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Resumen

Objetivo: El objetivo de esto trabajo fue estudiar la expresion diferencial
de proteinas de Porphyromonas gingivalis cuando estd formando biofilm
respecto a cuando estd en estado planctdnico.

Materiales y Métodos: A partir de un cultivo en medio BHI modificado de
P. gingivalis ATCC33277 en fase exponencial se desarrolld el biofilm
monoespecie sobre discos estériles de hidroxiapatita en una placa
multipocillo de 24 pocillos. El cultivo plancténico se desarrollé en viales de
pldstico de 50 mL tipo Falcodn. En ambos casos se ajustd la concentracion
bacteriana a 107 unidades formadoras de colonias (ufc)/mL y se incubd
en condiciones de anaerobiosis a 37°C durante 96 horas (3 réplicas
bioldgicas de cada una de las condiciones). Para recuperar las bacterias
del biofilm se extrajo el disco, se anadié 1 mL de PBS (Phosphate Buffer
Saline), se vorted durante 3 minutos recogiendo la suspension,
anadiéndola a un eppendorf y centrifugando a 13000 rom a 4°C durante
5 minutos. Para recuperar las bacterias en estado plancténico, se
centrifugo la suspension bacteriana a 9000 rpm a 4°C durante 10 minutos.
Posteriormente, se procedid a la extraccidon de proteinas en ambos casos.
Para ello se siguieron los siguientes pasos: 1) los precipitados se re-
suspendieron en PBS junto con inhibidores de proteasas para lisar las
células bacterianas con un sonicador de punta, 2) las muestras se
limpiaron para eliminar posibles restos de sales, detergentes, lipidos e
impurezas, 3) las proteinas se solubilizaron en urea 8M mediante vortex y
utilizando un sonicador de bano, y 4) se cuantificaron empleando el
método de Bradford y el fluorimetro Qubit 3.0. Para comprobar la
cuantificacion proteica se realizé un gel de control de carga (SDS-PAGE
10%). El estudio de expresion diferencial se realizd sin marcaje proteico ni
peptidico acoplado a un espectrometro de masas (Label-Free (LC-
MS/MS)).



Resultados: Se pudieron cuantfificar un total de 614 proteinas, de las
cuales 73 se expresaban diferencialmente en las condiciones de
crecimiento. De estas proteinas diferenciales, 28 se sobre-expresaban
cuando la bacteria estaba formando biofilm y 45 proteinas se reprimian
en este modo de crecimiento.

Conclusion: P. gingivalis presentd expresion diferencial de diversas
proteinas en el estado de biofilm en relacién al estado planctdnico. Estas
proteinas que se expresan diferencialmente en el biofim pueden ser
buenas candidatas para su empleo en el diagndstico y tfratamiento de la

periodontitis.






1. Infroduccidn

La periodontitis es una enfermedad cronica inflamatoriq,
multifactorial asociada ala presencia de un biofilm bacteriano disbidtico
y se caracteriza por la destruccion progresiva de los tejidos de soporte del
diente (encia, ligamento periodontal, cemento y hueso alveolar). Sus
manifestaciones primarias incluyen la pérdida de insercion clinica, la
reabsorcion del hueso alveolar, la presencia de bolsas periodontales y el
sangrado gingival (1). La formacion de un biofim bacteriano inicia la
inflamacion gingival, pero, sin embargo, la iniciaciéon y progresion de la
periodontitis depende de alteraciones que lleven a la disbiosis del
microbioma (2).

Esta patologia es uno de los mayores problemas de salud publica
debido a su elevada prevalencia y porque en Ultima instancia lleva a la
pérdida del diente que, por su vez, afecta negativamente la funcion
masticatoria y la estética y puede conllevar a una disminucion de la
calidad de vida. Frencken y col. reportan que, en 2010, la periodontitis
era la sexta enfermedad mdas frecuente en el mundo y que afectaba
10,8% o 743 millones de personas de 15 a 99 anos en todo el mundo. Los
autores también refieren que la prevalencia y la incidencia de la
periodontitis son dependientes de la edad y que existe una marcada

variacion geogrdfica (3).

En la naturaleza, las células bacterianas pueden crecer en estado
plancténico o formando un biofilm. Costerton y col. han definido el biofiim
como poblaciones bacterianas que se encuentran soportadas por una
matriz extracelular de polisacdridos, adheridas entre si y/o a superficies
(4, 5). En la cavidad oral, los microorganismos crecen preferencialmente
adheridos a superficies formando biofilms tridimensionales. La cavidad
oral es el Unico local del cuerpo humano que presenta superficies que no
sufren descamacion, como los dientes y las dentaduras y esto hace que

los microorganismos se acumulen en grandes cantidades especialmente



en locales dificiles de alcanzar con la higiene oral. La mayoria de los

biofilms estdn constituidos por multiples especies. Estos microorganismos

no estan distribuidos al azar, sino que estan espacial y funcionalmente

organizados estando involucrados en una amplia variedad de

interacciones fisicas, metabdlicas y moleculares (6) (Figura 1). Estas

interacciones bacterianas proporcionan beneficios para los organismos

que la componen, tales como (6-10)

Un rango de hdbitat mds amplio para el crecimiento. El
metabolismo de los colonizadores primarios altera las condiciones
locales y asi permite la colonizacién y el crecimiento de las
especies tardias.

Una mayor diversidad y eficiencia metabdlica. Una vez que las
moléculas son recalcitrantes al catabolismo por organismos
individuales, pueden ser degradadas por las comunidades
bacterianas.

Una mayor resistencia al estrés ambiental, a los agentes
antfimicrobianos y a las defensas del huésped. Esto se debe
principalmente: a la produccion, por las células vecinas, de
enzimas neutralizantes (B-lactamasa, proteasa IgA, catalasa) que
protegen alos organismos susceptibles; ala fransferencia horizontal
de genes; y a la proteccion fisica confra la fagocitosis que las
comunidades microbianas ofrecen a las células que se encuentran
mas profundas en el biofilm.

Aumento en la capacidad de causar enfermedad, siendo los
abscesos los mejores ejemplos de infecciones polimicrobianas en
las que los organismos que individualmente no causan enfermedad
pueden hacerlo cuando estdn presentes como un consorcio

(sinergismo patogénico).

Los biofilms en la cavidad oral se forman a través de una secuencia

ordenada de evenfos, resulfando en una biopelicula microbiana



estructuralmente y funcionalmente organizada (6, 11-13). Las distintas

etapas incluyen:

1. Formacion de la pelicula adherida. Las moléculas se ligan a la
superficie del diente segundos inmediatamente después de la
exposicion en la cavidad oral. Estas moléculas son originarias
principalmente de la saliva, pero también del fluido crevicular. La
pelicula adherida altera las propiedades de la superficie influyendo
en el patron de colonizacion posterior (12).

2. Adhesion reversible entre la superficie de la célula microbiana y la
pelicula adherida. Esto implica inferacciones fisico-quimicas
débiles, de largo alcance, entre las moléculas en la superficie de la

célula microbiana y las producidas por la pelicula adherida.

3. Adhesion irreversible. Implica inferacciones entre moléculas
especificas (adhesinas) en la superficie de los colonizadores
primarios (principalmente  Streptococcus) y  moléculas
complementarias (receptores) presentes en la pelicula adherida
(14).

4. La co-adherencia. Los colonizadores secundarios y tardios se
adhieren mediante adhesinas a los receptores de las bacterias ya
adheridas, 1o que lleva a un aumento de la diversidad microbiana
(sucesidn microbiana) (15). Fusobacterium nucleatum es un
microorganismo importantisimo en esta fase ya que fiene
capacidad de co-adherir con tfodos los colonizadores primarios y
tardios y estd siempre presente cuando P. gingivalis estd presente
(14).

5. La multiplicaciéon de las células. Provoca un aumento en la
biomasa y en la sintesis de exopolimeros para formar la matriz del
biofilm. En los biofims, los microorganismos estdn muy proximos
entre si y, consecuentemente, interactian entre si. Estdn descritas
muchas interacciones metabdlicas (sinérgicas y antagodnicas)

enfre las bacterias orales como por ejemplo el desarrollo de



cadenas alimentarias en el que el producto metabdlico de un
organismo se convierte en el nutriente principal en un segundo. Las
bacterias anaerobias estrictas, como P. gingivalis, pueden
sobrevivir en ambientes aerdbicos si se asocian y se agregan a

especies que consumen oxigeno (Neisseria) (12).

Ofro ejemplo de estas interacciones es el quorum sensing. Las
bacterias de la placa pueden coordinar su expresion génetica y
comunicarse entre si a través de pequenas moléculas difusibles

dependiendo de la densidad celular (16).

6. El desprendimiento de células unidas para promover la

colonizacion en otros lugares.

Adhesin Receptor

Late
Colonlzers

Early
Colonizers

S. oralis
S. sanguis

S. oralis
S. mitis

Acquired Pellicle
Tooth Surface

Figura 1: Modelo espacio temporal de la colonizacién bacteriana. Adaptado de Kolenbrander
et al. 2002

El factor efioldgico primario de las enfermedades periodontales es

la presencia de un biofim disbidtico. Una de las bacterias mds



fuertemente asociadas con esta enfermedad es P. gingivalis. El Consenso
Mundial en Periodoncia (17) ha designado a P. gingivalis como patdégeno
periodontal con evidencia fuerte.

P. gingivalis es un cocobacilo, Gram-negativo, anaerobio estricto,
que mide de 1-3,5 um. Como ya fue mencionado anteriormente esta
bacteria es fuertemente asociada con la periodontitis siendo clasificada
como miembro del *complejo rojo” descrito por Socransky juntamente
con Tannerella forsythia y Treponema denticola (18) (Figura 2). Varios
estudios reportan una mayor prevalencia de P. gingivalis en sujetos

enfermos en comparaciéon con los sujetos sanos (19-21).

Actinomyces

species SUBGINGIVAL MICROBIAL
COMPLEXES

S. mitis
S. oralis
S. sanguinis
P. intermedia
Streptococcus sp. P. nigrescens P. gingivalis
S. gordonii P. micros T. forsythia
S. intermedius  S. constellat F. nuc. vincentii T. denticola

F. nuc. nucleatum
F. nuc. polymorphum
F. periodonticum

E. corrodens
C. gingivalis
C. sputigena
C. ochracea

C. concisus
A. actino. a A. actino. b S. noxia

Figura 2: Complejos microbianos subgingivales descritos por Socransky y col. 1998. Adaptado de Socransky et al
1998.

Varias investigaciones, basadas en experimentos in vitro e in vivo y
en el andlisis de varios componentes (lipopolisacdrido [LPS] , proteinas de
membrana y productos finales del metabolismo), identificaron un
conjunto de factores de virulencia que permiten a P. gingivalis colonizar
el tejido del huésped y provocar una respuesta inmune (22, 23). En
seguida abordaremos un poco mds detalladamente algunos de sus

factores de virulencia.



El evento inicial en la patogenicidad de P. gingivalis es su
adherencia en la cavidad oral. Para lograr esto, emplea varios
componentes bacterianos: fimbrias, proteasas, hemaglutininas vy
lipopolisacdridos (22-24). Las principales fimbrias de P. gingivalis
participan en casi todas las interacciones de este patdgeno y el huésped
y ofras bacterias. Estas son determinantes en la adherencia bacteriana a
las superficies y a los dientes, asi como en la agregacion bacteriana. Son
los principales determinantes adhesivos en la superficie celular de este
patdgeno y son criticos para la colonizacion exitosa y para su
patogenicidad (22-24).

Ofro factor de virulencia son las proteasas. Aunque la funcion
primaria de éstas, secretadas por bacterias asacaroliticas como P.
gingivalis, es proporcionar nutrientes para el crecimiento, las proteasas
también estdn involucradas directamente en la invasion y destruccion
tisular y en la evasion y modulacion de las defensas del huésped. Se ha
demostrado que las proteinasas de este microorganismo degradan el
coladgeno fipo | y IV (componentes principales del tejido conectivo
periodontal), las proteinas de la matriz extracelular, activan las
metaloproteinasas de la matriz, activan/ inactivan el complemento y las
citoquinas, estimulan la muerte celular y alteran las funciones de los
leucocitos polimorfonucleares (PMN), que tienen un papel importante en
la defensa local contfra la agresidon bacteriana y en el control de la
inflamacion. A la familia de proteasas que se ha vinculado
estrechamente con la virulencia de P. gingivalis se le da el nombre de
gingipainas (22-24).

P. gingivalis puede conftribuir a la pérdida del hueso alveolar
mediante la estimulaciéon de la resorcion éseaq, induciendo la destruccién
6sea e inhibiendo la formacion del hueso. El LPS puede activar los
osteoclastos y provocar la liberacion de prostaglandina E2 y de las
citoquinas IL-1B y TNF-a en los macréfagos, monocitos y fibroblastos. Estos
compuestos son potentes mediadores locales de la resorcion dsea v,

ademds, pueden inhibir la sintesis de coldgeno por parte de los



osteoblastos e inducir la produccion de metaloproteinasas que destruyen
el tejido conectivo y el hueso (23).

También P. gingivalis es capaz de inducir periodontitis cuando se
encuentra en baja concentracion. Hajishengallis y colaboradores han

considerado a este patdgeno como “keystone pathogen” (26).

Las proteinas son marcadores alternativos de la funciéon bioldgica,
ya que reflejan la actividad real con respecto a las reacciones
metabdlicas y a las cascadas reguladoras y proporcionan mejor
informacion sobre la actividad microbiana que los genes funcionales. El
término proteoma fue infroducido por Wilkins para describir el conjunto
de todas las proteinas expresadas por un genoma (27, 28). El uso de
proteinas como marcadores alternativos condujo al establecimiento de
la protedmica como drea de investigacion (29). Asi la protedmica es el
estudio de todo el conjunto de proteinas expresadas por un organismo
en un determinado ambiente, en una etapa especifica del ciclo celular.
También abarca su relativa abundancia, distribucidon, funciones e
intferacciones con  ofras macromoléculas y  modificaciones
postraduccionales (30). Acfualmente, es posible usar técnicas
protedmicas para identificar por lo menos del 50 a 70% del proteoma
predicho para la mayoria de las bacterias cultivadas en una condicion
de crecimiento especifica (29).

Alo largo de estos anos, en combinacion con los métodos cldsicos,
las aproximaciones basadas en la espectrometria de masas (MS) se han
convertido en las herramientas indispensables para descifrar la
abundancia exacta de proteinas en mezclas compuestas (31). Esta
técnica estd bien establecida y emplea las estrategias de cuantificacion
“Label-based” y Label-free”. Los métodos de cuantificacion “label-
based” emplean marcajes de isdétopos estables que son incorporados a
los péptidos, infroduciendo una diferencia de masa esperable dentro de
dos o mds condiciones experimentales. En cambio, las técnicas

protedmicas “label-free” cuantifican la cantidad de proteina relativa y

10



absoluta utilizando la intensidad de |a senal y el conteo espectral de los
péptidos (31).

Los experimentos protedmicos basados en la espectrometria de
masas implican varios pasos previos de separacion de las proteinas. Estos
PAsos previos se pueden separar en dos enfoques principales (Figura 3)
(29):

i. electroforesis en gel bidimensional (2D-GE)

cromatografia de liquidos (LC) -MS / MS

@

Environmental
sample

Sample preparation

Cell separation
(washing solutions, lyses buffers,
French press lyses)

Direct protein isolation
(Boiling, freeze-thaw,
snap freeze)

Precipitation procedures 1

Protein pool

Protein isolation l * ‘,/ f/‘ & \
-

o B ) -—
\ Ly
2-dimensional polyacrylamide 20-GE separation / Digestion Liquid
gel electrophoresis with — chromatography
matrix-assistedlaser [ — with tandem mass
desorption/ionization el -~ N spectrometry
time-of-flight mass . S 7 et \\
spectrometry o | o
AR g -r,'.'-',“
- \\ -
M il
SDS-PAGE et
Digestion l separation
—
/ (L \ C18 reverse phase (RP1)
\
Ty | EEEREEe +  Strong cation exchange phase (SCX)
£ \W 5 e/
NN C18 reverse phase (RP2)
l ) i
Matrix-assisted laser Bectrospray
desorption/ionization ionization (ESI
time-of-flight mass source tandem
spectrometry analysis mass spectrometry
(MALDI-TOF MS) analysis
<

L» Identification of peptides o—J

\ Database search

Protein identification

Figura 3: Las dos técnicas principales basadas en la utilizacién de espectrometro de masas. Adaptado de Keller
and Hettich 2009.

El protocolo para la cuantificacion de proteinas “Label-free” por
LC-MS es un enfoque "bottom-up", lo que significa que las proteinas
deben ser digeridas en péptidos previamente. El proceso analitico se
realiza a nivel de péptido (32, 33). Asi, esta técnica se basa en la

identificacion de péptidos generados por la digestion proteolitica de la
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mezcla de proteinas. La presencia de una proteina en la mezcla original
se infiere mediante el uso de una base de datos de secuencias de
proteinas con las secuencias peptidicas identificadas. La coincidencia
de una secuencia de péptidos Unica para una proteina en particular
proporciona evidencia de la proteina en la mezcla original (34). E
acoplamiento de la cromatografia liquida a nanoescala (nanolLC) a la
espectrometria de masas permite la separacién en linea de mezclas
complejas de péptidos antes del andlisis de MS, evitando asila necesidad
de geles bidimensionales.

Las principales ventajas de las técnicas de “Label-free” son que,
por lo general, no requieren pasos experimentales adicionales, la
cuantificacion comparativa se puede realizar en muchas muestras
simultGneamente, la concentracion de la muestra puede ser mds baja y

que la preparacion de la muestra no es tan compleja (35, 36).
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2. Objetivos

El objetivo del estudio es la evaluacion de la expresion diferencial de
proteinas de Porphyromonas gingivalis cuando estdn formando biofiim

respecto a cuando estan en estado planctoénico.

2.1. Objetivos Especificos

» BUsqueda e identificacion de proteinas que se expresan
diferencialmente en el biofim respecto al estado planctdnico,
como posibles blancos para futuras terapias que permitan
bloquear la incorporacion de bacterianas patdégenas a la placa

bacteriana;
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3. Material y Métodos

3.1. Cultivo y cepa bacteriana

La cepa utilizada en este trabajo ha sido Porphyromonas gingivalis
ATCC33277. La bacteria se cultivd en placas de medio Agar Sangre
(Blood Agar Oxoid No 2; Oxoid, Basingstoke, Reino Unido), suplementado
con 5% (v/v) de sangre de caballo estéril (Oxoid); 5.0 mg/L de hemina
(Sigma, St. Louis, MO, USA) y 1.0 mg/L de menadiona (Merck, Darmstadt,
Alemania) en condiciones anaerdbicas (10% de H2, 10% de CO2 vy
equilibrio de N2) a 37°C durante 24-72 h. Para el crecimiento en biofiim y
en el estado plancténico se utilizd el medio BHI modificado el cual estaba
compuesto por Brain Heart Infusion (BHI) (Becton, Dickinson and
Company, Franklin Lakes, NJ, EE.UU.) suplementado con 2.5 g/L de
mucina (Oxoid), 1.0 g/L de extracto de levadura (Oxoid), 0.1 g/L de
cisteina (Sigma), 2.0 g/L de bicarbonato sédico (Merck), 5.0 mg/L de
hemina (Sigma), 1.0 mg/L de menadiona (Merck) y 0.25% (v/v) de acido
glutdmico (Sigma) hasta alcanzar la fase de crecimiento exponencial, en

condiciones de anaerobiosis, a 37°C.

3.2. Formacion del biofiim monoespecie de P.

gingivalis

El biofim monoespecie de P. gingivalis se desarrolld sobre discos
estériles de hidroxiapatita en una placa multipocillo de 24 pocillos. El
cultivo planctdnico se incubd en unos tubos de pldstico de 50 mL tipo
Falcon. En ambos casos, a partir de un cultivo bacteriano en fase

exponencial en el medio BHI modificado, se ajustd la concentracion

bacteriana a 107 ufc/mL y se incubd en condiciones de anaerobiosis
37°C durante 96 horas.
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3.3. Recuperacion de las bacterias presentes en el

biofilm y en el cultivo planctdnico

Para recuperar las bacterias que forman el biofilm en esta superficie
se procedié de la siguiente forma: se exirajo el disco, se anadié 1 mL de
PBS (Phosphate Buffer Saline), se vorted durante 3 minutos recogiendo la
suspension, anadiéndola a un eppendorf y centrifugando a 13000 rom a
4°C durante 5 minutos. Para recuperar las bacterias en estado
planctonico, se centrifugd la suspension bacteriana a 92000 rom a 4°C

durante 10 minutos y el pellet se guardd a -20°C.

3.4. Exitraccion vy solubilizacion de las proteinas

bacterianas

El siguiente paso fue la extraccidon de las proteinas bacterianas que
se encontraban en el biofiim y en las células planctdnicas. Se procedié a
la rotura de la célula en un tampdn adecuado para evitar la lisis de las
proteinas, la agregacién proteica y favorecer la resuspension de las
mismas. Los precipitados se resuspendieron en PBS junto con inhibidores
de proteasas para evitar la lisis proteica. Este tampdn estaba compuesto
de lo siguiente: PBS + 100 mM Dithiothreitol (DTT, agente reductor) (GE
Healthcare, Uppsala, Suecia) + 100 mM Fluoruro de metil fenil sulfonato
(PMSF, inhibidor de proteasas) (Sigma) + mezcla nucleasa (GE
Healthcare) + cocktail inhibidor proteasas 10X (Roche Diagnostic GmbH;
Mannheim, Alemania). El método empleado para romper vy liberar el
contenido celular fue la sonicacidén que consiste en la rotura de las
membranas bacterianas producida por ondas de ultrasonido mediante
un sonicador ultrasénico de punta (Branson Sonifier™ ultrasonic cell
disrupter, Branson Ultrasonics Corporation, Danbury, CT, USA) con pulsos
discontinuos de 20 milisegundos durante 3 segundos. Posteriormente, se

centrifugd para descartar el “delbris” celular.
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Posteriormente, se procedid a la limpieza de la muestra para
eliminar posibles restos de sales, detergentes, lipidos e impurezas varias,
gue pueden interferir en el proceso de separacion proteica. Esto se realizd
precipitando las proteinas con el método metanol/cloroformo. Las
proteinas se solubilizaron en urea 8M mediante agitaciéon con vortex y
utilizando un sonicador de bano (para favorecer la solubilizaciéon). Las
muestras se sometieron a ultrasonidos cuatro veces durante 5 minutos
(poniéndolas en hielo cada vez). Posteriormente, se centrifugaron para

eliminar tfodo aquello que no se habia solubilizado.

3.5. Cuantificacion de proteinas

Las muestras fueran cuantificadas empleando el método de
Bradford y mediante el fluorimetro Qubit 3.0. Para comprobar la
cuantificacion, se realizd un gel SDS-PAGE al 10% con 8 ug de proteina de

cada una de las muestras.

3.6. Digestion de las proteinas

Posteriormente se procedid a la digestion con tripsina en gel. De
acuerdo con la cuantificacion obtenida, se tomaron 50 ug de cada una
de las muestras y se cargaron en un gel concentrador (stacking gel) para
su limpieza, antes de la digestion. El stacking gel es un gel SDS-PAGE
disconfinuo con una porcidn de gel concentrador al 4% seguida de gel
separador al 10%. La electroforesis se pard cuando el frente estalba a unos
3 mm del comienzo del gel separador. La banda de la muestra
correspondiente a las proteinas sin separar, se visualizd con tincidon de

Coomassie coloidal y se recortd para su posterior digestion en gel.

Las proteinas presentes en la banda del stacking gel, se digirieron
con tripsina. Para ello las proteinas fueron reducidas con 10 mM de DTT a
56°C durante 30 min y luego se alquilaron con 55 mM de lodacetamida

durante 20 min en oscuridad. Finalmente se anadieron 2 pug de fripsina
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recombinante grado secuenciacion (Roche) en bicarbonato amaobnico
25 mM (pH 8.5) y se incubd durante toda la noche a 37°C. Se realizé una
extraccion de péptidos con acetonitrio (ACN) al 80%, TFA 0.1% durante
15 min. Se secaron por centrifugacion a vacio (SpeedVac, Savant) y se
reconstituyeron en 30 pl de 2% ACN, 0.1% Acido Formico (AF) y se

conservaron a -20°C hasta su andlisis.

3.7. Experimento Label Free

Se compararon dos condiciones: Biofiim y Plancténico. De cada una
de las condiciones se analizaron por LC-MS/MS tres réplicas biologicas

independientes, sin réplicas técnicas.

Andlisis LC-MS/MS (Q-exactiveHF)

Los péptidos se analizaron por nano-cromatografia liquida (nano
Easy-nLC 1000, Thermo Scientific) acoplada a un espectrometro de masas
de alta resolucion Q- Exactive HF (Thermo Scientific, Mississauga, ON,
Canada). Los péptidos fueron concentrados “on-line” por cromatografia
de fase reversa (RP) usando una precolumna Acclaim PepMap 100
(Thermo Scientific, 20mm x 75 um ID, C18 de 3 um didmetro de particula
y 100 A" de tamano de poro) y separados en una columna analitica de
fase reversa C18 Picofrit (Nikkyo technos Co.,Ltd; NTCC-360/75-3-125 de
150 mm x 75 um ID, 3 um de didmetro de particula, 100 A'de tamano de
poro) con punta integrada para spray, operando a un flujo de 250 nl/min.
Los péptidos fueron eluidos usando un gradiente desde el 5% hasta el 35%
de buffer B en 200min, de 35 a 50% en 10 min., y 10 min. mas al 95%. Se
utilizaron, como buffer A, 0.1% de AF, 2% ACN en agua y como buffer B,

0.1% de dacido formico en ACN.

El nano-HPLC estaba acoplado on-line a la fuente nanoelectrospay

del espectrometro de masas Q-exactive HF con el que se analizaron |os
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péptidos. La enfrada de los péptidos se realizd por ionizacidn con

electrospray utilizando la punta integrada en la columna analitica.

La adquisicion de datos se realizé con un voltage de 1.8 Kv para el
electrospay y el “ion fransfer tuve™ que guia los iones desde el spray hasta

el interior del espectrometro de masas tenia una Te de 250°C.

Los péptidos fueron detectados con una resolucion de 60.000 en
modo Full scan MS en un rango de masas m/z de 350-2000 Da. Los datos
MS/MS fueron adquiridos en modo de adquisicion dependiente de la
informacién (Data-dependent acquisition (DDA)) del MS. Asi, en cada

microscan se seleccionaron hasta 15 precursores con carga de 2+ a 4+,

en funcién de su intensidad (umbral: 2x103), con exclusion dindmica de
20 segundos, seguidos de su aislamiento con un ancho de ventana de
+/- 2 unidades de m/z, en un tiempo mdximo de 100 ms para su
fragmentacion por HCD (High Collision Dissociation) con una energia de
colision Normalizada (nce) del 27 %. Los espectros MS/MS se adquirieron

en modo positivo.

3.8. Identificacion de Proteinas

Los espectros MS/MS adquiridos en las muestras se analizaron a
través del software Protfeome Discoverer 2.2 (Thermo Scientific) con el
motor de busqueda MASCOT v.2.6.1. Se utilizaron las bases de datos
SwissProt con restriccion taxondmica a Porphyromonas gingivalis (version
03/09/2018; 24612 secuencias) y la base de datos Contaminants (247

secuencias) que incluye los contaminantes mds habituales.

Paradmetros de bUsqueda para la identificacion: Los pardmetros
empleados en las bUusquedas fueron: tolerancia del péptido precursor de
10 ppm, tolerancia del fragmento de 0,02 Da, hasta 2 puntos de corte

perdidos para la ftripsina permitidos, carbamidometil cisteina como
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modificacion fija y como modificaciones variables: oxidacion de
metionina y perdida de Metionina+acetilacion del extremo N-terminal de

la proteina y acetilacion del extremo amino terminal de la proteina.

Como criterio de identificacion se utilizd el algoritmo percolator
para estimar el FDR (fasa de falsos positivos) y se filird por un g-value <0.01

para las proteinas identificadas con alta confianza.

3.9. Cuantificacion relativa de las proteinas mediante

el software Proteome Discoverer 2.2

Para determinar las abundancias de los péptidos y las proteinas
identificadas se inicid un flujo de procesamiento. El primer paso fue la
recalibracion de las masas mediante una busqueda rdpida en Sequest
HT contra la base de datos y en base a las identificaciones obtenidas, un
alineamiento de los cromatogramas de todas las muestras con una

tolerancia de hasta 10 min.

Posteriormente se produjo el alineamiento de los tiempos de
retencion entre las distintas muestras analizadas para la cuantificacion de
los iones precursores, teniendo en cuenta los péptidos Unicos y los
péptidos razor (péptidos compartidos entre un grupo de proteinas) que
estén presentes en al menos un 30% de las réplicas, sin tener en cuenta

los péptidos modificados.

Finalmente se normalizd la cantidad total de proteina entre las diferentes

muestras utilizando la abundancia total de todos los péptidos.
Agrupacion de muestras y cuantificacion.

Se selecciondé un diseno non-nested/Parwise ya que las réplicas
eran independientes. En este diseno se calcularon los ratios de los

péptidos como la mediana geométrica de todas las combinaciones de
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los ratfios de las réplicas bioldgicas para los factores de estudio
seleccionados. El ratio de la abundancia de la proteina se calculd
posteriormente como la mediana geométrica de los ratios del grupo de

péptidos.
Cuantificacion y andlisis estadistica

Para poder comparar la abundancia de una proteina entre
muestras se normalizaron los datos, consiguiendo el factor de correcciéon
adecuado para cada una de las muestras, de manera que la cantidad

total de proteina sea la misma en todas.

Para testar si la abundancia de una proteina varia entre categorias
(Biofilm, Planctonico) se aplico el test estadistico de Andlisis de la Varianza
(ANOVA) para estimar la probabilidad de que estas medidas sean

diferentes entfre categorias.

Para descartar los cambios falsos-positivos estimados por el p-value, para
un determinado nivel de FDR, se corrigid el p-value, por el test ac hoc de
Benjamin-Hochberg consiguiendo un p-value ajustado también llamado

Q-value, que controla mejor el FDR.

Para realizar la cuantificacion de proteinas se aplicaron una serie de filtros
para determinar que proteinas son cuantificables. En la cuantificacion de
proteinas se aplicaron una serie de filtros para determinar si una protfeina

se expresa de forma diferencial enfre condiciones:

« Abundance ratio variability: La variabilidad de los ratios calculada
en porcentaje debe presentar un valor por debajo del 30% y por
encima del 0%. Este Ultimo caso es para eliminar aquellas proteinas
que se han cuantificado a partir de una sola medida.

o P-value<0,05: Las proteinas cuantificadas deben tener un p-value

< 0.05 para obtener significacion estadistica.
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Q-value: El Q-value corrige la proporcion de falsos positivos para un
valor de probabilidad elegido como umbral de significacion. Los
cambios son significativos cuando alcanza un g-value<0.05.

Fold Change (FC): Se consideran proteinas diferenciales aquellas
cuyo valor en log,(ratio) 2 + 0.6, es decir, cuando es mayor o igual
que 0.6, la abundancia de esa proteina es al menos 1,5 veces su
valor comparada con la condicion conftrol (FC 21.5- proteinas que
se sobre-expresan); o menor o igual -0.6 si la abundancia estd al
menos por debajo del 0.66 del valor en la proteina control (FC<0.66-

proteinas que se reprimen).
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4. Resultados

4.1. Desarrollo del biofilm y cultivo planctonico

Debido a la complejidad en el estudio de la expresion diferencial
de proteinas bacterianas presentes en el biofilm y en células plancténicas
mediante herramientas protedmicas, se procedié a la formacion de un
biofilm monoespecie (generado con una sola especie bacteriana) con

la bacteria periodontopatdgena P. gingivalis.

Para ello se puso a punto la formaciéon del biofilm (concentracion
de células y dias de incubacidn empleados). Se probaron las
concentraciones de 10¢, 107 y 108 ufc/mL de suspension bacteriana en
fase exponencial crecida en medio BHI modificado; los biofims se
generaron a los tiempos de incubacion de 24, 48, 72 y 96 horas en
condiciones de anaerobiosis a 37°C. Se comprobd por CLSM (Confocal
Laser Scanning Microscopy) y mediante andlisis por cultivo bacteriano,
que la concentracion éptima era de 107 ufc/mL y el periodo dptimo de
incubacion era de 96 horas. En el caso de las células en estado
planctdnico se realizaron las mismas comprobaciones y se concluyd que
la concentracion de 107 ufc/mL y el tiempo de 96 horas eran los 6ptimos

para el andlisis en este modo de crecimiento.

4.2. Estudio de la expresion diferencial

Para la realizacion del ensayo, se obtuvieron 3 réplicas bioldgicas
por condicién (Biofiim, Plancténico) de P. gingivalis (Biol, Bio2, Bio3; Pla2,
Pla3, Pla4). La recuperacion de las bacterias, la extraccion proteica, la
limpieza y la solubilizacion de las proteinas se hizo como se ha descrito en
Materiales y Métodos. Tras llevar a cabo la cuantificacion, se observo que
en el caso de las muestras de biofilm no se encontraba mucha cantidad
de proteina, por lo que seria necesario hacer “pooles” o grupos de

muestras para obtener la cantidad necesaria de proteina. Aunque en el
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caso de las células planctdénicas si que existia suficiente cantfidad de
proteina, seria necesario realizar también los mismos “pooles” para que
la comparacion entre biofim-célula plancténica fuese la correcta. Las
muestras fueran cuantificadas mediante el fluorimetro Qubit 3.0 (Thermo).
Las concentraciones obtenidas y la cantidad total de proteina/muestra

de acuerdo al volumen se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1: concentraciones y cuantidades totales de proteina

Bio 1 Bio 2 Bio 3 Pla 2 Pla3 Plag
Concentracién 0.525 0.730 0.74 0.935 1.15 1.244
(ug/ul)
Volumen Total (ul) 126 171 161 171 146 76
Profeina total (ug) 66.1 125 119.1 160 168 94.2

El gel de control de carga, se realizé al 10% con 8 ug de proteina

de cada una de las muestras, teniendo en cuenta la cuantificacion

anterior. Segun se observa en la Figura 4, las tres muestras

correspondientes al biofim y las fres muestras correspondientes al
planctonico tenian una cantidad aproximadamente igual dentro de la

misma condicion, y, por tanto, la cuantificaciéon era correcta.

AURILERS

180 kDa
135 kDa

100 KDa

75 lDa -

| —
cjyba,

ofo

a |
I - e - {

4

L — —A—
35 KDa,

Figura 4: SDS-PAGE tefiido con Azul de Coomassie (CCB).
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Para la limpieza de las muestras previamente antes de digerirlas
con fripsina, se cargaron en un gel concentfrador (stacking gel) y se

tineron con azul de Coomassie como se observa en la figura 5.

|

Gel1l
Gel 2

Figura 5: Geles tefiidos con Azul de Coomassie (CCB) de las muestras.

4.3. Experimento Label Free

De cada una de las condiciones se analizaron ftres réplicas
biolodgicas independientes como he indicado anteriormente. Se
analizaron primero las 3 réplicas consecutivas de biofiim, seguidas de dos
blancos (para limpiar las columnas de la nano-LC), y luego las 3 réplicas

consecutivas de planctdnico.

Los resultados que se obftuvieron tras analizar los espectros
obtenidos con las restricciones indicadas anteriormente, se encuentran
resumidos en la Tabla 2: fue posible cuantificar un total de 614 proteinas

de las cuales 73 presentaban expresion diferencial.
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Tabla 2: Resultados de la proteinas obtenidas

Proteinas
Proteinas cuantificadas 614
p-value <0.05 73
p-value <0.05 up-regulated 28
p-value <0.05 down-regulated 45

De las 73 proteinas que se expresaban diferencialmente, 28 se

sobre-expresaban y 45 se reprimian en el biofim (tabla 3 y tabla 4

respectivamente).
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Tabla 3: proteinas que se sobre-expresan en el biofilm

Average Bio1l Bio2 Bio3 Planc. Planc.| Planc.

Accession Description Ratio 2 3 4
(log2):
(Bio) /

A (R S R B B B N
Holliday junction ATP-dependent DNA helicase 6,64 | High | High | High Not Not Not
(RuvA) Found | Found | Found
Guanine deaminase 6,64 | High | High | High Not Not Not

Found | Found |Found
Uncharacterized protein 6,64 | High | High | High Not Not Not
Found | Found |Found
Uncharacterized protein 6,24 | High [ High [High Peak High High
Found
Uncharacterized protein 5,15 | High [High [High Peak Peak Peak
Found | Found | Found
NAD-dependent protein deacylase 5,14 [ High | High | High Peak Not Peak
Found | Found |Found
Uncharacterized protein 5,12 | High | High | High Peak Peak Peak
Found | Found |Found
Pglz domain protein 5,06 | High | Peak |[High Peak Not High
Found Found | Found
Upregulated in stationary phase protein A 4,41 | Peak | High High Peak Peak Peak
Found Found | Found |Found
Outer membrane surface receptor antigen RagB 4,27 | High [ High | High Peak Peak Peak
type 4 Found | Found | Found
Acyl carrier protein 3,93 | High [ High | High High Peak High
Found
50S ribosomal protein L19 3,59 | High | Peak |[High Not Not Peak
Found Found | Found | Found
Secretion acftivator protfein, putative 3,55 | High | High | High Peak Peak High
Found | Found
Pepftidyl-prolyl cis-tfrans isomerase 3,54 | High High High Peak Peak Peak
Found | Found |Found
50S ribosomal protein L4 3,47 | Peak [ High High Peak Not Peak
Found Found |Found |Found
L-aspartate oxidase 3,46 | High | High | High Not Peak Not
Found | Found |Found
Elongation factor Ts 3,35 | High | High [High Peak Peak High
Found | Found
Uncharacterized protein 3,34 | High [ High [ High High Peak High
Found
Uncharacterized protein 3,3 | High | High |High Peak Peak High
Found | Found
Meso-diaminopimelate D-dehydrogenase 3,26 | High | High [ High Peak Peak Peak
Found | Found | Found
Tyrosine recombinase XerC 3,22 | Peak | High [|High Peak Peak Peak
Found Found | Found |Found
Glucose-6é-phosphate isomerase 3,13 | High [ High [ High High High Peak
Found
Uncharacterized protein 3,1 | High | High | High Peak Peak Peak
Found | Found |Found
Transporter, small conductance mechanosensitive 3,08 | High | High | High Peak Peak Not
ion channel MscS family protein Found | Found |Found
Hemagglutinin protein HagB 2,98 | High High High Peak Peak Peak
Found | Found |Found
Phosphorylase family protein 2,95 | High [High [High High High Peak
Found
Thiol peroxidase 2,94 [ High | High | High High High High
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Tabla 4: Proteinas que se reprimen en el biofilm

w4

2

0

Average Biol Bio2 | Bio3 | Planc. Planc. Planc.
Accession Description Ratio 2 3 4
P (log2):
(Bio) / (P)
1)) S el | Methyimalonyl-CoA mutase -2,27 | Peak | Peak High High High High
Foun | Found
d
2RMHé Uncharacterized protein -2,29 | Not | Not Peak High Peak High
Foun | Found | Found Found
d
Efflux fransporter, RND family, MFP subunit -2,3 | Peak | Not Peak Peak High High
Foun | Found |Found |Found
d
35 kDa hemin binding protein -2,33 | High [ High High High High High
AO0A254MS Histidine ammonia-lyase -2,34 | High [ High High High High High
(0w Y €] Bifunctional protein FolD -2,37 | High | Peak High High High High
Found
4-hydroxybutyryl-CoA dehydratase -2,39 | High [ High High High High High
Pg-ll fimbriae A -2,4 | High | High High High High High
GTP pyrophosphokinase -2,42 | High | Not High High Not High
Found Found
Outer membrane protein P59 TapA -2,47 | Peak | Peak | Not High High High
Foun | Found | Found
d
Tyrosine--tRNA ligase -2,49 | Not | Peak Peak Not Not High
Foun | Found |Found |Found | Found
d
Saccharopine dehydrogenase -2,51 | Peak | Not Peak Peak Peak High
Foun | Found |Found |Found | Found
d
Glycosyl transferase, group 1 family protein -2,55 | Peak | Not Peak Not Not High
Foun | Found |Found |Found | Found
d
Methionine--tRNA ligase -2,59 | Peak | Peak High High High High
Foun | Found
d
Proline--tRNA ligase -2,59 | Peak | Peak Peak High High High
Foun | Found | Found
d
Minor fimbrium fip subunit Mfa3 -2,63 | High [ High High High High High
Fumarate hydratase class | -2,64 | Peak | Peak High High High High
Foun | Found
d
B2RLT2 Uncharacterized protein -2,78 | Peak | High Peak High High High
Foun Found
d
B2RH57 Major fimbrium subunit FIimC -2,83 | High | Peak Peak High High High
Found [ Found
N0V 2 | Formate--tetrahydrofolate ligase -2,9 | High | High High High High High
Q7MX91 Uncharacterized protein -2,98 | High [ High High High High High
Q7MVJ2 Alcohol dehydrogenase, zinc-containing, putative -3,05 | Peak | Peak | High High High High
Foun | Found
d
Nl A | Acyl-CoA dehydrogenase -3,06 | Peak | Peak | High High High High
Foun | Found
d
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B2RLN4

o)\ 11 lips | Chaperone protein HipG

‘BZRHGI
‘BZRKO2
B2RH85

‘ B2RJU4

P19665

9
‘ B2RLMé

‘ RAWWA2

RAWWES

Putative v-type ATPase subunit D -3,08 | Peak | Peak | Peak [ High High High
Foun | Found | Found
d
B2RH59 Major fimbrium tip subunit FimE -3,1 | Peak | Peak Peak High High High
Foun | Found | Found
d
-3,14 | Peak | Peak Peak Peak Not High
Foun | Found |Found |Found | Found
d
Minor fimbrium subunit Mfal -3,17 | High | High High High High High
Acetate kinase -3,4 | High | High High High High High
Uncharacterized protein -3,42 | Peak | Peak Not Not Not High
Foun | Found | Found |Found | Found
d
/\0)\0) =221\ 4-hydroxybutyrate coenzyme A transferase -3,51 | Peak | Peak Peak High High High
Foun | Found | Found
d
Putative NADPH-NAD transhydrogenase -3,76 | High | Peak High High High High
Found
N0\ @X FA' /| Uncharacterized protein -3,88 | Not | Not Peak High Peak High
Foun | Found | Found Found
d
Superoxide dismutase [Mn/Fe] -4,25 | Not | Peak High High High High
Foun | Found
d
o)\ =2 viel | Butyrate--acetoacetate CoA-transferase subunit B -4,4 | Peak | Peak Peak High High High
Foun | Found | Found
d
Putative ferredoxin 4Fe-4S -4,84 | High | Peak Peak High High High
Found [ Found
Fimbrillin -5,53 | High | Peak Peak High High High
Found [ Found
Fimbrillin -5,93 | Peak | High Peak High High High
Foun Found
d
Uncharacterized protein -6,64 [ Not | Not Not Peak Peak High
Foun | Found |Found |Found | Found
d

U2JKQ1

Las proteinas que se sobre-expresaban (FC 21.5), estaban implicadas

principalmente en traduccién, estrés oxidativo y eran proteinas de

funcién desconocida. Por otro lado, las proteinas que se reprimian

estaban implicadas en metabolismo, biosintesis y en sintesis de las

fimbrias.
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5. Discusion

Gracias a las técnicas protedmicas, ha mejorado nuestra
comprension sobre el comportamiento celular al estudiar los diferentes
patrones de actividad de las proteinas y cdmo ocurren estas variaciones
durante el desarrollo o en respuesta al proceso de la enfermedad. Como
fue mencionado anteriormente, es posible identificar del 50 al 70% del
proteoma de la mayoria de las bacterias cultivadas en una sola
condicién de crecimiento. Por lo tanto, el nivel actual de mediciéon del
proteoma ya estd bastante profundo en el rango dindmico de las
proteinas expresadas (29). Existe evidencia cientifica sobre el distinto
comportamiento entre bacterias de la misma especie cuando se
presentan en el estado planctdnico respecto a cuando estdn formando
biofilm, sobre todo en cuanto a su expresion genética (37-39) y proteica
(40-42), y este diferente comportamiento nos puede ayudar a entender
el papel del biofilm en el proceso patogénico de la bacteria.

En el presente estudio fue utilizada una técnica protedmica
denominada “Label-free” que tiene como principales ventajas la mayor
facilidad en la preparacion de la muestra y la pequena cantidad de
muestra necesaria para realizar los ensayos. Pero tiene como desventaja
frente a ofras técnicas protedmicas que no se puede tener una vision
global del protfeoma como ocurre en los geles bidimensionales y no se
pueden analizar las modificaciones post-tfraducionales. En este frabajo
hemos obtenido un fotal de 73 proteinas que se expresan
diferencialmente. De éstas 28 se sobre-expresaban y 45 se reprimian en

el biofim frente al estado plancténico.

Dentro de las proteinas reprimidas, encontramos proteinas
relacionadas con el metabolismo y con la biosintesis de moléculas como
azycares, proteinas o aminodcidos. Esto es consistente con la reducida
actividad metabdlica y con la reducida tasa de crecimiento que ocurre

en los biofilms maduros (7, 8, 43). La tasa de crecimiento mds lenta de las
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células en un biofim se ha afribuido a la penetracion restringida de
nutrientes y ayuda a explicar, por ejemplo, la resistencia relativa de los
biofilms a los antibidticos. Como las células bacterianas procedentes del
biofilm muestran una tasa de crecimiento mas lenta, la necesidad de
energia es menor (39). Estos resultados son consistentes con otros estudios
gue evaluan las diferencias en la expresion de proteinas cuando |as
bacterias estdn formando biofilm (40-43). A pesar de esto, también se han
encontfrado un total de 7 proteinas relacionadas con el metabolismo y
con biosintesis que se sobre-expresan en el biofim. La mayoria de estas
proteinas estaban relacionadas con el metabolismo y con la biosintesis
de algunas moléculas como NAD*, dcidos grasos o lisina. Puede ocurrir
que en el biofim se sobre-expresen unas proteinas implicadas en
metabolismo y que se repriman otras, ya que éste cambia dependiendo

del modo de crecimiento.

Los microorganismos que se encuentran en el modo de
crecimiento de biofilm, muestran una mayor capacidad virulenta, un
aumento en la resistencia a compuestos antimicrobianos, presentan una
mayor respuesta al estrés ambiental y desarrollan numerosos mecanismos
de respuesta inmunolégica frente al huésped (7, 44). Seria de esperar que
en nuestros resultados encontrdsemos, en las proteinas que se sobre-
expresan, un elevado nuUmero de proteinas relacionadas con la virulencia
de este patdgeno. Sin embargo, en nuestro estudio sélo encontramos en
este modo de crecimiento dos proteinas sobre-expresadas relacionadas
directamente con la virulencia de la bacteria, en contraste con las 7
proteinas implicadas en virulencia que se reprimen. Una posible
explicacion para estos resultados, es el hecho de que unas de las
propiedades mds destacables de P. gingivalis, es que su patogenicidad
se expresa s6lo en comunidades microbianas mixtas (30) y en el presente
estudio hemos utilizado un biofilm monoespecie. Se ha descrito que P.
gingivalis a niveles de colonizacion muy bajos, desencadena cambios en
la cantidad y composicion de la microbiota comensal oral que conduce

a la pérdida ésea en la periodontitis (25).
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El concepto de proteoma tiene algunas diferencias con el
genoma, ya que si bien solo hay un genoma definitivo de un organismo,
el proteoma es una entidad que puede cambiar en diferentes
condiciones y puede ser diferente en diferentes tejidos en un organismo.
Sin embargo, un proteoma sigue siendo un producto directo de un
genoma vy los grupos funcionales deben coincidir (28). Romero-Lastra y
col., y Sdnchez y col. han evaluado la diferencia de expresion génica de
P. gingivalis cuando se encuentra en estado plancténico y cuando estd
formando biofim o estd empezando a formarlo. En estos estudios, los
genes que codifican proteinas involucradas en la adhesion, invasion y
virulencia (mayoritariamente genes implicados en formacion de las
fimbrias) se encontraban reprimidos en el biofilm (37, 38). Estos resultados
corroboran los nuestros, ya que hemos identificado varias proteinas
relacionadas con las fimbrias que se reprimian en el biofilm. Una posible
explicacion para esto es que las fimbrias son importantes en las fases
iniciales de formacion del biofilm, pero pueden no ser necesarias en las
Ultimas etapas de su formacidon. La represidon de estas proteinas puede
estar relacionada con la Ultima etapa de la formacion del biofim que es

el desprendimiento de las células (45).

En general, las restantes proteinas que se sobre-expresan siguen el
mismo patron que lo publicado en otros estudios de expresion diferencial.
Kuboniwa y col., investigaron la expresion diferencial de proteinas de P.
gingivalis cuando se encontraba formando biofiim con Streptococcus.
gordonii y Fusobacterium. nucleatum. Como en nuestro estudio, los
autores han observado un aumento en la expresion de proteinas
ribosomales (implicadas en traduccidon) y proteinas implicadas en
transcripcion (46). Respecto alas proteinas involucradas en la reparacion
del ADN, en nuestro estudio hemos identificado dos proteinas que se
sobre-expresan cuando la bacteria estd en modo biofilm. Las proteinas
de reparacion de ADN generalmente se inducen en presencia de dano
en el ADN. En el estudio mencionado anteriormente, este tipo de

proteinas esta presente en menor nimero en el biofim de P. gingivalis

31



cuando estd con las ofras especies bacterianas que cuando se
encuentra sola. Los autores mencionan que el biofim monoespecie
experimenta mds dano en el ADN que cuando P. gingivalis forma biofilm
con las otras dos especies, donde la presencia de los organismos
proporciona proteccion contra ese dano, lo que puede explicar nuestros
resultados (46). También Romero-Lastra y colaboradores han demostrado
que diversos genes relacionados con la funcién ribosomal, con la
transcripcion y con la reparacion del ADN se sobre-expresaban en biofilm
(37). En bacterias, la produccion del ribosoma requiere hasta un 40% de
la energia de la célula. Parece que las bacterias con deficiencia en los
ribosomas pueden, en cierta medida, aumentar el nUmero de ribosomas
acumulados en condiciones de crecimiento deficientes o bajo desafio
antibidtico para compensar su funcidén mas lenta. Asi, la sobre-expresion
de los genes que codifican las proteinas ribosdmicas de P. gingivalis
puede reflejar una respuesta compensatoria para una funcion mas lenta

o alterada del ribosoma (47).

En nuestro estudio también hemos encontrado la presencia de dos
proteinas sobre-expresadas en el biofim relacionadas con el estrés
oxidativo. Como se ha descrito, las bacterias cuando se encuentran
formando biofilm, presentan una mayor resistencia al estrés ambiental. Es
por ello, que la expresion de estas proteinas se emplee probablemente
para reducir la cantidad de especies reactivas de oxigeno y proteger las

células contra el estrés oxidativo (48).

Importante senalar que el estudio que aqui se presenta es de P. gin-
givalis, en un biofim monoespecie y no como parte de un biofim
multiespecie como en la placa dental subgingival. No obstante, el
estudio proporciona informacion Util sobre las diferencias de expresion de

proteinas que ocurren cuando la bacteria crece formando un biofilm.

Como prospectiva futura, seria necesario validar funcionalmente

algunas de estas proteinas, para poder aclarar su papel en el desarrollo
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de la periodontitis ya que estas proteinas pueden ser buenas candidatas

en el diagndstico y tratamiento de esta enfermedad.
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6. Conclusion

En esto estudio hemos comprobado que hay expresion diferencial
de las proteinas de P. gingivalis cuando estdn formando biofilm
respecto a cuando se encuentran en estado planctdnico, siendo
que de las 73 proteinas que se expresaban diferencialmente, 28 se

sobre-expresaban y 45 se reprimian en el biofilm.

El estudio de estas proteinas diferenciales bacterianas nos puede
permitir encontrar dianas para futuras terapias que permitan
bloguear o mermar la incorporacion de esta bacteria en la placa

bacteriana.
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