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Trabajo de Investigacion

Genotipificacidon de los genes rgpA y kgp que codifican para
las gingipainas de Porphyromonas gingivalis

Genotyping of rgpA and kgp genes encoding Pophyromonas
gingivalis gingipains

Abusleme L', Blanc V?, Léon R?, Gamonal J3, Silva N’

RESUMEN

Porphyromonas gingivalis es un microorganismo fuertemente asociado con la etiologia de la periodontitis. Esta bacteria posee varios factores de
virulencia, dentro de los que destacan las gingipainas, debido a sus multiples acciones relacionadas con la destruccion de la matriz extracelular
del tejido conectivo periodontal, la modulacion del sistema inmune del hospedero y la estimulacion de la expresion de citoquinas pro-inflamatorias.
Estas proteinasas tienen afinidades especificas siendo Arg-gingipainas (RgpA y RgpB, codificadas por los genes rgpA y rgpB, respectivamente)
y Lys-gingipainas (Kgp, codificada por el gen kgp). Se ha descrito que existen polimorfismos en los genes que codifican para esta proteinasas.
El objetivo del presente estudio fue describir la frecuencia de los genotipos identificados para los genes rgpA y kgp en aislados clinicos de P.
gingivalis, obtenidos desde pacientes con periodontitis. Para ello se utilizé amplificacién por PCR de los genes rgpA y kgp, seguido de analisis
de restriccion. De un total de 47 aislados provenientes de 4 individuos con periodontitis cronica y 2 con periodontitis agresiva, se genotipificaron
38 aislados para el gen rgpA, exhibiendo la totalidad de éstos el patron electroforético A (100%). Para el gen kgp se genotipificaron 43 aislados,
presentando 28 de ellos (65.2%) el perfil electroforético kgp-/'y 15 aislados (34.8%) el perfil kgp-II. En los aislados provenientes de un individuo
fue posible apreciar ambos genotipos descritos para el gen kgp. Los resultados indican un predominio del patron electroforético A (rgpA) y que el
genotipo kgp-/ fue el mas frecuentemente encontrado de los genotipos kgp.
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ABSTRACT

Porphyromonas gingivalis is a microorganism strongly associated with the etiology of periodontitis. This periodontal bacterium possesses an array of
virulence factors, among which gingipains have a key importance, being involved with extracellular matrix destruction of periodontal tissues, modulation
of host immune response and stimulation in the production of pro-inflammatory cytokines by different types of cells. These proteinases have specific
affinities, being Arg-gingipains (RgpA and RgpB, encoded by rgpA and rgpB genes, respectively) and Lys-gingipains (Kgp, encoded by the kgp gene).
It has been described that there are polymorphisms in the genes encoding for gingipains. Therefore, the aim of the present study was to describe
the frequency of rgpA and kgp genotypes in clinical isolates of P. gingivalis obtained from periodontitis patients. For determining the rgpA and kgp
genotypes, we used PCR amplification and restriction analysis. From 47 isolates obtained from 4 individuals with chronic periodontitis and 2 subjects
with aggressive periodontitis, 38 were typified for rgpA gene and all exhibited the electrophoretic pattern A (100%). For kgp gene, we characterized
43 isolates, 28 of them (65.2%) with the kgp-/ electrophoretic profile and 15 isolates (34.8%) with the kgp-// profile. In the isolates belonging to one
individual, we found both genotypes of kgp gene. The results indicate a clear predominance of the electrophoretic pattern A (for rgpA gene) and kgp-/
genotype was the most frequently found of the kgp genotypes.
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INTRODUCCION

Porphyromonas gingivalis es considerado un patégeno
representativo del biofilm subgingival asociado a periodontitis crénica‘?
y se ha descrito como un marcador de progresion de esta patologia®.
Este microorganismo posee multiples factores de virulencia, tales
como: capsula, fimbria, lipopolisacarido (LPS) y proteinasas, dentro
estas ultimas destacan un grupo de cisteina proteinasas, llamadas
“gingipainas”®. Se han identificado dos tipos de gingipainas, definidas
por la especificidad de sus sustratos, siendo éstas arginina-especificas
(Arg-gingipainas o Rgp) y lisina-especificas (Lys- gingipainas o Kgp)®. A
su vez, hay dos variantes de Arg-gingipainas, RgpA y RgpB, codificadas
por los genes rgpA (previamente prpR1) y rgpB, respectivamente. A nivel
estructural, se diferencian en que RgpA posee un dominio catalitico y

un dominio adhesina’/hemaglutinina, en cambio, RgpB sélo presenta un
dominio catalitico™. Respecto a las Lys-gingipainas, Kgp, al igual que
RgpA, posee un dominio catalitico y otro adhesina/hemaglutinina, y es
codificada por el gen kgp® . Estas proteinasas de P. gingivalis (RgpA,
RgpB y Kgp), tienen un amplio espectro de accion, se ha determinado
que participan directamente en la protedlisis de la matriz extracelular
del tejido conectivo periodontal®, en la obtencion de hierro y hemina,
esenciales para el crecimiento de P. gingivalis'?, y ademas, se ha
determinado que ayudan en la adhesion de esta bacteria a células
epiteliales" y fibroblastos('?, favoreciendo la colonizacion de los tejidos
periodontales. Por otra parte, recientemente se ha demostrado que estas
enzimas tienen la capacidad de inducir apoptosis en células epiteliales,
probablemente a través de la degradacion de actina, lo cual conlleva
a un colapso del citoesqueleto™. Adicionalmente, las gingpainas
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ejercen multiples roles a nivel de la modulacién del sistema inmune
del hospedero, ya que son capaces de degradar defensinas!™), varios
componentes del complemento('® y receptores de células T (CD2, CD4
y CD8)("®. También, se ha determinado que estimulan la expresion de
citoquinas pro-inflamatorias en células epiteliales orales'” y fibroblastos
gingivales®.

Debido a las multiples acciones descritas para las gingipainas
a nivel de la de la virulencia de este microorganismo y su relacién con
la periodontitis, algunos autores se han centrado en el estudio del
polimorfismo de los genes que codifican para estas proteinasas y su
relacion con la virulencia de las diferentes cepas de P. gingivalis. Allaker
y cols.(™, utilizando andlisis de restriccion, describieron 3 patrones
electroforéticos (patrones A, B y C) para el gen rgpA y en otro estudio
posterior Beikler y cols.??, a través de la misma metodologia, identificaron
2 genotipos para el gen kgp.

A la fecha, s6lo un estudio ha explorado la prevalencia de
ambos genotipos (rgpA y kgp)?", por cuanto el objetivo de este trabajo
fue describir la frecuencia de los genotipos identificados para los genes
rgpA'y kgp en aislados clinicos de P. gingivalis provenientes de sujetos
chilenos con periodontitis.

METODOLOGIA

Sujetos, Procedimientos Microbioldgicos y Extraccion de DNA

Los 47 aislados clinicos de P. gingivalis utilizados en este
estudio se obtuvieron de acuerdo a lo descrito por Abusleme y cols.?.
Brevemente, de los 6 individuos incluidos en dicho estudio, 4 fueron
diagnosticados con Periodontitis Crénica y dos con Periodontitis Agresiva.
Las muestras fueron obtenidas insertando dos conos de papel estériles
en los sitios mas profundos de cada cuadrante, siendo inmediatamente
sembradas e incubadas en anaerobiosis durante 14 dias. Posteriormente
se procedio a la identificacién fenotipica de P. gingivalis en los aislados
de bacterias pigmentadas de negro, seguido de la extraccion de DNA, su
cuantificacion e identificacion molecular, de acuerdo a lo descrito en el
estudio antes mencionado®?.

Ampilificacion de los Genes rgpA y kgp Mediante PCR

Ampilificacion del Gen rgpA

Para determinar si existia polimorfismo en el gen rgpA, se
amplificé un fragmento de 1.7 kb correspondiente a la region a de del
gen. Para la reaccién de PCR se utilizaron los partidores descritos por
Allaker y cols.(®, cuyas secuencias fueron F 5 AGT GAG CGA AAC
TTC GGAGC 3’y R5-GGT ATC ACT GGG TAT AAC CTG TCC- 3.
El volumen final de cada reaccién fue 50 ul, los cuales contenian 1X de
buffer de PCR, 2.5 mM de MgClI2, 0.2 mM de una mezcla equimolar de
dNTP, 1uM de cada uno de los partidores, 1.5 U de Taq DNA polimerasa
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) y 200 ng de DNA
genoémico de P. gingivalis. Como control positivo se utilizé DNA genémico
de la cepa ATCC 33277 de P. gingivalis (200 ng) y como control negativo
se us6 agua miliq. Las reacciones de amplificacién se llevaron a
cabo en un termociclador Gene Amp PCR system 2400 (Perkin Elmer
Corporation, Foster, CA, USA), de acuerdo a las siguientes condiciones:
una desnaturalizacion inicial a 95°C por 10 minutos, seguido de 30 ciclos
de desnaturalizacion a 95°C por 1 minuto, alineamiento a 56°C por 1
minuto y extension a 72°C por 1 minuto y 30 segundos, concluyendo con
una extension final a 72°C por 7 minutos. Para observar los productos
de la reaccion de PCR, se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa
al 1% y tincién con bromuro de etidio, siendo visualizados y registrados
a través del sistema Gel-DocTM XR+ (Bio-Rad, Hércules, CA, USA).
En las muestras que se observé el fragmento de 1.7 kb, se realizd
nuevamente una amplificacion para poder purificar posteriormente una
cantidad suficiente de producto de PCR.

Amplificacion del Gen kgp

Mediante PCR se amplificé un fragmento de 890 bp, que
codifica para el dominio catalitico de este gen. La reaccién se realizé
utilizando los partidores descritos por Beikler y cols.??, cuyas secuencias
fueron F 5- GAA CTG ACG AAC ATC ATTG-3yR5-GCT GGC
ATT AGC AAC ACC TG- 3. El volumen de reaccién fue 50 ul, que
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contenian: Buffer de PCR 1X, 2.5 mM de MgCI2, 0.2 mM de una mezcla
equimolar de dNTP, 1uM de cada uno de los partidores, 0.75 U de Taq
DNA polimerasa (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) y 100
ng de DNA gendmico de P. gingivalis. Como control positivo se utilizd
DNA genoémico de la cepa ATCC 33277 de P. gingivalis (100 ng) y como
control negativo se usé agua milig. Las reacciones de amplificacion se
realizaron en un termociclador Gene Amp PCR system 2400 (Perkin EImer
Corporation, Foster, CA, USA), de acuerdo a las siguientes condiciones:
una desnaturalizacion inicial a 95°C por 10 minutos, seguido de 35 ciclos
de desnaturalizaciéon a 95°C por 1 minuto, alineamiento a 56°C por 1
minuto y extensién a 72°C por 1 minuto y 30 segundos, concluyendo con
una extension final a 72°C por 7 minutos. Para visualizar los productos de
la reaccion de PCR, se realizaron los mismos procedimientos detallados
para los amplicones del gen rgpA. En las muestras que se pudo observar
el fragmento de 890 bp, se realizé6 nuevamente una amplificaciéon para
poder purificar una cantidad suficiente de producto de PCR.

Purificacién de los Productos de PCR

Los productos de PCR fueron purificados a partir de un gel
de agarosa LE (low electroendosmosis; Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany) al 1%, utilizando el kit lllustra GFX™ PCR DNA
and Gel Band Purification (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK),
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Analisis de Restriccion Genes rgpA 'y kgp

Los productos de PCR del gen rgpA purificados se digirieron
utilizando la enzima de restriccion Rsa | (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany) y los amplicones del gen kgp se digirieron con
la enzima de restriccion Mse | (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Germany). Los fragmentos de la digestion se del gen rgpA y kgp se
observaron realizando electroforesis en geles de agarosa al 5% y al
2%, respectivamente. Los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio y
visualizados con luz ultravioleta utilizando el sistema Gel-DocTM XR+
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

RESULTADOS

Identificacion de Genotipos del Gen rgpA

De un total de 47 aislados identificados previamente como P.
gingivalis, se genotipificaron 38, en los restantes no se logré obtener un
producto de PCR para realizar la digestion enzimatica. Todos los aislados
genotipificados (100%) para el gen rgpA presentaron el mismo patrén
electroforético, posterior a la restriccion con Rsa |. Este patron era similar
al patrén electroforético A descrito por Allaker y cols.("™. Como se observa
en la Figura 1, de la digestion con la enzima Rsa | del amplicon de 1.7
kb, se obtuvieron 7 fragmentos de 552, 543, 171, 159, 117, 111 y 49 bp
lo que corresponde al patrén A. Cabe destacar que si bien no se alcanzd
a visualizar el fragmento de 49 bp, su presencia se comprob6 analizando
la secuenciacion del amplicon del gen rgpA (datos no mostrados).

Identificacion de Genotipos del Gen kgp

Se genotipificaron 43 de los 47 aislados identificados
previamente como P. gingivalis, dado que no fue posible obtener un
producto de PCR para la digestion enzimatica en 4 de ellos. De los 43
aislados genotipificados, 28 (65.2%) presentaron el patrén electroforético
kgp-1y 15 aislados (34.8%) mostraron el patron electroforético kgp-Il, de
acuerdo a la metodologia descrita por Beikler y cols.??. En la Figura 2,
se observa el perfil kgp-I que se caracteriza por presentar 3 fragmentos
de restriccion de 447, 288 y 135 bp. Por otra parte, el patron kgp-Il
corresponde al fragmento de 890 bp ya que no posee sitios reconocidos
por la enzima Mse |.

Distribucion y Frecuencia de Genotipos

En la Tabla 1 se describe un resumen de la distribuciéon de
los genotipos caracterizados en este estudio, el nimero de veces que
fueron detectados y el diagnéstico clinico de los pacientes de los cudles
fueron obtenidos los aislados. Como se sefial6 en la metodologia, para el
desarrollo este trabajo, se utilizaron los aislados clinicos provenientes de
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los pacientes que fueron reclutados para el estudio de Abusleme y cols.??,
siendo éstos 6 pacientes, 4 con diagndstico de periodontitis crénica y
2 con diagnodstico de periodontitis agresiva. Respecto a lo obtenido
en la genotipificacion del gen rgpA, en los pacientes con periodontitis
cronica y agresiva, se encontré el patron electroforético A (n=38,
100%), y no se observo diferencias entre ambas patologias. Por otra
parte, los genotipos caracterizados para el gen kgp (kgp-l 'y kgp-II)
fueron encontrados en los aislados provenientes de los dos grupos
de pacientes, existiendo un predominio del perfil kgp-/ con un 65.2%
de los aislados analizados. Cabe destacar que en los aislados de
P. gingivalis provenientes de un mismo paciente (con diagndstico
clinico de periodontitis crénica), fue posible observar ambos perfiles
electroforéticos para este gen (kgp-/'y kgp-Il).

Tabla 1. Resumen patrones electroforéticos genes rgpA, kgp y el diagndstico
clinico de los pacientes estudiados.

Diagnéstico Clinico Paciente Patrén rgpA Patrén kgp
1 A (n=5) kgp-1 (n=8)
Periodontitis crénica 2 An=9) kgp-1 (n=10)
(n=4) 3 A(n=5) kgp-ll (n=7)

4 A(n=7) kgp-1 (n=2) y kgp-Il (n=3)
Periodontitis agresiva S An=7) kgp-! (n=8)
(n=2) 6 A(n=5) kgp-ll (n=5)
38 aislados patrén 43 aislados

Resumen n=6 A(100%) Patrén kgp-I = 28 (65.2%)

? Patron kgp-Il = 15 (34.8%)

800 —
700 —
600 —

517/500 —

400 —

Figura 1. Deteccion de genotipos rgpA utilizando analisis de restriccion digiriendo
con la enzima Rsa I. A: patrén electroforético A proveniente de dos aislados clinicos
de P, gingivalis"®. M: marcador de peso molecular 100 bp.

Abusleme L y cols.

Figura 2. Deteccion de genotipos kgp utilizando analisis de restriccion digiriendo con la
enzima Mse |. I: patrén electroforético kgp-/, patrén electroforético kgp-I/ provenientes
de 6 aislados clinicos de P. gingivalis. M: marcador de peso molecular 100 bp.

DISCUSION

En el presente trabajo, se caracterizaron los genotipos rgpA
y kgp provenientes de aislados clinicos de P. gingivalis, analizando 47
aislados obtenidos de 6 sujetos con diagndsticos de periodontitis cronica
y agresiva®?, La totalidad de los aislados que pudieron ser genotipificados
presentaron el patrén electroforético A, descrito para el gen rgpA y hubo
un predominio del genotipo kgp-/, dentro de los polimorfismos descritos
para el gen kgp.

Los datos presentados en este estudio concuerdan con lo
obtenido por otros autores anteriormente. Analizando 43 aislados de P.
gingivalis, Allaker y cols.(®), describieron 3 patrones electroforéticos de
restriccion (A, B y C) al caracterizar los amplicones del gen rgpA. Dichos
autores, encontraron que el patron electroforético A fue el mas prevalente
(77%), seguido del patron B (21%) y el patron C (2%). Por otra parte,
Yoshino y cols.?), evaluaron en 62 aislados de P. gingivalis la variabilidad
en genes que codifican para factores de virulencia (fimA, kgp y rgpA) y
sus serotipos capsulares. En relacion a los genotipos descritos para el
gen rgpA, estos autores encontraron una prevalencia del 75.8% patrén
electroforético A, un 21% presentd el patrén B y un 3.2% correspondio
al patron C®@). Los resultados anteriormente expuestos corresponden
a los unicos trabajos de investigacion en la literatura que utilizan esta
metodologia (analisis de restriccion) para describir genotipos del gen
rgpA. En el presente estudio, también hubo un predominio del patrén
electroforético A, aunque la prevalencia encontrada fue mayor dado
que la totalidad de los aislados (100%) correspondié a dicho perfil, no
detectandose los patrones B y C. Este resultado podria deberse en
parte al nimero de aislados genotipificados que fue levemente inferior
al revisado en los trabajos antes mencionados, por cuanto quizéds no
fue posible visualizar dichos perfiles (B y C). Sin embargo, los datos
obtenidos coinciden claramente en la mayor frecuencia detectada del
patrén electroforético A, lo cual concuerda con el analisis realizado en
el mismo trabajo citado de Allaker y cols.®, quienes utilizando Southern
blot hybridization, refuerzan el hecho de que el gen rgpA es altamente
conservado. Del mismo modo, se ha descrito a través de la secuenciacién
de los genes rgpA 'y rgpB, que el gen rgpA no presenta polimorfismo en
la secuencia nucleotidica que codifica las regiones que determinan la
especificidad del sustrato de RgpA y RgpB, a diferencia del gen rgpB
en donde fue posible describir 5 genotipos distintos de acuerdo a las
variaciones de su secuencia®.

En relacién a los genotipos kgp, se observé un predominio del
perfil kgp-1 (65.2%) y el perfil kgp-Il se detecté en un 34.8% en los aislados
analizados, lo cual es similar a lo obtenido por Beikler y cols.??, quienes
describieron que un 57.8% de los pacientes analizados presentaba el
genotipo kgp-/, mientras que el genotipo kgp-I/fue caracterizado en el 42.2%
de los sujetos incluidos en dicho estudio®. Ademas, los datos obtenidos



también concordaron con lo encontrado por Yoshino y cols.?", en donde
un 56.5% de los aislados revisados en dicho estudio presentaron el perfil
kgp-l'y un 43.5% el perfil kgp-Il. La mayor prevalencia del perfil kgp-/,
podria estar indicando que esos genotipos poseen una mejor capacidad
de adaptacion a los cambios medioambientales®, aunque dichos
autores reconocen que no fue posible asociar un genotipo kgp especifico
con severidad de la periodontitis. Por otra parte, las variantes de Kgp han
sido clasificadas en 4 biotipos, de acuerdo a la heterogeneidad de los
alelos del gen kgp en cepas de laboratorio de P. gingivalis, encontrando
un biotipo (HG66) pobremente pigmentado®. Este hecho es relevante
dado que la adquisicién de hemina puede tener incidencia directa en
la patogenicidad y sobrevida de este microorganismo®@®, existiendo una
asociacion entre el gen kgp y posibles implicancias en la virulencia que
presenta esta bacteria.

Los resultados presentados en este trabajo constituyen un
primer reporte de la prevalencia de los genotipos rgpA y kgp en aislados
de P. gingivalis obtenidos desde sujetos chilenos con periodontitis. A
pesar del reducido nimero de individuos analizados en nuestro estudio,
se observo una frecuencia de deteccion similar de genotipos rgpA y kgp
a la descrita en la literatura. Cabe destacar que los aislados utilizados
en dichas investigaciones fueron obtenidos de sujetos con periodontitis
provenientes de distintas localizaciones geograficas (Alemania, Reino
Unido, Suecia, Japdn, Kenya, China y Estados Unidos)(1%-2",

Genotipificacion de P. gingivalis

Otro aspecto a analizar es la deteccion de ambos genotipos
kgp en los aislados provenientes de un mismo individuo, en contraste a
lo obtenido por Beikler y cols.?”, en donde no observaron colonizacion
simultanea de perfiles kgp en un mismo paciente. Algunos estudios han
establecido que un individuo con periodontitis porta un solo tipo clonal de
P. gingivalis®2). Sin embargo, otros autores utilizando distintas técnicas
moleculares, han descrito que existe heterogeneidad clonal intra-individual
para la colonizacion de P. gingivalis en pacientes con periodontitis(?228.29),
lo cual reafirmaria lo encontrado en el presente estudio. En conclusion,
el analisis de los genotipos rgpA y kgp, mostré que los aislados de P,
gingivalis no presentaron polimorfismos para el gen rgpA. En cambio,
se observaron los dos perfiles descritos para el gen kgp, existiendo
predominio del genotipo kgp-/. Sin embargo, para comprender de manera
clara las implicancias de la mayor frecuencia detectada de este genotipo
(kgp-I), es necesario contar con mas evidencia que evalle si existen
diferencias en su virulencia, analizar un mayor nimero de aislados y tratar
de comprender su participacion en la patogénesis de la periodontitis.
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