutinina A y la subunidad mayor de la fimbria (FImA) le
permiten a P. gingivalis reconocer, adherir e internalizarse en células no
fagociticas (como las células del tejido gingival), donde es capaz de subsistir
mediante la evasion del sistema inmune y facilitar una infeccién cronica
caracteristica en el desarrollo de la periodontitis [17-23]. Proteinas receptoras de
las células de epitelio gingival, como integrina a5B1, son capaces de reconocer
a estos factores de virulencia gatillando una reestructuracion del citoesqueleto
(microtubulos) que junto a la proteina Caveolina-1 y Dinamina 2 permiten la
internalizacion de la bacteria [23]. Ademas, FimA estaria asociado a un aumento
en la secrecion de TNFa, citoquina asociada a un aumento en la apoptosis de

células epiteliales gingivales [24].

Las gingipainas Kgp (proteasa en lisina), RgpA y RgpB (proteasas en arginina)
han sido asociadas fuertemente a la liberacion de citoquinas en células
epiteliales. Estas citoquinas serian relevantes en el proceso de inflamacion de la
periodontitis y clave en su progresion [25]. También se ha observado que la
sobreactivacion de las gingipainas promueven procesos migratorios, importantes
en la generacién del saco periodontal en los inicios de la periodontitis [26-28]. Sin

embargo, otros estudios proponen que estas gingipainas podrian estar asociadas



a un aumento en la migracion debido a la degradacién de proteinas asociadas a

adhesion celular, como la quinasa de adhesion focal FAK y las cateninas [29].

Las gingipainas también han sido vinculadas con la degradacion de
interleuquinas secretadas al espacio extracelular como IL-1B, IL-6 y TNF-a para
evitar el reclutamiento de células del sistema inmune al sitio de colonizacion [30],
y la activacion de la via PI3K/Akt promoviendo un aumento en la migracion de las
células infectadas lo que conlleva a la recesion de las encias y la generacion del
saco periodontal [28, 31]. También se ha visto que las gingipainas pueden
degradar interleuquinas en el espacio citosolico como IL-13, o degradar proteinas
relacionadas al proceso de apoptosis como caspasa 1y BID [32, 33]. Por tanto,
se especula que estas proteasas podrian tener importancia en la regulacion de
otros procesos celulares como proliferacion y arresto celular, transformacion
epitelio mesénquima y migracion. Aunque probablemente sea asi, todavia se
necesita de mucha mas investigacion para comprender la complejidad de estos

procesos.

Por otro lado, el LPS es una molécula compuesta de 3 dominios estructurales
definidos: Lipido A, Core de oligosacaridos y Antigeno O. Esta molécula no solo
seria clave en la liberacion de citoquinas pro-inflamatorias, sino que presentaria
modificaciones, como acetilaciones y fosforilaciones, que pueden generar hasta
5 estructuras distintas de lipido A [34]. Estas formas quimicamente modificadas

pueden evadir el reconocimiento por el sistema inmune y contribuir a la



persistencia de la bacteria en la enfermedad. Ademaés, trabajos realizados en
nuestro laboratorio han vinculado a la ligasa del antigeno O del LPS, unas de las
enzimas que participan en la biosintesis del LPS uniendo el lipido A con el
antigeno O previo a ser exportada a la membrana bacteriana, con la modulacién
del proceso de apoptosis en células epiteliales [35]. Estos procesos apoptoticos
estarian vinculados a la perdida de los tejidos de soporte, como el tejido gingival,

importante en la progresion de la enfermedad [36].

En conjunto, los factores de virulencia mencionados promoverian no solo la
sobrevida de la bacteria en el ambiente subgingival, sino que ademas serian

relevantes en la progresion de la periodontitis (Tabla 1).

Factor de Efectos sobre Células Epiteliales
Gen
Virulencia Gingivales

rgpA, rgpB (Arginina| Promueve la liberacion de citoquinas pro-

Proteasas) inflamatorias [25]
Gingipainas

kgp (Lisina Mutantes en gingipainas promueven un

Proteasa) fenotipo migratorio [28]

pgl051 (Ligasa del | Mutantes en pg1051 promueven la inhibicion
Lipopolisacarido
Antigeno O) de la apoptosis [35]

Importante en los procesos de adhesion,
Hemaglutininas | hagA, hagB, hagC
invasion y formacion de biopelicula [20, 21]

Tabla 1. Genes de factores de virulencia de P. gingivalis, y sus efectos sobre
células epiteliales gingivales.



1.3. Porphyromonas gingivalis y su asociacion con otras bacterias de

la biopelicula subgingival

P. gingivalis también tiene la capacidad de coagregar con otras bacterias de la
biopelicula oral. Ha sido demostrada su capacidad de vincularse con
Fusobacterium nucleatum [37], bacteria que posee una gran cantidad de
adhesinas y receptores que la hacen capaz de unirse a muchos patdgenos
periodontales y es importante en la progresion de la enfermedad periodontal.
Ademas, factores de virulencia de P. gingivalis como Hemaglutinina Ay la fimbria,
no solo serian importantes en el proceso de invasion a células epiteliales, si no
que les permitiria la asociacion a otros microorganismos en la biopelicula
subgingival. Hemaglutinina A especificamente, ha sido vinculada con la union a
otras bacterias como Treponema denticola, otra bacteria relevante en el

desarrollo de la enfermedad periodontal.

Estudios previos han determinado que la coagregacién de ambas bacterias
promueve una interaccion simbidtica en donde existe un intercambio de
nutrientes y un aumento en algunos factores de virulencia de P. gingivalis
involucrados en la adhesion como la misma Hemaglutinina A y gingipainas. Estos
cambios podrian explicar en parte la progresion de la enfermedad periodontal

[38-40].

Los estudios que han analizado la biopelicula bacteriana oral en basqueda de los
posibles cambios que se producen en el desarrollo de la enfermedad periodontal
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0 que potencian los procesos disbibticos generados por patégenos periodontales
como P. gingivalis, han encontrado que no solo factores como la falta de higiene
o el consumo de tabaco estarian afectando a la comunidad bacteriana [41], sino
que ademas, la colonizacién de otro tipo de bacterias podrian estar asociadas a

los procesos disbidticos.

1.4. Helicobacter pylori y su participacion en la periodontitis

Helicobacter pylori es un bacilo Gram negativo microaerofilico, capaz de
colonizar y sobrevivir en el ambiente estomacal debido a diferentes capacidades,
tales como sensar el gradiente de pH y moverse a zonas menos acidas, o
neutralizando el acido circundante con grandes cantidades de ureasa, enzima
que convierte urea en amoniaco y agua. Esta bacteria ha sido asociada a la
aparicion de patologias como Ulceras gastroduodenales, o adenocarcinomas
gastricos [42]. Mas aun, un estudio reciente reveld una relacion entre la presencia
de H. pylori en la cavidad oral y la progresion de la periodontitis al encontrar que
la presencia oral de H. pylori se vinculaba en los pacientes con un peor estado
periodontal [43]. Este vinculo ha permitido especular sobre una posible
participacién de H. pylori en la progresion de la enfermedad periodontal e incluso

su capacidad de interactuar con otras bacterias de la biopelicula.

Basados en la colonizacion de H. pylori en la cavidad oral, diferentes
investigaciones han intentado determinar un posible rol de esta bacteria en la
periodontitis. Muchos estudios clinicos han vinculado un deterioro de la salud oral
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al presentar la colonizacion de H. pylori en la cavidad oral [44, 45], incluso se ha
demostrado que el tratamiento contra H. pylori promueve un mejor pronostico al
momento de tratar la periodontitis del paciente. Estos factores son importantes
ya que sugieren una participacion de H. pylori en el estado de salud periodontal,
o incluso postulan a H. pylori como uno de los factores que promueven los
procesos disbidticos en la cavidad oral que permiten la progresion de la

periodontitis.

Se ha determinado que H. pylori, al igual que P. gingivalis, puede coagregar y
vincularse con F. nucleatum mediante adhesinas especificas que posee esta
tltima [46]. En este trabajo, los autores estiman que los receptores que posee H.
pylori, y la gran cantidad de bacterias que existen en la cavidad oral, permiten la
coagregacion con otros microorganismos. Nuevos estudios han determinado que
al igual que P. gingivalis, H. pylori posee proteinas “adhesinas” que promueven
la hemaglutinacion al igual que HagA. Estas proteinas (conocidas como HpaA,
SabA y BabA) podrian ser importantes en la interaccion de H. pylori con otras
especies de la biopelicula oral y podrian influir en la virulencia de estas ultimas y

ademas promover la progresion de la periodontitis [47-49].

Hasta la fecha, no existen trabajos que resuelvan otras interacciones de H. pylori
con otros miembros de la biopelicula subgingival y menos los mecanismos que
H. pylori utiliza para promover un peor estado periodontal. Como una bacteria

altamente adhesiva y debido a las especulaciones de otros investigadores sobre
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la capacidad de interactuar con otras bacterias por la gran cantidad de adhesinas
que H. pylori posee, analizar estas interacciones son claves para dilucidar la
participacion de H. pylori en la progresion de la periodontitis. Esta aseveracion
toma mas fuerza aun cuando observamos que ademas de vincularse en los
pacientes con un peor estado periodontal, la presencia de H. pylori se
correlaciona con una mayor colonizacion por patdogenos periodontales, tales
como Prevotella intermedia, Treponema denticola, Fusobacterium nucleatum,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans y Porphyromonas gingivalis, y la
liberacion mayor de moléculas pro-inflamatorias como IL-6, IL-8 y TNFa [43],

citoquinas claves en el desarrollo de la periodontitis.

1.5. Liberacion de citoquinas pro-inflamatorias asociadas ala progresion

de la periodontitis

Algunos estudios han asociado fuertemente a citoquinas como IL-8, TNFa, IL-1
y IL-6 con el inicio y progresion de la periodontitis ya que estan involucradas en
el aumento de la migracion de células del sistema inmune hacia el sitio afectado,
degradacion de la matriz extracelular, aumento de la liberacion de citoquinas y
guimoquinas y la resorcion del hueso alveolar [24, 43, 50-52]. No obstante, estas
citoquinas también tienen efectos sobre otros procesos biolégicos como la
angiogénesis, proliferacion celular, apoptosis y el desarrollo tumoral [26, 43]. IL-
8 y TNFa son las citoquinas que mas han sido relacionadas con la progresion de

la enfermedad debido a sus efectos en procesos como apoptosis y migracién.
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En este contexto, TNFa ha sido asociado fuertemente con el aumento de la
apoptosis en células epiteliales gingivales, una mayor permeabilidad de la capa
de células epiteliales y el consecuente aumento de la invasion de los patdégenos
periodontales. También se le atribuye una mayor expresiéon de RANKL por parte
de las células epiteliales gingivales, lo cual se asociaria a la formacion de
osteoclastos y la resorcion del hueso alveolar [50, 53]. FimA, subunidad mayor
de la fimbria, seria relevante en la expresion de esta citoquina inducida por P.

gingivalis [24].

Por su parte, IL-8 promueve la migracion de células epiteliales gingivales unidas
al esmalte, promoviendo la formacién o el aumento de profundidad de los sacos
periodontales, sitios predilectos para el crecimiento de patégenos periodontales
anaerobios. Ademas, aumenta la sintesis de DNA e inhibe el proceso de

apoptosis mediante una disminucion del clivaje de caspasa 3 [26].

Ambas citoquinas, TNFa e IL-8, pueden ver inducida su expresion por la
activacion del factor NF-kB (también conocido como p50/p65) [54-56]. Ademas,
se ha reportado que la infeccion de células del ligamento periodontal y del epitelio
gingival con P. gingivalis promueve la activacion de NF-kB y un aumento en la
secrecion de IL-8 y TNFa [51, 57, 58]. La activacién y el aumento de la expresion
de proteinas como TRAF6 y ERK1/2, sugieren que la activacion de NF-kB vy el
consecuente aumento en la expresion de citoquinas son producto de la activacion

de TLR4, el cual especificamente reconoceria factores de virulencia como la
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fimbria y el LPS promoviendo cascadas de sefializacion intracelular que
activarian TRAF6. Esta proteina promueve a su vez la fosforilacion y degradacion
del factor IkB, y como consecuencia la liberaciéon del complejo p50-p65, el cual
finalmente puede translocarse al nacleo y promover la activacion de genes

relacionados a la sobrevida celular [52, 57, 58] (Figura 3).

Citoplasma

Fimbria y LPS TLR4
Nicleo

Figura 3. Activacion de NF-kB rio abajo de TLR4. La activacion de TLR4 por
fimbria y LPS bacteriano promueve la activacion de ERK1/2 y NF-kB. Este ultimo
se transloca al nucleo y promueve la expresion de citoquinas como TNFa e IL-8.
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Por otra parte, se ha descrito que la activacion de ERK1/2 aumenta la migracién
y la produccién de IL-8 en células del epitelio gingival [59, 60]. Si bien se sabe
que estas citoquinas estarian involucradas en la progresion de la periodontitis, se
desconoce si H. pylori modula a través de su interaccion con P. gingivalis el

patron de expresion y secrecién de estas citoquinas.

En resumen, la periodontitis es una enfermedad de amplio espectro que afecta a
millones de personas a nivel mundial, la cual ocurre debido a procesos disbioticos
en la cavidad oral que permiten la colonizacion y desarrollo de patégenos
periodontales como P. gingivalis. También se ha sugerido que H. pylori esta
involucrada en la progresion y severidad de la enfermedad debido a su presencia
e interaccidn con ciertos miembros de la biopelicula oral. Otros trabajos ademas
han determinado que H. pylori promueve la liberacion de citoquinas y el aumento
de patdgenos periodontales en la cavidad oral, sin embargo, los mecanismos por

los cuales ocurren estos procesos aun no han sido dilucidados.

En este proyecto se propone que la interaccion entre H. pylori con P. gingivalis
promueve un aumento en la expresion de la virulencia de esta Ultima,
promoviendo la liberacion de citoquinas pro-inflamatorias (como IL-8 y TNFa), las
cuales generan cambios en los procesos de migracién y proliferacion de células
epiteliales gingivales infectadas que se vincularian con los signos y sintomas

caracteristicos de la periodontitis.
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2. HIPOTESIS

“Helicobacter pylori promueve la expresion de factores de virulencia en
Porphyromonas gingivalis, aumentando la expresion de IL-8 y la migracion

celular en células epiteliales orales infectadas”

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Determinar si H. pylori promueve la expresion de factores de virulencia de P.
gingivalis y como esto se relaciona con cambios en la produccion de citoquinas

pro-inflamatorias en células epiteliales orales y la progresién de la periodontitis.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1. Identificar cambios en la expresion de factores de virulencia de
Porphyromonas gingivalis en presencia de Helicobacter pylori, y determinar como

afectan estos factores a su virulencia in vitro.

3.2.2. Determinar el efecto de Porphyromonas gingivalis en presencia o ausencia
de Helicobacter pylori, sobre la liberacién de citoquinas pro-inflamatorias desde

células epiteliales orales.

3.3.3. Determinar el efecto de la infeccion por Porphyromonas gingivalis en
presencia 0 ausencia de Helicobacter pylori, en la sobrevida, proliferacion y

migracion de las células epiteliales gingivales.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Instrumentos y equipos

Los instrumentos y equipos utilizados fueron: gabinete de seguridad biologica
Nuaire LabGard ES425; incubador de CO2 Nuaire Autoflow 8500; incubador de
CO2 LabTech LCO-265Al; bafio termorregulado Memmert WNB7; microscopio
invertido Zeiss Primo Vert; camara de Neubauer Marienfeld; centrifuga Eppendorf
5417R; centrifuga Hettich Rotina 35R; espectrofotometro Dynamica Halo RB-10;
equipo de electroforesis Bio-Rad Mini Protean Tetra Cell; fuente de poder Bio-
Rad PowerPacTM Basic Power Supply; lector de placas BioTek ELx800; Cell
Sorter FACSaria lll; microscopio fluorescencia ZEISS modelo es LSM700, equipo

de qPCR StepOnePlus.
4.2. Materiales y reactivos

Jarras de anaerobiosis, AnaeroGen e Infusion Cerebro-Corazon (BHI) de Oxoid
Ltd. (Basingstoke, Hants., Inglaterra); gentamicina de US biological (Salem, MA,
EEUU); tripsina-EDTA de Hyclone (Logan, UT, EEUU); reactivo TRIlzol de
Invitrogen (Carlsbad, CA, EEUU); medio de crecimiento para queratinocitos libre
de suero (KSFM), pituitaria de bovino, factor de crecimiento epidermal y tampén
fosfato salino (PBS) de Gibco BRL (Carlsbad, CA, EEUU); hemina de Calbiochem
(San Diego, CA, EEUU); placas de cultivo de 60 mm, placas de cultivo de 24 y
96 pocillos y pipetas seroldgicas de BD Falcon™ (Franklin Lakes, NJ, EEUU);

menadiona, metronidazol, y saponina de Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO,
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EEUU); Tris y Azul Tripan, de Winkler ltda. (Santiago, Chile); penicilina-
estreptomicina de Biological Industries Israel Beit-Haemek Ltd. (Kibbutz Beit-
Haemek, Israel); Pierce BCA protein assay kit de ThermoFisher (Waltham, MA,

EEUU).
4.3. Cepas bacterianas

Se utilizo la cepa de referencia de P. gingivalis: W50 (ATCC 53978). Ademas, se
utilizé una mutante isogénica generada por intercambio alélico en el gen de la
ligasa del antigeno O (Apgl1051). Estas cepas fueron cordialmente donadas por
el Dr. Joe Aduse Opoku, Centro de Inmunologia y Enfermedades Infecciosas,

Instituto Blizard, Reino Unido.

Para H. pylori, se utilizé la cepa de referencia ATCC 26695. Ademas, se utilizaron
las mutantes isogénicas en los genes de los factores de virulencia de H. pylori,
cagA, vacA, gat, y el cluster ure que codifican para CagA, VacA, gamaglutamil
transferasa y Ureasa. Estas cepas fueron generadas por el Dr. Manuel

Valenzuela en el laboratorio de comunicaciones célulares del Dr. Andrew Quest.
4.3.1. Condiciones de monocultivo bacteriano

Todas las cepas de P. gingivalis se sembraron en placas de agar sangre
suplementado con hemina y menadiona al 1% y se cultivaron en anaerobiosis a
37°C durante 7 dias hasta que las colonias presentaron pigmentacion negra. Solo
en el caso de la cepa mutante APg1051, las placas se suplementaron con

eritromicina 5 pg/mL. Para crecer P. gingivalis en medio de cultivo liquido, se
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selecciond colonias aisladas desde la placa de agar sangre y se resuspendieron
en un tubo de ensayo con 10 mL de BHI suplementado con hemina y menadiona
al 1%. El tubo se incubd en anaerobiosis durante aproximadamente 24 h, hasta
que las bacterias alcanzaron la fase exponencial de crecimiento (DOsoo de 0,6-
0,8). Para generar un ambiente libre de oxigeno se utilizé jarras de anaerobiosis
en las que se mantuvo los cultivos junto a un generador de anaerobiosis
(AnaeroGen), el cual genera un ambiente compuesto de 9-13% de dioxido de

carbono y menos del 1% de oxigeno.

Todas las cepas de H. pylori se cultivaron en medio TSA, suplementado con
VITOX 2%, Dent 0,5% y Suero Equino 5% y se cultivaron por 16 a 20 h a 37°C,
5% CO: en agitacion orbital. Para crecer H. pylori en medio de cultivo liquido, se
selecciond colonias aisladas desde la placa de TSA y se resuspendieron en un
matraz con 25mL de BHI suplementado con 2%, Dent 0,5% y Suero Equino 5%

y se incubd por 16 a 20 h a 37°C, 5% CO:2 en agitacion orbital.
4.3.2 Condiciones de co-cultivo bacteriano

Para generar un co-cultivo para P. gingivalis y H. pylori, se utilizé una cantidad
de bacteria inicial en razén 1:1, considerando que para P. gingivalis, una
DOs00=0,6 contiene aproximadamente 1x102 bacterias/mL, y para H. pylori, una
DOs00=0,4 contiene aproximadamente 3x102 bacterias/mL. Ambas bacterias se
incubaron en un medio liquido compuesto por BHI suplementado con hemina y

menadiona 1%, suero equino 5% y VITOX 2% a 37°C en anaerobiosis.
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Para aislar P. gingivalis desde el co-cultivo para los ensayos de infeccion, se
inocularon 100 pl del co-cultivo de 24 h en medio liquido fresco de P. gingivalis
(medio liquido BHI suplementado con hemina y menadiona 1%, en anaerobiosis,

37°C) y se incubd anaerdbicamente durante 24 h mas.
4.3.3. Curvas de Crecimiento

Se midio la densidad éptica a 600nm de cada cepa bacteriana crecida en cultivos
y las soluciones se ajustaron para contener 1x10* bacterias. Cada dilucién se
sembré en 1 mL del medio liquido fresco correspondiente y se incub6 segun lo
requerido durante 24 h a 37°C. Luego, se tomd un inéculo de 100 pl de cada
cultivo, se prepararon diluciones y se plaqueé 10 yL de cada diluciéon en una
placa de agar sangre. Las placas se incubaron a 37°C en anaerobiosis durante 5
dias. Pasado este tiempo, se contaron las unidades formadoras de colonias

(UFC) de cada dilucion.
4.4. Cultivo celular

Se utilizé la linea de células de epitelio gingival OKF6/TERT2 (Dickson et al.,
2000), facilitada por la Dra. Anna Dongari-Bagtzoglou, Escuela de Medicina

Dental, Universidad de Connecticut, EEUU.
4.4.1. Condiciones de cultivo celular

Las células epiteliales gingivales OKF6/TERT?2 se cultivaron a 37°C con un 5%

de CO2 ambiental en medio de crecimiento para queratinocitos libre de suero
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(KSFM), suplementado con pituitaria de bovino 25 pug/mL, factor de crecimiento

epidermal (EGF) 0,2 ng/mL, cloruro de calcio 0,3 M y penicilina/estreptomicina.

Las células se mantuvieron entre 30 a 80% de confluencia. Para traspasar las
células o generar monocapas para ensayos de infeccion, las monocapas se
lavaron con tampon fosfato salino (PBS), se agreg6é 1 mL de tripsina-EDTA y se
incubaron durante 5 min a 37°C. Posteriormente, se agregé 5 mL de PBS para
diluir la tripsina y las células se soltaron mecanicamente de la placa mediante
pipeteo o utilizando un raspador para células. Esta suspension se centrifugo a
890 x g durante 10 min, para luego retirar el sobrenadante y resuspender las
células en 1 mL de medio sin antibiotico. Finalmente, se tomo una alicuota de 10
ML y se mezcld en una relacién de 1:10 con solucion Azul Tripan. Finalmente, se
realizd el conteo células viables utilizando una camara de Neubauer en un
microscopio invertido para ser sembrada a los valores necesarios para cada

experimento.
4.5. Protocolo de infeccidn de células con P. gingivalis

Se sembrd 25.000 células por pocillo en placas multipocillos de 96 para ensayos
de invasion y MTS y 100.000 células por pocillo en placa multipocillos de 24 para
Azul tripan y migracion. En ambos casos, las placas se incubaron a 37°C en 5%
CO2 durante 24 h con medio KSFM suplementado como se describié en 4.4.1,
pero sin los antibiéticos penicilina/estreptomicina. Luego de este tiempo, se

lavaron para ser infectadas con P. gingivalis. Por otra parte, se prepar6 un cultivo
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liquido de P. gingivalis sembrando en medio BHI suplementado y se incubd
durante aproximadamente 24 h a 37°C en anaerobiosis llegando a una DOeoo de
0,6-0,8. Luego, se tomé el volumen necesario para infectar las células epiteliales
a una multiplicidad de infeccién (MOI) de 100, considerando que una DOe00=0,6
contiene aproximadamente 1x108 bacterias/mL. Para cada ensayo, se tomé una
alicuota del inoculo inicial y se plaqueo en agar sangre suplementado con hemina
y menadiona para determinar la MOI real. Finalmente, se completé el volumen
del pocillo con KSFM suplementado, pero sin antibioticos (100 ul finales en placa
de 96 pocillos y 500 pL en placa de 24 pocillos). Como control negativo, se utilizé

células sin infectar. Este momento se denomina “tiempo cero”.

Las células se infectaron durante 90 min a 37°C y 5% de CO:. Luego, fueron
lavadas con PBS y se les restituyd0 el medio celular suplementado con
gentamicina 300 pg/mL y metronidazol 200 pg/mL por la duracion de los tiempos
de post-invasion, para eliminar las bacterias que no hayan ingresado a las
células. Este es considerado el "tiempo 0" y desde este punto las células se
incubaron por 2 h para los ensayos de migracion y 24 h para los ensayos de

invasion, MTS, western blot, gPCR y azul tripan.
4.6. Ensayo de invasion

Se sembrd 25.000 células por pocillo en una placa multipocillos de 96. Las células
se infectaron con las diferentes cepas de P. gingivalis segun lo descrito en el

punto 4.5.
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Pasado 90 min de infeccion, las células se lavaron con PBS y se agreg6 100 pL
de saponina 1% diluida en agua destilada nanopura. Las células se incubaron
por 10 mina 37°Cy 5% COz.. Finalmente, se tomo el sobrenadante, se prepararon
diluciones y se plaqued 10 uL de cada dilucién en una placa de agar sangre. Las
placas se incubaron a 37°C en anaerobiosis durante 5 dias. Pasado este tiempo,

se contaron las unidades formadoras de colonias (UFC) de cada dilucion.
4.7. Ensayos de formacion de biopelicula

Los cultivos liquidos de P. gingivalis se diluyeron a una densidad oOptica de 0,125
a 600 nm y se afiadieron a una placa de fondo plano de 96 pocillos en medio BHI
suplementado con TSB al 1% y luego se incubaron anaerébicamente a 37°C
durante 48 h. Luego, el medio se retir6 mediante inversion suave, los pocillos se
lavaron dos veces con agua destilada y la placa se dejo secar. Después de 1 h,
se agregaron 100 yL de safranina al 0,1% a cada pocillo y se dejo tefir durante
15 min, seguido de dos lavados en agua destilada. Finalmente, la safranina en la
biopelicula se eluy6 con 100 yL de etanol al 95% durante 5 min y se midi6 la

absorbancia de la elucién a 490 nm.
4.8. Ensayos de hemaglutinacion

Se centrifug6 1 mL de sangre de caballo desfibrinada a 3.400 x g durante 5 min.
El sedimento resultante (glébulos rojos) se lavé 3 veces y luego se diluy6é en PBS
hasta una concentracion final del 1%. En paralelo, se cultivd P. gingivalis y se

ajustd a una densidad optica de 2,0 a 600 nm. Luego, se agregaron 200 pL de la
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dilucién bacteriana a una placa multipocillos de fondo redondo de 96. Después
de eso, cada dilucion de bacteria se diluy6 en serie, tomando 100 uL del in6culo
y mezclando con 100 yL de PBS (dilucion 1: 2). Este paso se repitid hasta
alcanzar la diluciéon 1:64. Finalmente, cada pocillo se mezclé con un volumen
igual de eritrocitos de oveja al 1% y se incub6 a 37°C durante 3 h o hasta observar

hemaglutinacion.
4.9. Ensayos de MTS para viabilidad celular

Se sembro 25.000 células por pocillo en una placa multipocillos de 96. Las células
se infectaron con las diferentes cepas de P. gingivalis segun lo descrito en el
punto 4.5. Luego de 24 h post infeccion, se agrego a las células el reactivo MTS
preparado segun las indicaciones del fabricante (CellTiter 96® AQueous One
Solution Cell Proliferation Assay (MTS), Madison, Wisconsin, EEUU; Promega)
para luego incubar durante 1 h a 37°C. Finalmente, se midi6 la placa por

espectrofotometria en un lector de placas a 490nm.
4.10. Ensayos de Azul Tripan para viabilidad celular

Se sembr6 100.000 células por pocillo en una placa multipocillos de 24. Las
células se infectaron con las diferentes cepas de P. gingivalis segun lo descrito
en el punto 4.5. Luego de 24 h post infeccion, las células fueron lavadas y
resuspendidas mediante 100 uL de Tripsina-EDTA y pipeteo. Se tom6 10 pL del

sobrenadante para diluir a razén 1:10 con una solucion de Azul Tripany se realizé
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el conteo células viables utilizando una camara de Neubauer en un microscopio

invertido.
4.11. Ensayo de migracion

Se sembrd 100.000 por pocillos en una placa multipocillos de 24. Las células se
infectaron con las diferentes cepas de P. gingivalis segun lo descrito en el punto
4.5. Para los ensayos de inhibicion de gingipainas, el cultivo bacteriano se incub6
previamente con 50 y 100 yM de Tosyl-L-lysyl-chloromethane hydrochloride
(TLCK) durante 30 minutos antes de la infeccion. Luego de los 90 min de
infeccidn, las células fueron lavadas y resuspendidas en medio sin suero y se
agregaron a la parte superior de cada camara de Boyden (Transwell Costar, 6,5
mm de diametro, tamafo de poro de 8 um), previamente recubiertas con 2 ug/mi
de fibronectina. Ademas, se afiadié medio con suero fetal bovino (SFB) al 5% a
la cAmara inferior para estimular la migracion. Después de 2 h post infeccion, se
retiraron los insertos, se lavaron suavemente con PBS y las células que migraron
al lado inferior de los insertos se tifieron con violeta cristal al 0,1% en etanol al
2% y se contaron en un microscopio invertido. Para los ensayos de migracion con
H. pylori inactivada por calor, el inéculo preparado a MOI 100 se incubo

previamente a 65 °C durante 2 h y luego se agregé a las monocapas celulares.
4.12. qPCR
Para extraer ARNm de células OKF6/TERT2, se sembré 100.000 células por

pocillo en una placa de 24 pocillos multiples y las células se infectaron con las
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cepas correspondientes segun lo descrito en el punto 4.5. Para extraer ARNm
desde P. gingivalis, los cultivos bacterianos se incubaron anaerébicamente hasta

una densidad 6ptica de 0,7 a 600nm.

El ARNm total se extrajo en TRIzol/cloroformo y luego el ADNc se sintetizé
usando un kit de transcripcion inversa siguiendo las recomendaciones del
fabricante (SuperScrip Ill, Invitrogen). A continuacion, se midio la expresion de
ARNmM de los genes correspondientes a los factores de virulencia a estudiar
mediante gPCR. Se afiadieron 100 ng del ADNc amplificado en cada reacciéon de
gPCR usando SYBR Green (KAPA SYBR Fast gPCR, KAPA Biosystems). Los

partidores utilizados se resumen en la tabla 2.

Gen Partidor Forward Partidor Reverse
16S P.
AGGCAGCTTGCCATACTGCG ACTGTTAGCAACTACCGATGT
gingivalis
rgpB AGCTCAGGTGCCTACCTTCA AGCGATCAGCACATCCTTCT
rgpA CGAATGTCAGATTGCTCGAA AAGCGTAGGCATCCCTTTTT
kgp AAGCAAATTCAGGCAGGAGA GTTGGCACGTACATCGTTTG
PG_1051 TGGCATCGAGCTTCTGTATG ACAAGGCGACCAAACCATAG
hagA CCAAAGGTTACGGTTCCTGA ATCCGAGGGTTTCTTCCAGT
hagC TTTGCCAAGAATGTGCTGAC GTCGAGGGCTATGACCTGAG
beta-actina AAATCGTGCGTGACATTAAGC CCGATCCACACGGAGTACTT
IL-8 GCTTTCTGATGGAAGAGAGC GGCACAGTGGAACAAGGACT
TNFa CAGCCTCTTCTCCTTCCTGAT GCCAGAGGGCTGATTAGAGA

Tabla 2. Lista de partidores forward y reverse utilizados para cada gen analizado.
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4.13. Ensayo de actividad de gingipainas

Los cultivos de P. gingivalis se crecieron anaerGbicamente hasta una densidad
Optica de 0,7 a 600nm, y luego se centrifugaron a 23.000 x g durante 5 min y el
sobrenadante se retiré y se guardé a 37°C. El pellet bacteriano se lavé con PBS
y se centrifugd nuevamente repitiendo este proceso dos veces. Después de eso,
se afadio una solucion que contiene 1 ml de N-a-benzoil-DL-arginina (BApNA)
(0,2 mM) en Tris-HCI 50 mM (pH 7,4), Ditiotreitol 0,2 mM a los pellet bacterianos
resuspendidos y los sobrenadantes obtenidos inicialmente. La solucion se incub6
a 37°C durante 30 a 60 min de reaccion y finalmente se midio la absorbancia de

cada solucion a 405 nm.
4.14. Western Blot

Se cultivaron células OKF6/TERT2 hasta una confluencia del 70% y se infectaron
con las cepas correspondientes segun lo descrito en el punto 4.5. Luego de 24 h
post infeccion, las células se lavaron y resuspendieron en PBS helado que
contenia PMSF 100 pM, NasVO4 1 M y NaF 1 M. A continuacion, las células se
centrifugaron a 3.000 x g durante 2 min a 4°C y los sedimentos se lisaron
mediante sonicacién en tampdn de extraccion que contenia HEPES 20 mM pH
7,4, NP-40 al 0,1% y SDS al 0,1%, PMSF 100 uyM, NasVO4 1 My 1 M NaF. Las
concentraciones de proteinas en los extractos se determinaron utilizando el kit de
BCA. Las muestras de proteina se separaron mediante SDS-PAGE (50 ug /

carril), se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa, se bloguearon en PBS
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que contenia leche al 5% y se incubaron overnight a 4°C con anti-TLR4 (1: 5000)
(Santa Cruz Biotechnologies) y anticuerpos anti-B-actina (1: 5000) (Sigma-
Aldrich) diluidos en PBS 5% de leche y 1% de Tween-20. Se utilizaron
anticuerpos IgG anti-raton de cabra acoplados a HRP (Bio-Rad) para detectar los
primeros anticuerpos unidos por EZ-ECL. Las bandas de proteinas se
cuantificaron mediante analisis densitométrico utilizando el software ImageJ

1.34s.
4.15. Ensayo de Multiplex

Se cultivaron células OKF6/TERT2 hasta una confluencia del 70% y se infectaron
con las cepas correspondientes segun lo descrito en el punto 4.5. Luego de 24 h
post infeccion, el sobrenadante de cada condicion fue recuperado. Luego, el
sobrenadante se centrifugé a 10.000 x g por 5 min a 4°C y luego a 1.000 x g por
10 min y se guardd el sobrenadante. Finalmente, los sobrenadantes fueron
analizados con el kit Miliplex MAP Multiplex Assay segun el procedimiento
descrito por el fabricante y los resultados se obtuvieron utilizando el software

Magpix Luminex platform (Austin, TX, EEUU, Luminex; X-Map Technology).

4.16 Knockdown mediante transduccion de shRNAs

Se sembraron 300.000 células HEK293T en una placa de 6 pocillos y se
mantuvieron a 37°C por 24 h. Las células se lavaron y se les agregd una mezcla
de lipofectamina 3000, las particulas virales shl, VSVg y PPAX y el shTLR4 y

shScramble como control. Luego de 72 horas, se recolecto el sobrenadante de
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esas células y se le agrego a una placa previamente sembrada con 300.000
células OKF6/TERT2. Se esper6 24 h y las células fueron lavadas y
seleccionadas por el tiempo necesario con 3 pg/ul de puromicina.

4.17. Andlisis Estadistico

Todos los resultados se analizaron mediante la prueba ANOVA (ANOVA de una
via). Para analizar las diferencias significativas, se utilizé el post-test de
comparacion multiple de Dunnett. Todos los resultados obtenidos corresponden
a tres o mas replicados bioldgicos. Las diferencias con p <0,05 se consideraron

estadisticamente significativas.

Los datos de qPCR se analizaron utilizando el software MxPro qPCR (Agilent) y
se obtuvo la cuantificacion relativa de cada gen analizado utilizando el método 2-
(AACYH (como gen de referencia, se usd6 ARNr 16S de P. gingivalis como control
procariota y beta-actina como control eucariota). Los datos se analizaron

estadisticamente utilizando el software PRISM (version 8.0; GraphPad).
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5. RESULTADOS

5.1. Identificar los cambios en la expresion de factores de virulencia de
Porphyromonas gingivalis en presencia de Helicobacter pylori, y

determinar co6mo afectan estos factores a su virulencia in vitro.

Se ha demostrado que H. pylori puede adherirse a bacterias de la biopelicula
gingival como F. nucleatum [46], pero hasta la fecha se desconoce si H. pylori
puede interactuar de alguna forma con P. gingivalis. Para poder evaluar una
eventual interaccion entre ambas bacterias, se estandariz6 un medio de cultivo
capaz de cultivar P. gingivalis y H. pylori en co-cultivo (Medio Brain-Heart Infusion
BHI, suplementado con VITOX, hemina y menadiona, 37°C en anaerobiosis y
agitacion orbital). El co-cultivo permitié el crecimiento de ambas bacterias por 48
h, debido a que no se encontraron unidades formadoras de colonias (UFC)

viables de H. pylori después a las 72 h (Figura 4A, curva negra y roja).

Se realizaron controles en microaerofilia y anaerobiosis para H. pylori (Figura
4A, curva verde y azul) con el fin de ver el efecto de la ausencia de oxigeno y
descartar un efecto antimicrobiano de P. gingivalis. Los controles realizados
sugieren que es la anaerobiosis la responsable de la muerte de H. pylori después
de 24 horas, debido a la similaridad en los patrones de las curvas de crecimiento
(Figura 4A, curva rojay azul). Es necesario recalcar que el co-cultivo no genera
cambios en las curvas de crecimiento de P. gingivalis cuando se compara con su

monocultivo (Figura 4A, curva negra y naranja).
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Figura 4. Curvas de crecimiento de co-cultivo y monocultivo para H. pylori
y P. gingivalis. (A) Curvas de crecimiento de H. pylori 26695 y P. gingivalis W50
cultivados individualmente (monocultivo) o en co-cultivo. Los monocultivos de H.
pylori desarrollados en microaerofilia 0 anaerobiosis se muestran como controles.
(B) Curvas de crecimiento de P. gingivalis y H. pylori en condiciones normales

(control) y cuando se cultivd cada uno en las condiciones utilizadas para la otra
bacteria. n=3.

30



Ademés de estos controles, se realizaron curvas de crecimiento de monocultivo
de cada bacteria en su medio de crecimiento normal (control) y el medio de la
otra bacteria. Podemos observar que P. gingivalis no crece en las condiciones de
crecimiento de H. pylori y viceversa, H. pylori no crece en las condiciones de
cultivo de P. gingivalis (Figura 4B). Este resultado nos permite utilizar el medio
de cultivo de P. gingivalis para aislar a esta bacteria desde el co-cultivo luego de
24 horas de crecimiento y descartar la presencia de H. pylori en los in6culos

utilizados para realizar los diversos ensayos que comprenden esta tesis.

Sabemos que existen bacterias como T. denticola y P. gingivalis que pueden
interactuar promoviendo el aumento en la virulencia de P. gingivalis [38]. Para
evaluar si H. pylori tiene el mismo efecto sobre P. gingivalis, se aisl6 P. gingivalis
a las 24 horas desde el co-cultivo, y el cultivo resultante se utilizé para realizar
ensayos de formacion de biopelicula, hemaglutinacién e invasion de células
epiteliales orales con el fin de detectar posibles cambios en la virulencia de P.

gingivalis. Se utilizd como control a P. gingivalis cultivada en ausencia de H.

pylori.

Los ensayos de formacion de biopelicula se basan en la capacidad innata de las
bacterias de formar polisacaridos para generar una pelicula que permita su
adhesion a superficies 0 mecanismos de defensa al microambiente. Para esto,
se crecid P. gingivalis en el medio previamente descrito suplementado con 1%

caldo triptona en una placa de 96 pocillos. Pasadas 48 h, la placa se lavo
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cuidadosamente con agua destilada, y la biopelicula resultante fue tefiida con
safranina 0,1%. La safranina retenida fue diluida con etanol 95% para finalmente
medir espectrofotométricamente la absorbancia en el sobrenadante resultante a
490 nm. En la Figura 5 se observa que la cantidad de safranina retenida por P.
gingivalis previamente co-cultivada con H. pylori durante 24 h aument6 2.1 veces
con respecto al control sin co-cultivar. Esto se traduce en que el co-cultivo con H.
pylori aumenta en mas de 2 veces la capacidad de P. gingivalis de formar

biopelicula.
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Figura 5. P. gingivalis co-cultivada con H. pylori por 24 horas, aumenta la
capacidad de P. gingivalis de formar biopelicula. Se muestra la densidad
Optica a 490nm del colorante (safranina) retenido por las biopeliculas formadas
(por 48 h) por P. gingivalis sin co-cultivar o P. gingivalis co-cultivada con H. pylori
por 24 h. One-way ANOVA, post-test Dunett. *** indica diferencias significativas
de p<0,001. n=3.
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Para los ensayos de invasion, se cultivé P. gingivalis durante 1 a 2 dias hasta
conseguir una densidad oOptica a 600 nm de aproximadamente 0,6-0,7. Se
infectaron monocapas de células epiteliales gingivales (GECs) OKF6/TERT2 en
una placa de 96 pocillos con P. gingivalis a una multiplicidad de infeccion de 100
durante 90 minutos a 37°C. Posteriormente se reemplazo el medio de cultivo con
medio suplementado con gentamicina y metronidazol (300 pg/ml y 200 pg/ml
respectivamente) para eliminar las bacterias extracelulares que no fueron
capaces de ingresar a las células. Las células fueron incubadas con este medio
durante 2 h, a continuacion, las monocapas fueron lavadas con PBS y lisadas
con Saponina 1%. Las bacterias liberadas del medio intracelular fueron diluidas
y sembradas en Agar sangre suplementado con hemina-menadiona. Las placas
se incubaron en anaerobiosis durante 3 a 5 dias para hacer un recuento de
unidades formadoras de colonias (UFC). La Figura 6 nos muestra que la
capacidad invasiva de P. gingivalis aumenté mas de 3 veces cuando se co-cultiva

con H. pylori durante 24 h comparado con el control.
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Figura 6. P. gingivalis co-cultivada con H. pylori, aumenta su capacidad
invasiva a células epiteliales orales. Se muestran los niveles de invasion,
expresados en la razén UFC obtenidas intracelularmente/UFC inoculadas, de P.
gingivalis control o co-cultivada con H. pylori por 24 h, en células epiteliales
gingivales OKF6/TERT2. Se asigno arbitrariamente el valor 1 a la invasion de Pg
control. One-way ANOVA, post-test Dunett. *** de p<0,001. n=3

Los ensayos de hemaglutinacion miden la capacidad de virus y bacterias de
aglutinar glébulos rojos o la pérdida de esta aglutinacion bajo la adicién de
inhibidores. Para esto se prepar6 diluciones seriadas de P. gingivalis desde una
densidad Optica a 600 nm entre 1,5y 2. Posteriormente, se adicion6 una solucién
de globulos rojos de sangre de equino, previamente lavados con PBS, para
obtener una concentracion final de 1%. Las muestras se mantuvieron en las

condiciones normales de crecimiento por 2 a 3 h.
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Los resultados mostraron que co-cultivar P. gingivalis con H. pylori por 24 h
aumenta la capacidad de P. gingivalis de hemaglutinar glébulos rojos comparado
con la bacteria sin co-cultivar (Figura 7). Se observa en la figura que P. gingivalis
control, logra hemaglutinar los glébulos rojos hasta en la dilucion 1:4, mientras
que P. gingivalis previamente co-cultivada lo hace en una dilucion mas alta (1:8).
Por tanto, la forma co-cultivada necesita de menor concentracion bacteriana para

promover la hemaglutinacion de glébulos rojos.
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Figura 7. P. gingivalis co-cultivada con H. pylori, aumenta la
hemaglutinacion de globulos rojos a menores densidades bacterianas. Se
observa figura representativa (n=3) de hemaglutinaciones con P. gingivalis
control o co-cultivada con H. pylori por 24 h. Los valores observados en la parte
superior corresponden a la razén de las diluciones realizadas a partir de una
densidad éptica bacteriana a 600 nm igual a 1,5 (correspondiente al valor inicial
de 1). En la parte inferior, figura esquematica de como se observa un pocillo
hemaglutinado y uno no hemaglutinado.

35



Para vincular estos resultados con cambios en los factores de virulencia de P.
gingivalis, se realizaron ensayos de qPCR para determinar si el co-cultivo con H.
pylori produce cambios en la expresion de los genes mencionados en la Tabla 1

y que son relevantes en la progresion de la enfermedad periodontal.

Para realizar el gPCR, primero se extrajo RNA desde 3ml de cultivo bacteriano
mediante método TRIzol/ cloroformo/isopropanol. Se trat6 la muestra con DNAsa
para eliminar DNA contaminante y se retrotranscribio a cDNA, proceso que fue
controlado mediante geles de agarosa al 2%. Finalmente, se realizé el g°PCR con
Tm= 58°C para todos los pares de partidores disefiados, previo control de la

amplificacion mediante PCR convencional de gradiente.

Los resultados permiten observar que los genes hagA, hagC para las
hemaglutininas Ay C y el gen rgpB para gingipaina en arginina B aumentan su
expresion relativa al co-cultivarse con H. pylori por 24 h (Figura 8).
Especificamente, la expresion relativa de hagA aumenté 5 veces, la de hagC 4,6
veces, Yy rgpB aumentd 5,3 veces. Por otro lado, los genes rgpA, kgp y pg_1051

no cambiaron su expresion.

Para determinar si existe algun factor de virulencia en H. pylori responsable de
los cambios generados sobre P. gingivalis, se utilizaron cepas mutantes en 4
factores de virulencia importantes en los principales mecanismos de virulencia
utilizados y escritos para H. pylori en la cavidad gastrica (VacA, CagA, Gamma
Glutamil Transpeptidasa (GGT) y Ureasa) y se realizaron los co-cultivos con P.
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gingivalis. Posteriormente, se aisl6 P. gingivalis del co-cultivo y se realizd
ensayos de formacion de biopelicula. Los resultados obtenidos mostraron que
ninguna de las mutantes en H. pylori lograron cambiar el fenotipo visto con la

cepa silvestre de H. pylori al ser co-cultivada con P. gingivalis (Figura 9).

o¢]
1

—
—
-

T

Veces de Cambio
Expresion Relativa
N

2_
I -
0 | | 1 1 | |
@ §F & & F L
éz’Q
&
\'/\Q

Figura 8. H. pylori modulala expresidén de algunos genes que codifican para
factores de virulencia en P. gingivalis al ser co-incubadas por 24 h. Se
muestran las veces de cambio de la expresion relativa (AACt) de los genes de
virulencia de P. gingivalis. Se compara la expresion de P. gingivalis co-cultivada
y P. gingivalis control. Se utilizé6 una region especifica en 16S rRNA de P.
gingivalis como gen de referencia. One-way ANOVA, post-test Dunett. * indica
diferencias significativas de p<0,05. n=3
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Figura 9. P. gingivalis co-cultivada con H. pylori silvestre y mutantes,
aumenta su capacidad de formar biopelicula. Se muestra la densidad Optica
a 490nm del colorante (safranina) retenido por las biopeliculas formadas (por 48
h) por P. gingivalis sin co-cultivar o P. gingivalis co-cultivada por 24 h con H. pylori
silvestre y con mutantes de H. pylori que carecen de CagA, VacA, GGT o la
Ureasa. One-way ANOVA, post-test Dunett. * indica diferencias significativas de
p<0,05. n=3

El aumento en el mMRNA de la gingipaina RgpB es muy interesante ya que se ha
asociado la actividad de las gingipainas con cambios en migracién y apoptosis
[26-28]. Debido a esto, se analizo si el aumento en el MRNA se correlacionaba
con un aumento en la actividad proteolitica de estas enzimas. Por lo mismo, se
realizd un ensayo de actividad colorimétrico asociado al compuesto especifico 5-
a-benzoyl-DL-arginina 4-nitroanilide monohydrochloride. Ademas, y para asociar

los posibles resultados a la actividad de las gingipainas, utilizamos un inhibidor
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irreversible de las gingipainas conocido como TLCK, el cual ya ha sido utilizado

en la literatura para la inhibicion de gingipainas [61].

Se puede ver que existe un aumento de la actividad de las gingipainas de P.
gingivalis monocultivada. Esta actividad aument6 aln mas en P. gingivalis
previamente co-cultivada con H. pylori por 24 h. Al utilizar TLCK, ambas
actividades disminuyeron a niveles similares al observado en el control sin

bacterias (Figura 10).
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Figura 10. P. gingivalis co-cultivada con H. pylori, aumenta la protedlisis de
gingipainas. Se observa la densidad oOptica a 405nm de ensayo colorimétrico
para medir actividad proteolitica de gingipainas provenientes de P. gingivalis
monocultivada control o co-cultivada con H. pylori por 24 h. One-way ANOVA,
post-test Dunett. *** indica diferencias significativas de p<0,001 con respecto a
medio BHI. n=3.
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5.2. Determinar el efecto de Porphyromonas gingivalis en presencia o
ausencia de Helicobacter pylori, sobre la liberacion de citoquinas pro-

inflamatorias desde células epiteliales orales.

Sabemos que P. gingivalis puede promover la expresion de interleuquinas como
IL-8 y TNFaq, las cuales estan asociadas a la progresion de la periodontitis [26,
50, 54-56]. Para evaluar si el co-cultivo de H. pylori y P. gingivalis promueve la
expresion de mRNA mensajero de IL-8 y TNFa, analizamos la expresion de estos
genes mediante qPCR. Para esto, se infectaron células del epitelio gingival
OKF6/TERT2 por 24 h con P. gingivalis monocultivada y con P. gingivalis
previamente co-cultivada con H. pylori por 24 h, se extrajo el mMRNA y se analizé
mediante gPCR. Tanto el MRNA de IL-8 y TNFa se vi6 aumentadoen 1,8 y 1,7
veces, respectivamente al infectar las células con P. gingivalis monocultivada.
Sin embargo, la expresiéon de ambos mRNA aument6 ain mas en 3,1y 3,4 veces,
respectivamente, cuando se infectdé con P. gingivalis previamente co-cultivada

con H. pylori por 24 h (Figura 11).

Para evaluar si este aumento en la expresion se traducia en un aumento en la
secrecion de estas citoquinas, el sobrenadante de las células infectadas con P.
gingivalis monocultivada y co-cultivada fue utilizado para realizar una medicién
multiplex de las citoquinas pro-inflamatorias IL-8 y TNFa. Se puede observar que
IL-8 aumenta su concentracion en el sobrenadante al infectar las células con P.

gingivalis monocultivada (1,7 veces), sin embargo, cuando se infecta con P.
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gingivalis previamente co-cultivada con H. pylori por 24hrs, IL-8 disminuye su
concentracién (Figura 12). En el caso de TNFa, no existen cambios significativos

en la concentracion de la citoquina al infectar las células en ambas condiciones.
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Figura 11. Cambios en la expresion de mRNA de IL-8 y TNFa al co-cultivar
P. gingivalis con H. pylori. Se muestran las veces de cambio de la expresion
relativa (AACt) de los genes para IL-8 y TNFa de células infectadas con P.
gingivalis. Se compara la expresion de células OKF6/TERT2 infectadas con P.
gingivalis co-cultivada o P. gingivalis monocultivada contra células sin infectar
(Ctrl). Se utiliz6 GAPDH como gen de referencia. One-way ANOVA, post-test
Dunett. * indica diferencias significativas de p<0,05. n=3

Se ha descrito que las gingipainas pueden degradar citoquinas secretadas al
espacio extracelular. Debido a que observamos un aumento en el mRNA de
RgpB, la disminucién de IL-8 observada aqui al infectar con P. gingivalis co-
cultivada, podria deberse a la mayor actividad en las gingipainas reportada

anteriormente (ver Figura 10).
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Debido a esto, es que se midieron las citoquinas en el sobrenadante en presencia
de TLCK para inhibir el posible efecto de las gingipainas en la degradacion de
citoquinas. En la Figura 12, podemos ver que la adicion de TLCK provoca una
disminucién de la presencia de IL-8 en los sobrenadantes de células infectadas
con P. gingivalis monocultivada con respecto a la infeccion sin TLCK. Lo contrario
ocurre con las células infectadas con P. gingivalis co-cultivada al observarse un
aumento de la presencia de IL-8 con respecto a la infeccion sin TLCK. De la

misma forma que antes TNFa no mostré diferencias significativas al agregar

TLCK.
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Figura 12. P. gingivalis co-cultivada con H. pylori, aumenta la concentracion
de IL-8 e TNFa en sobrenadantes de células infectadas. Se muestran las
veces de cambio de la concentracion de IL-8 y TNFa en el sobrenadante de
células OKF6/TERT2 infectadas con P. gingivalis co-cultivada o P. gingivalis
monocultivada. Se compara las veces de cambio con respecto a las células sin
infectar = 1. One-way ANOVA, post-test Dunett. * indica diferencias significativas
de p<0,05. n=4
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5.3. Determinar el efecto de la infeccion por Porphyromonas gingivalis en
presencia o ausencia de Helicobacter pylori, en la sobrevida, proliferacion

y migracion de las células epiteliales gingivales.

Se ha reportado que IL-8 y TNFa aumentan la migracion de diferentes lineas
celulares [26, 62, 63]. Como observamos un aumento en el mMRNA de ambas
citoquinas y una mayor secreciéon de IL-8, decidimos evaluar la viabilidad,
proliferacion y migracion de las células del epitelio gingival OKF6/TERT2
infectadas con P. gingivalis en monocultivo y co-cultivo. En primer lugar, se
realizaron ensayos de viabilidad mediante ensayos de MTS. Esta técnica se basa
en la adicién de un compuesto capaz de ser reducido por enzimas propias de la
mitocondria (oxidoreductasas) transformandose en un compuesto coloreado
llamado formazan, el cual puede ser medido mediante espectrofotometria. Una
célula viable posee actividad mitocondrial y, por ende se observa una mayor
formacion del producto coloreado cuando hay mas células vivas; no asi cuando
hay células muertas o en proceso de apoptosis, las cuales presentan una menor

o nula actividad mitocondrial traduciéndose en una menor coloracion.

Para realizar el ensayo se infectaron células OKF6/TERT2 (o GECs del inglés)
en una placa de 96 pocillos con P. gingivalis (sin co-cultivar o previamente co-
cultivada) a multiplicidad de infeccion 100, durante 90 minutos. Posteriormente,
las células fueron incubadas durante 24 h en medio KSFM con una mezcla de

antibioticos (gentamicina y metronidazol) para eliminar las bacterias
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extracelulares que no fueron capaces de ingresar a las células. Finalmente se

agrego el compuesto MTS durante 1 h'y se midi6 la absorbancia a 490 nm.

Los resultados mostraron que las células infectadas con P. gingivalis control (sin
co-cultivar), aumentaron significativamente la sobrevida celular. Sin embargo, al
infectar con P. gingivalis previamente co-cultivada con H. pylori por 24 h, no se

observaron cambios comparado con las células sin infectar (Figura 13).
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Figura 13. Cambios en la viabilidad de células epiteliales gingivales al
infectar con P. gingivalis previamente co-cultivada o no con H. pylori.
Densidad éptica a 490 nm para determinar viabilidad de células epiteliales
gingivales OKF6/TERT2, luego de ser infectadas con P. gingivalis control o P.
gingivalis co-cultivada con H. pylori por 24 h, mediante ensayos de MTS. Se
observan los resultados luego de 24 h post-infeccion. One-way ANOVA, post-test
Dunett. * indica diferencias significativas de p<0,05. n=3
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Complementariamente, se realizaron ensayos de Azul Tripan para determinar la
viabilidad de las células. Este compuesto es capaz de internalizarse en las células
gue no son viables debido a que presentan una mayor permeabilidad de la
membrana plasmatica, pudiendo determinar mediante el conteo de las células
tefidas el porcentaje de viabilidad celular. Los resultados obtenidos son similares
a los obtenidos por el ensayo de MTS, viendo un aumento en el numero de
células al infectar con la cepa control, y no viendo cambios cuando se infecta con

P. gingivalis co-cultivada (Figura 14).
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Figura 14. Cambios en el numero de células epiteliales gingivales viables al
infectar con P. gingivalis previamente co-cultivada o no con H. pylori.
Numero de células epiteliales gingivales OKF6/TERT2 viables, luego de ser
infectadas con P. gingivalis control y P. gingivalis co-cultivada con H. pylori por
24 h, determinados mediante ensayos de Azul Tripan. Se observan los resultados
luego de 24 h post-infeccibn. One-way ANOVA, post-test Dunett. * indica
diferencias significativas de p<0,05. n=3
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Densidad Optica 490nm

Adicionalmente, se realizaron ensayos de MTS y Azul Tripan con P. gingivalis
previamente co-cultivada con las distintas mutantes en H. pylori descritas en el
objetivo 1, con el fin de determinar si el co-cultivo con las mutantes podia
provocar cambios luego de infectar células epiteliales. Los resultados indicaron
que las mutantes no provocaban cambios en la sobrevida y proliferacién de

células infectadas al co-cultivarse con P. gingivalis (Figura 15)
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Figura 15. La infeccidon con P. gingivalis co-cultivada con H. pylori silvestre
y mutantes no provoca cambios en la sobrevida o el niumero de células
epiteliales gingivales. (A) Densidad optica a 490nm para determinar viabilidad
mediante ensayos de MTS de células epiteliales gingivales OKF6/TERT2, luego
de ser infectadas con P. gingivalis control o P. gingivalis co-cultivada con H. pylori
por 24 h. Se observan los resultados luego de 24 h post-infeccién. (B) Numero
de células epiteliales gingivales OKF6/TERT2 viables, luego de ser infectadas
con P. gingivalis control o P. gingivalis co-cultivada con H. pylori por 24 h,
determinados mediante ensayos de Azul Tripan. Se observan los resultados
luego de 24 h post-infeccion. One-way ANOVA, post-test Dunett. * indica
diferencias significativas de p<0,05. n=3.
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Finalmente, se realizaron ensayos de migracion en cdmaras de Boyden. Para
esto se infectaron células GECs con P. gingivalis (sin co-cultivar o previamente
co-cultivada) a una multiplicidad de infeccion 100, durante 90 minutos.
Posteriormente, las células fueron incubadas durante 2 h en medio KSFM con
una mezcla de antibidticos (gentamicina y metronidazol) para eliminar las
bacterias extracelulares que no fueron capaces de ingresar a las células.
Finalmente, se liberaron las células de la placa y se colocaron las células en el
interior de la camara de Boyden previamente tratadas con fibronectina. Bajo la
camara, se coloco medio KSFM suplementado con 10% suero fetal bovino como
estimulo migratorio. Se dejé migrar durante 2 h para finalmente retirar la camara
y tefiir las células que lograron migrar con cristal violeta. Se contabilizo las células

gue lograron migrar bajo microscopio optico.

Los resultados mostraron que las células infectadas con P. gingivalis sin co-
cultivar aumentaban la migracion celular en 3,8 veces. Sin embargo, este efecto
aumento aun mas en 8,2 veces al ser infectadas con P. gingivalis co-cultivada

con H. pylori por 24 h (Figura 16).

Para vincular los resultados del aumento de la expresion de factores de virulencia
en P. gingivalis en co-cultivo con los resultados de migracion, y debido a que las
gingipainas pueden promover cambios en la migracion celular de otras lineas

celulares [28], se realizaron ensayos de migracion en presencia de TLCK.
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Figura 16. P. gingivalis co-cultivada con H. pylori, aumenta la migracion de
células epiteliales orales infectadas. (A) Imagenes de microscopia
representativas de camaras de Boyden tefiidas con cristal violeta (B) Se
muestran las veces de cambio en el numero de células GEC migradas durante 2
h, luego de ser infectadas por 2 h con P. gingivalis control o P. gingivalis co-
cultivada con H. pylori 24 h. Las veces de cambio corresponden al nimero de
células migradas promedio luego del conteo de 7 campos. Se asigno
arbitrariamente el valor de 1 (corresponde a aproximadamente 6-7 células) la
migracion de células sin infectar. One-way ANOVA, post-test Dunett. *** indica
diferencias de p<0,001. n=3
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Para realizar el ensayo, se trat6 el cultivo bacteriano por 30 minutos a
concentraciones de 50 y 100 uM del inhibidor previo a la infeccién. Las células
fueron infectadas por 90 minutos junto al inhibidor y finalmente se protegieron por
2 h con gentamicina/metronidazol también en presencia del inhibidor. La

migracion se realizé por 2 h en ausencia del inhibidor.

Los resultados indican que la presencia del inhibidor TLCK de las gingipainas,
disminuye la migracién en forma dosis dependiente tanto en células infectadas

con P. gingivalis sin co-cultivar, como en su forma co-cultivada (Figura 17).
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Figura 17. La incubacion previa de P. gingivalis co-cultivada con H. pylori
con el inhibidor de gingipainas, disminuye su capacidad de promover la
migracion de células epiteliales orales infectadas. Se muestran las veces de
cambio en la migracién de 2 h de células OKF6/TERTZ2, luego de ser infectadas
por 2 h con P. gingivalis control o P. gingivalis co-cultivada con H. pylori 24 h
(ambas previamente incubadas con inhibidor de gingipainas TLCK). Las veces
de cambio corresponden al nimero de células migradas promedio luego del
conteo de 7 campos. Se asignoé arbitrariamente el valor de 1 (corresponde a
aproximadamente 6-7 células) a la migracion de células sin infectar en ausencia
de TLCK. Two-way ANOVA, post-test Bonferroni. asigno arbitrariamente el valor
de 1 a la migracién de células sin infectar. ** indica diferencias significativas de
p<0,01 y *** de p<0,001.
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Interesantemente, estudios anteriores han reportado que la regién del antigeno
O del LPS de P. gingivalis seria clave en el procesamiento y activacion final de
las gingipainas de arginina (como RgpB) [64, 65]. Como se observé un aumento
en el mMRNA de RgpB, se evalué el rol del antigeno O en los cambios en
migracion. Para ello, utilizamos una cepa de P. gingivalis que carece de la regién
del antigeno O (Apg1051). Los resultados entregaron que al realizar un co-cultivo
de P. gingivalis Apgl1051 y H. pylori no se observa un aumento en la migracion
comparado con el co-cultivo con P. gingivalis silvestre o con P. gingivalis en

monocultivo (Figura 18).

Adicionalmente, y para comprender el efecto de H. pylori sobre P. gingivalis y
descartar un efecto de la primera bacteria sobre los cambios en migracién
observados, realizamos un ensayo de migracion sobre células epiteliales
gingivales infectadas con H. pylori y con P. gingivalis co-cultivada con H. pylori
inactivada por calor. Los resultados mostraron que H. pylori no induce la
migracion de células epiteliales comparado con células sin infectar y que al
infectar células con gingivalis co-cultivada con H. pylori inactivada por calor no
existen cambios en la migracion comparado con el co-cultivo con H. pylori (Figura

19).
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Figura 18. P. gingivalis Apgl1051 co-cultivada con H. pylori, no genera
cambios en la migracion de células epiteliales orales infectadas. Se
muestran las veces de cambio en la migracién de 2 h de células OKF6/TERT2,
luego de ser infectadas por 2 h con P. gingivalis control y Apg1051, P. gingivalis
control y Apgl051 co-cultivada con H. pylori 24 h. Las veces de cambio
corresponden al nimero de células migradas promedio luego del conteo de 7
campos. Se asigno arbitrariamente el valor de 1 a la migracion de células sin
infectar- One-way ANOVA, post-test Dunett. * indica diferencias significativas de
p<0,05 y ** de p<0,01
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Figura 19: Migracion de células epiteliales gingivales infectadas con H.
pylori y P. gingivalis co-cultivadas con H. pylori inactivada por calor. Se
muestran las veces de cambio en la migracién de 2 h de células OKF6/TERT?2,
luego de ser infectadas por 2 h con P. gingivalis control, H. pylori control, P.
gingivalis co-cultivada con H. pylori 24 h y con H. pylori inactivado con calor por
24 h. Las veces de cambio corresponden al numero de células migradas
promedio luego del conteo de 7 campos. Se asigné arbitrariamente el valor de 1
a la migracion de células sin infectar- One-way ANOVA, post-test Dunett. * indica
diferencias significativas de p<0,05 y ** de p<0,01
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Finalmente, se avalud el rol de TLR4 en los cambios en migracion, debido a que
su activacibn promueve un aumento en la liberacidbn de citoquinas
proinflamatorias [66, 67], y de esta forma poder vincular su activacion con
aumento en el MRNA y secrecion de IL-8, y el aumento en el mMRNA de TNFa y

el consecuente el aumento en la migracion.

Para ello, se transdujo las células OKF6/TERT2 con un plasmidio que contiene
un short hairpin RNA (shRNA) contra TLR4 para promover un knockdown de la

proteina y observar su efecto en la migracion.

Se observo que la transduccion con el shRNA contra TLR4 produjo una
disminucién de aproximadamente un 60% cuando se avalud la proteina mediante
western blot (Figura 20A y B). Cuando las células tranducidas fueron infectadas
con P. gingivalis co-cultivada o monocultivada, no se observo un incremento en
la migracion como si se habia observado al infectar las células silvestres con P.
gingivalis (Figura 20 C). Este resultado fue comprobado con otros shRNA contra

TLR4 obteniendo los mismos resultados (Figura 21)
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Figura 20. TLR4 participa en la migracién de células epiteliales gingivales
infectadas. (A) Blot representativo para los niveles de proteina TLR4 y (3-actina
en células OKF6/TERT2 control y células transfectadas con shRNA contra TLR4.
(B) Cuantificacion mediante densitometria de los datos obtenidos por Western
blot para TLR4 y B-actina. (C) veces de cambio en el nimero de células GEC
migradas durante 2 h, luego de ser infectadas por 2 h con P. gingivalis control o
P. gingivalis co-cultivada con H. pylori 24 h. Las veces de cambio corresponden
al nUmero de células migradas promedio luego del conteo de 7 campos. Se
asigno arbitrariamente el valor de 1 (corresponde a aproximadamente 6-7
células) a la migracion de células sin infectar. One-way ANOVA, post-test Dunett.
* indica diferencias significativas de p <0,05, ** de p <0,001 (contra células sin
infectar) y # de p <0,05 (contra P. gingivalis co-cultivado 24 h). n =4
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Figura 21. TLR4 participa en la migracién de células epiteliales gingivales
infectadas. (A) Blot representativo para los niveles de proteina TLR4 y 3-actina
en células OKF6/TERT2 control y células transfectadas con otros shRNA contra
TLR4. (B) Cuantificacibn mediante densitometria de los datos obtenidos por
Western blot para TLR4 y B-actina. (C) Veces de cambio en el nimero de células
GEC migradas durante 2 h, luego de ser infectadas por 2 h con P. gingivalis
control o P. gingivalis co-cultivada con H. pylori 24 h. Las veces de cambio
corresponden al numero de células migradas promedio luego del conteo de 7
campos. Se asigno arbitrariamente el valor de 1 (corresponde a
aproximadamente 6-7 ceélulas) a la migracion de células sin infectar. One-way
ANOVA, post-test Dunett. * indica diferencias significativas de p <0,05, ** de p
<0,001 (contra células sin infectar) y # de p <0,05 (contra P. gingivalis co-
cultivado 24 h).n=4
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6. DISCUSION

La biopelicula subgingival esta colonizada por una gran cantidad de especies
bacterianas, volviéndolo una de las biopeliculas mas grandes conocidos dentro

del cuerpo humano.

Estudios han determinado que mas de 700 especies bacterianas conviven en
esta biopelicula [68, 69], por lo tanto, es prudente preguntarse cuales podrian ser
las posibles interacciones en dicha biopelicula y cémo podrian influir en el
desarrollo de las diferentes enfermedades periodontales, como la periodontitis, o
también en otras enfermedades. P. gingivalis es un miembro de la biopelicula
subgingival y una bacteria asociada al desarrollo de la periodontitis, la cual
interactla con diversas bacterias de la comunidad teniendo efectos que se
pueden asociar a la patologia. Meuric y colaboradores determinaron que la
interaccion entre P. gingivalis y otro miembro de la biopelicula subgingival, T.
denticola es capaz de aumentar la capacidad adhesiva de P. gingivalis,
permitiendo su anclaje con otras bacterias o con células que puede infectar [38].
Saito y colaboradores determinaron que la coinfeccion de P. gingivalis y F.
nucleatum aumenta la invasion de P. gingivalis, y en un modelo de periodontitis
inducida en ratones, la coinfeccién promueve un aumento en la perdida de hueso

alveolar y el aumento de citoquinas proinflamatorias como TNF-a e IL-13 [70].

Sabiendo esto, es imposible no preguntarse cual podria ser el rol de H. pylori en

la biopelicula subgingival. Adler y colaboradores determiné que H. pylori reside
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en la cavidad oral encontrandose en saliva, muestras supragingivales y en la
biopelicula subgingival [71]. Andersen y colaboradores por su parte demostré que
H. pylori no solo es parte de esta biopelicula, sino que ademas puede interactuar
con miembros de ella, como F. nucleatum [46]. Junto a que bacterias no
convencionales de la cavidad oral como H. pylori poseen una gran variedad de
adhesinas y hemaglutininas [72-74], que su presencia en la cavidad oral esta
relacionada con un peor estado de salud periodontal [43] y que tratamientos en
contra H. pylori en la cavidad oral estan relacionados con un mejor pronaostico del
tratamiento de la periodontitis [75, 76], creemos que este trabajo es un buen
comienzo para entender las interacciones de H. pylori con otras bacterias de la

cavidad oral y cuales serian sus posibles efectos.

El objetivo de la primera parte de este trabajo de tesis fue estandarizar un co-
cultivo entre P. gingivalis y H. pylori y determinar si dicho co-cultivo promovia
cambios en la virulencia de P. gingivalis. Esto debido a que hasta la fecha no
existen trabajos que vinculen a ambas bacterias dentro de la biopelicula

subgingival o documenten si ambas interactian de alguna forma en ella.

La estandarizacién del medio de cultivo para el co-cultivo, compuesto por BHI,
hemina, menadiona, VITOX y suero equino, resultd positiva para el crecimiento
de P. gingivalis y H. pylori hasta 48 horas. Esta aproximacién no se aleja mucho
de los mecanismos de estandarizacion utilizados en otras investigaciones, donde

una mezcla de los medios de cultivo es suficiente para permitir el co-cultivo de
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dos 0 mas especies bacterianas [77, 78], sin embargo, se realizaron diversos
controles que nos permiten descartar efectos del medio de cultivo sobre el
crecimiento de ambas especies que expliquen los resultados obtenidos. Por
ejemplo, los controles realizados nos permiten sugerir que la principal razén por
la cual no se recupera H. pylori viable luego de las 48 horas es debido a la
anaerobiosis estricta en la que se debe crecer el co-cultivo con el fin de recuperar
P. gingivalis de él. Vale recordar que no hubo cambios en la tasa de proliferacion
de P. gingivalis entre el medio de co-cultivo y el medio de monocultivo, por lo cual
podemos descartar que los resultados se deben a diferencias en la composicion
de los medios. Ademas, y gracias a los controles realizados donde probamos que
H. pylori no crece en el mismo medio de P. gingivalis y que no crece en
anaerobiosis, podemos descartar que H. pylori esté presente en el medio
utilizado para infectar las células y también que los resultados obtenidos se deban

a la presencia de H. pylori.

Posteriormente observamos que el co-cultivo de 24 h de P. gingivalis con H.
pylori, promueve un aumento de la virulencia de P. gingivalis, expresada en un
incremento en la capacidad de hemaglutinacion, formacién de biopelicula e
invasion a células epiteliales gingivales. Para asociar estos resultados,
realizamos gPCR para analizar un posible aumento de expresién en algunos
genes de P. gingivalis asociados a su virulencia. Los resultados mostraron que
existe un aumento en la expresion de factores de virulencia como hemaglutinina

Ay C, y gingipaina en arginina B de P. gingivalis. Bellanger y colaboradores y
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Connolly y colaboradores determinaron que estas hemaglutininas son claves en
la adhesion de la bacteria a superficies y a la interaccion bacteria-bacteria, debido
a que mutantes que carecen del gen para las hemaglutininas ven disminuida su
capacidad de adhesion. Por tanto, el aumento en la expresién podria relacionarse
con el aumento en la invasion bacteriana, la formacién de biopelicula y la
hemaglutinacion vistos en los ensayos in vitro, debido a que factores como las
hemaglutininas estan fuertemente vinculados con la adherencia bacteriana e
invasion intracelular de P. gingivalis [20, 21]. Ademas, se vi6 que el aumento de
MRNA de RgpB se correlaciona con un aumento en la formacion de producto
debido al corte proteolitico de la enzima, lo que podria significar cambios en la
sefalizacion intracelular debido a los efectos que tienen estas enzimas en las
células epiteliales, como degradacion de proteinas apoptéticas [30], degradacion

de citoquinas [32, 33] y aumento de la migracion [25, 28].

Para vincular los efectos del co-cultivo sobre la virulencia de la bacteria y sobre
procesos celulares claves en el desarrollo de la periodontitis, como la migracion
de células para la formacion de los sacos periodontales o la sobrevida de células
en la mantenciébn del nicho ecolégico de P. gingivalis cuando infecta
intracelularmente estas células, se realizaron ensayos de sobrevida, proliferacion
y migracién. Los resultados obtenidos demuestran que se produce un aumento
en la sobrevida y proliferacion de las células del epitelio gingival al ser infectadas
con P. gingivalis en monocultivo, tal cual como se habia observado y reportado

en un trabajo previo de nuestro laboratorio [35]. Sin embargo, no se vieron

60



cambios en sobrevida y proliferacion de las células al ser infectadas con P.
gingivalis co-cultivada al compararse con las células sin infectar. Este efecto
podria explicarse con los estudios que determinan que P. gingivalis puede
promover cambios contrarios dependiendo de la MOI con la que se trabaje [79],
especificamente se ha visto que a menores MOI (25-50), P. gingivalis promueve
la sobrevida celular, y MOI grandes (200-500) promueve la apoptosis celular.
Debido a que existe un aumento en los factores de virulencia como HagA, HagC
y RgpB, las células podrian sensar este aumento como si existiese una mayor
concentracion de P. gingivalis en el medio, equivalente a un aumento en la MOI,
lo que podria explicar porque no se observé cambios al infectar con la bacteria

co-cultivada.

A pesar de no ver cambios en proliferacion y sobrevida, si observamos un
aumento en la migracion de células infectadas con P. gingivalis monocultivada, y
un mayor aumento con la bacteria co-cultivada. Este cambio en la migracion
podria deberse a los cambios en la virulencia de P. gingivalis, especificamente
podrian estar participando las gingipainas, debido a que se ha descrito que estas
promoverian cambios en migracion [25, 28]. Esta sugerencia se sustenta al usar
el inhibidor de las gingipainas TLCK, ya que su uso revirtio el aumento en la
migracion observada. En este mismo sentido, se ha descrito que el antigeno O
del LPS de P. gingivalis cumple un rol clave en el procesamiento final de la
proteasa e incluso promueve su activacion [64, 65]. Al co-cultivar con una cepa

mutante de P. gingivalis que carece del antigeno O, vimos que no aumento la
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migracion como se observo con la cepa silvestre. Esto nos demuestra que las
gingipainas y su aumento debido al co-cultivo contribuyen al proceso de
migracion mediada por P. gingivalis. Estos resultados pueden ser respaldados
por publicaciones que demuestran que el clivaje de receptores de membrana,
como PAR2, por las gingipainas promueven un aumento en la migracion de

microglias [80].

Por otro lado, los resultados obtenidos demuestran que el co-cultivo promueve
un aumento en la expresion de mRNA de IL-8 y TNFa, y un aumento en la
concentracion extracelular de IL-8. Junto con el aumento en la formacion de
producto debido al corte proteolitico de la gingipaina RgpB la cual asociamos a
una mayor cantidad de proteina, podriamos explicar el aumento en la migracion,
debido que tanto las citoquinas como dicha gingipaina estan relacionadas con
cambios en migracion en células del epitelio gingival y otras lineas celulares [28,
81]. Sin embargo, es posible que el aumento en la expresién en las gingipainas
cumpla otro efecto relevante en este proceso, debido a que se ha visto que las
gingipainas tienen la capacidad de degradar citoquinas tanto a nivel extracelular
como citoplasmatico [30, 33, 61]. El efecto de un co-cultivo sobre la expresion de
citoquinas proinflamatorias ya habia sido observado por Lee y Baek, donde
demostraron que al co-cultivar P. gingivalis con F. nucleatum, el LPS de P.
gingivalis purificado desde el co-cultivo promovia un aumento de la expresion y
secrecion de citoquinas proinflamatorias como IL-183, IL-6 e IL-8 en monocitos

THP-1[82].
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Nuestros resultados de multiplex nos muestran que al inhibir las gingipainas con
TLCK aumentd la concentracion de IL-8 secretada comparada con las células sin
tratamiento de TLCK. Esto podria indicar que el aumento en la expresion de las
gingipainas podria degradar las citoquinas secretadas. A su vez, esto explicaria
la posible diferencia observada entre el mMRNA de TNFa y la secrecion de esta
proteina, dado que no observamos cambios en la expresion proteica de esta
citoquina, pero si un aumento de su mRNA. Adicionalmente, nuestro ensayo de
multiplex permitié la medicién de otras citoquinas proinflamatorias como IL-6 e
IL-1B, sin embargo, los resultados entregados son iguales a los observados en

TNF-a.

Vale la pena destacar que los resultados de Multiplex obtenidos para TNFa
difieren de los resultados obtenidos en el gPCR contra el gen de TNFa, por lo
cual podria existir una razon externa de porque no estamos observando un
aumento en la expresion proteica de esta citoquina (y tal vez también de IL-6 e
IL-18). Debido a que solo observamos la secrecidn de las citoquinas, puede
ocurrir de que las citoquinas se encuentren en mayor concentracion al interior de
las células, por lo cual un cambio en el protocolo de obtencion de muestras para

el ensayo de Multiplex nos ayudaria a develar esta incognita.

Finalmente, y para asociar los cambios en la expresion de citoquinas y el
consiguiente aumento en la migracion de las células epiteliales orales al ser

infectadas con P. gingivalis, se analiz6 el posible papel del receptor TLR4 en la
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migracion. Es sabido que el receptor TLR4 y su activacion por diferentes factores
de virulencia bacterianos como la fimbria 'y el LPS, pueden promover la activacion
de NF-kB y la secrecién de interleuquinas como IL-8 y TNFaq, y la activacion de
procesos migratorios en células gliales y del epitelio oral [54-56, 59, 60]. Para ver
si este receptor tendria una participacion en procesos migratorios mediante la
activacion de quinasas como ERK1/2, Akt y el factor de transcripcion NF-kB se
transdujeron las células OKF6/TERT2 con un shRNA contra TLR4, logrando
disminuir la expresion de TLR4 en un 60%. Debido a esto, logramos observar
gue el knock down de TLR4 impidié que la infeccion con P. gingivalis promoviera
el aumento en la migracion observado al infectar células sin transducir. Este
efecto podria deberse directamente a la activacion de NF-kB y un aumento en la
expresion de IL-8 y TNFa. Sin embargo, también se ha observado que la
activacion de TLR4 puede activar a ERK1/2 y a Aktl, las cuales estan asociadas
a la activacion de procesos relacionados con invasion y migracion celular [59, 60,
83-85]. Debido a esto, comprender y estudiar las vias de sefializacion activadas
por el receptor aportarian un valioso conocimiento a este proceso y contribuiria a
entender cOmo se estaria activando la migracion de estas células y como asociar
estos cambios a procesos bioldgicos importantes en la cavidad oral. Por ejemplo,
Se ha visto que bacterias orales como F. nucleatum pueden activar no solo tipo
toll como TLR2 y TLR4, si no también receptores para productos terminales de
glicosilacién avanzada (RAGE) y permitir la activacién de vias de sefalizacion

como MAPK, PI3K/Akt, NF-kB y JAK/STAT. Estas vias estan asociadas a
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procesos relacionados con el cancer, como sobrevida y la transicién epitelio-

mesénquima (EMT) [86, 87].

Hasta ahora, aun se desconoce la forma en que H. pylori podria promover estos
cambios en P. gingivalis. Sin embargo, ya hemos descartado la participacion de
algunos factores de virulencia en H. pylori importantes en la virulencia de la
bacteria y la sobrevida de ella en la cavidad gastrica, como CagA, VacA, Ureasa
y GGT, debido a que co-cultivos de P. gingivalis con mutantes en estos factores
de virulencia siguieron promoviendo los mismos cambios vistos al co-cultivarse
con la cepa silvestre 26695. También determinamos que H. pylori inactivada por
calor no genera los cambios observados sobre P. gingivalis comparado con H.
pylori normal. Esta ultima observacion nos permite comprender un poco mas los
posibles mecanismos utilizados por la bacteria, debido a que la inactivacion por
calor huimeda genera muerte de la bacteria debido a dafio en la membrana
bacteriana segun lo descrito por Rabiei y colaboradores [88]. Este posible dafio
en la membrana puede generar cambios en las proteinas usadas por la bacteria

para la adherencia y imposibilitar la interaccion de esta con P. gingivalis.

En resumen, en este estudio desarrollamos un sistema de co-cultivo para
demostrar que la incubacion de H. pylori con P. gingivalis aumenta la virulencia
de P. gingivalis debido a la expresion de ciertos genes de virulencia. Estos
cambios promueven no solo un aumento en la expresion de IL-8 y TNFa y la

secrecion de IL-8, sino también un aumento de la migracion de células epiteliales
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gingivales OKF6/TERT2 infectadas, y que nuestras observaciones atribuyen este
efecto al aumento en la expresion de la gingipaina de P. gingivalis RgpB y la
activacion de TLR4 (Figura 22). Estos resultados entregan por primera vez
informacion sobre las consecuencias al nivel molecular de la interaccion entre P.
gingivalis y H. pylori. Finalmente, también se entrega los primeros conocimientos
sobre el mecanismo por el cual H. pylori podria estar aumentando la severidad o
progresion de la periodontitis tras la colonizacién de la cavidad oral. Dada la
prevalencia de H. pylori en todo el mundo, y de la prevalencia de las
enfermedades periodontales, sobre todo en nuestro pais, este es un aspecto que
merece ser considerado a la hora de contemplar nuevas politicas de salud

publica, especialmente en el area odontologica y de microbiologia oral.
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Figura 22: Modelo propuesto para el efecto del co-cultivo de H. pyloriy P.
gingivalis sobre la secrecién de IL-8 y la migracién de células epiteliales
gingivales. El co-cultivo de H. pylori con P. gingivalis permite cambios en la
expresion de factores de virulencia en P. gingivalis que permiten un aumento en
la expresion y secrecion de IL-8 y en la migracion de células epiteliales gingivales.
Este efecto puede ocurrir debido a la expresion de gingipaina RgpB, a la
activacion de TLR4 o al aumento en la secrecion de IL-8.
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7. CONCLUSIONES

En este trabajo se logré generar un medio de co-cultivo para P. gingivalis y H.
pylori compuesto por BHI, hemina 1%, menadiona 1%, VITOX 2% y suero equino
5%, a 37°C en anaerobiosis y agitacion orbital, permite el crecimiento de ambas
bacterias por 48 h. Este medio de co-cultivo permitié que H. pylori promueva un
aumento en la hemaglutinacién, la invasién intracelular y la formacién de
biopelicula de P. gingivalis, junto un aumento en el mRNA de los genes hagA,

hagC (hemaglutininas) y rgpB (gingipaina de arginina) de P. gingivalis.

Al utilizar P. gingivalis para infectar células epiteliales gingivales OKF6/TERT2,
se logré observar que el co-cultivo de P. gingivalis con H. pylori promueve un
aumento en el mMRNA de IL-8 y TNFaq, y la secrecién de IL-8. Ademas, el co-
cultivo de ambas bacteria promovié un aumento en la migracion de células
epiteliales gingivales OKF6/TERT2 infectadas con P. gingivalis, en donde el

aumento en la expresion de las gingipainas fue clave.

Finalmente, se logré6 observar que P. gingivalis co-cultivada con H.pylori
promovié un aumento en la migracion de células epiteliales gingivales

OKF6/TERT2 infectadas con P. gingivalis mediante el receptor TLR4.
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