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Resumen
Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) es una bacteria anaerobia estricta Gram

negativo presente en la microbiota oral que desempeña el rol de patógeno clave

en la disbiosis que desencadena la periodontitis. P. gingivalis presenta distintos

serotipos determinados por la variabilidad estructural de su cápsula que le otorga

una inmunogenicidad y mecanismos de patogenicidad diferentes. Esta bacteria se

ha relacionado con enfermedades tales como la ateroesclerosis, diabetes, efectos

adversos en el embarazo y, recientemente, con la enfermedad de Alzheimer (EA).

La EA es la causa más común de demencia en las personas mayores, provocando

deterioro cognitivo, desorientación y pérdida de memoria. Recientemente, se

observó que las microglías pueden desencadenar la respuesta proinflamatoria

posterior al reconocimiento de bacterias o virus que ingresaron al cerebro. En el

presente estudio se determinó el efecto inflamatorio y oxidativo de los serotipos

capsulares de P. gingivalis en microglias y cultivos enriquecidos de neuronas

derivados de ratas Sprague-Dawley. Materiales y métodos. Se estimularon

cultivos de microglias y cultivos enriquecidos de neuronas del hipocampo

derivados de cerebros de rata con los serotipos K1, K2 y K4 de P. gingivalis. Los

niveles de interleuquina (IL)-1β, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, factor de necrosis tumoral

(TNF)-α, receptor tipo Toll (TLR)-2 y TLR4, de las metaloproteinasas de matriz

(MMP)-2 y MMP9, de los factores de transcripción Socs3, Stat3, de la enzima

Sod2 y la concentración de malondialdehído (MDA), se cuantificaron mediante

ELISA o qPCR. Resultados. Los serotipos K1 y K2 desencadenaron respuestas

inflamatorias en microglias y cultivos enriquecidos de neuronas. Además,

indujeron niveles de expresión aumentados de mRNA de Stat3, mientras que K4

aumenta los niveles de expresión de mRNA de Sod2 y Socs3, y la concentración

de MDA aumenta con K2 en cultivos enriquecidos de neuronas. Conclusiones.

Los serotipos más inmunogénicos de P. gingivalis K1 y K2 inducen una respuesta

inflamatoria y oxidativa en las células cerebrales, lo que sugiere que estas células

los reconocen de manera diferencial.
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1. Marco Teórico

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria crónica no transmisible

originada por la disbiosis de la microbiota subgingival (Hajishengallis, 2014; Tonetti

y cols., 2018). Esta disbiosis desencadena una respuesta inflamatoria que genera

la destrucción de los tejidos de soporte del diente, tales como el cemento radicular,

el ligamento periodontal y el hueso alveolar (Hajishengallis, 2014). Este proceso

se desarrolla primero con la destrucción de las fibras colágenas del tejido

conectivo, luego la resorción del hueso alveolar, la migración hacia apical del

epitelio de unión y la formación del saco periodontal (Singhrao y cols., 2015). Sin

una intervención y tratamiento adecuado, la periodontitis causará movilidad

dentaria y finalmente, la pérdida de los dientes.

La principal causa de la disbiosis de la microbiota subgingival son las

bacterias clave (keystone pathogens) o los patobiontes, que residen

permanentemente en la microbiota subgingival. Entre las bacterias clave,

Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) se asocia al inicio y progresión de la

periodontitis (Hajishengallis, 2014).

1.1 Porphyromonas gingivalis

P. gingivalis es una bacteria Gram negativo, anaerobia estricta y

asacarolítica, que se asocia con la destrucción del tejido periodontal y con la

capacidad de modular la respuesta inflamatoria del hospedero (Laine y van

Winkelhoff, 1998). P. gingivalis posee una gran variedad de mecanismos de

patogenicidad, entre los cuales se describen las gingipainas, fimbrias,

lipopolisacáridos (LPS) y polisacáridos capsulares (Kunnen y cols., 2012).

Los polisacáridos capsulares son macromoléculas que otorgan integridad

estructural a la superficie de P. gingivalis y son reconocidos por el sistema inmune

del hospedero, lo que les permite interactuar y defenderse de las células

mediadoras de la respuesta inmune. Estas macromoléculas están compuestas por

glucosa, glucosamina, galactosa, 2-acetamido-2-deoxy-D-glucosa, galactosamina

y los ácidos galactosaminurónico, manurónico, glucorónico y galacturónico
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(Farquharson y cols., 2000). Basándose en la variabilidad estructural de la

combinación de los componentes mencionados anteriormente es que se describen

los distintos serotipos de P. gingivalis designados K1 a K6, así como cepas

carentes de cápsula designadas K- (Laine y cols., 1997), que poseen una

inmunogenicidad y mecanismos de patogenicidad diferente (Vernal y cols., 2009;

Vernal y cols., 2014a; Vernal y cols., 2014b). En efecto, mientras los serotipos

encapsulados presentan mayor virulencia en infecciones experimentales y causan

un tipo de infección más severa, las cepas no encapsuladas causan abscesos

localizados (Laine y van Winkelhoff, 1998).

Distintos estudios in vitro y experimentales han evaluado los diferentes

efectos que los serotipos pueden inducir en las células o tejidos del hospedero

(d’Empaire y cols., 2006; Vernal y cols., 2009; Vernal y cols., 2014a; Vernal y cols.,

2014b). Así, al estimular células dendríticas humanas con los serotipos K1 o K2 se

detectó un incremento en los niveles de producción de las citoquinas

proinflamatorias interleuquina (IL)-1β, IL-6 y el factor de necrosis tumoral (del

inglés Tumor Necrosis Factor, TNF)-α, en comparación con los serotipos K3, K4,

K5, K6 o la cepa no encapsulada K- (Vernal y cols., 2009). Posteriormente, al

evaluar la respuesta de los linfocitos TCD4+ activados por células dendríticas

estimuladas con los serotipos K1 o K2, se detectó la diferenciación hacia los

fenotipos de linfocitos T colaboradores (del inglés T helper, Th)-1 y Th17, en

comparación con los serotipos K3, K4 o K5 que indujeron una respuesta Th2, o las

cepas no encapsuladas que indujeron una respuesta T reguladora (Treg) (Vernal y

cols., 2014a). Finalmente, al inocular los serotipos K1 o K2 de P. gingivalis en

roedores se observó mayor resorción ósea en comparación a los otros serotipos o

cepas no encapsuladas (Díaz-Zúñiga y cols., 2020; Mysak y cols., 2014; Vernal y

cols., 2014b). En conjunto, el desequilibrio inmunológico de la microbiota no

depende solo de la presencia de P. gingivalis, sino que también del serotipo que

coloniza al hospedero, lo que determinará su susceptibilidad microbiológica.

Las lesiones periodontales se reconocen como reservorios para la

diseminación sistémica de bacterias, antígenos y citoquinas junto con otros

mediadores proinflamatorios (Hajishengallis, 2014). Una vez que las bacterias, los
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mecanismos de patogenicidad o los mediadores proinflamatorios liberados

difunden a otros tejidos u órganos del hospedero, pueden inducir respuestas

proinflamatorias con efectos no deseados. La bacteriemia transitoria producida por

P. gingivalis puede ocurrir durante actividades comunes como cepillarse los

dientes, usar hilo dental o masticar, así como también durante procedimientos

dentales (Corbella y cols., 2016). Esto produce la migración bacteriana desde la

microbiota subgingival hacia una variedad de tejidos, relacionándose la

periodontitis con resultados adversos del embarazo (Corbella y cols., 2016), y con

otras enfermedades tales como ateroesclerosis (Almeida y cols., 2018), diabetes

mellitus tipo II (Liccardo y cols., 2019), enfermedades respiratorias (Moghadam y

cols., 2017), enfermedad renal (Deschamps-Lenhardt y cols., 2019), artritis

reumatoide (de Molon y cols., 2019) y, recientemente, con la enfermedad de

Alzheimer (EA) (Díaz-Zúñiga y cols., 2020; Dominy y cols., 2019; Poole y cols.,

2013).

1.2 Enfermedad de Alzheimer y su posible asociación con la
periodontitis

Con el aumento de la longevidad y la esperanza de vida de las personas, la

demencia se ha convertido en un problema de salud importante a nivel mundial.

Entre las demencias, la EA es la causa más común entre las personas mayores

(Wu y Nakanishi, 2014). El deterioro cognitivo de las personas afectadas con EA

es lento y progresivo, y se caracteriza por la desorientación, la confusión y,

finalmente, la pérdida de la memoria (Singhrao y cols., 2014). Los individuos

susceptibles pueden tardar décadas en presentar los signos o síntomas clínicos

de la EA, por lo que resulta importante encontrar nuevos factores de riesgo que

influyan en su aparición, con el objetivo de desarrollar más y mejores

intervenciones preventivas (Singhrao y cols., 2014).

La teoría de la cascada amiloide es la más aceptada para explicar el origen

de la EA, la cual establece que la acumulación y agregación del péptido amiloide β

(Aβ) promueve la formación de ovillos neurofibrilares compuestos por agregados

de la proteína asociada a microtúbulos Tau en su forma fosforilada (Ryder, 2020).
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Los péptidos Aβ se forman mediante la proteólisis de la proteína precursora

amiloide (del inglés Amyloid Precursor Protein, APP) mediada por las enzimas β y

γ secretasas. Estos péptidos se agregan en oligómeros solubles sinaptotóxicos

(Paula-Lima y Hidalgo, 2013) y en agregados fibrilares insolubles, que son el

principal componente de las placas seniles encontradas en el cerebro de los

pacientes afectados por la EA (Gaur y Agnihotri, 2015). La acumulación de

agregados de péptidos Aβ induce una respuesta inflamatoria en las microglias,

que son las células fagocíticas del sistema nervioso central, lo que genera un

fenómeno proinflamatorio alrededor de la zona donde el péptido Aβ se encuentre

acumulado (Lane y cols., 2018). En este estado proinflamatorio, los astrocitos

fisiológicos alteran su función y se comportan como un astrocito reactivo a este

ambiente, generando mayor inflamación local, asociado a un desbalance

energético, oxidativo y metabólico que afectará, finalmente, a la función neuronal

(Lane y cols., 2018). En el soma de las neuronas, se acumula la proteína Tau en

su forma hiperfosforilada, desestabilizando el citoesqueleto y causando retracción

de los procesos neuronales (neurodegeneración). La neurodegeneración, los

ovillos neurofibrilares y los péptidos Aβ contribuirán a inducir una respuesta

proinflamatoria en las células cerebrales, creando un ciclo injurioso progresivo

(Lane y cols., 2018).

Recientemente, se ha propuesto que las enfermedades inflamatorias

crónicas, tales como la periodontitis, podrían iniciar los fenómenos

neuroinflamatorios mediante la difusión de mediadores proinflamatorios desde los

tejidos periodontales hacia el cerebro mediante la circulación sanguínea periférica.

Así, la periodontitis podría contribuir, al menos en parte, en la etiología o en la

progresión de la EA. En este contexto, distintos estudios han intentado demostrar

que la periodontitis inducida por P. gingivalis es capaz de iniciar eventos

neuroinflamatorios asociados a la EA. En un estudio en animales se demostró la

presencia de P. gingivalis en muestras de cerebro de ratones con deficiencia de

Apolipoproteína E (APOE -/-), lipoproteína que ha sido asociada con el clearance

del péptido Aβ (Poole y cols., 2015). Además, se ha evidenciado que los serotipos

más virulentos de P. gingivalis, K1 y K2 inducen la periodontitis y el deterioro
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cognitivo en ratas jóvenes wild-type, en comparación con las ratas inoculadas con

los serotipos menos virulentos como K4 o la cepa carente de cápsula K-

(Díaz-Zúñiga y cols., 2020). Curiosamente, en este estudio se determinó que

todos los serotipos, independiente de su virulencia, pudieron ser detectados en el

cerebro y, los efectos neuroinflamatorios o neuroprotectores de cada una de ellas,

dependerá de la respuesta inmune que sean capaces de inducir (Díaz-Zúñiga y

cols., 2020).

1.3 Planteamiento del problema

La detección de P. gingivalis o de sus mecanismos de patogenicidad en el

cerebro ha abierto la posibilidad de que la EA pueda tener un origen infeccioso

que desencadene los eventos neuroinflamatorios. Los serotipos asociados con la

periodontitis, K1 y K2, también podrían estar asociados con el inicio de la EA y la

serotipificación podría considerarse una variable importante al momento de

evaluar el pronóstico de cada paciente. En este contexto, se ha demostrado que

los principales mecanismos de inmunogenicidad de P. gingivalis son los

polisacáridos capsulares (Aduse-Opoku y cols., 2006; Vernal y cols., 2014a; Vernal

y cols., 2014b). Aunque varios estudios utilizan el LPS purificado de P. gingivalis,

su inmunogenicidad en modelos animales depende del reconocimiento por el

receptor CD14, lo que no ocurre en las células humanas (Sugawara y cols., 2000;

Tada y cols., 2002). A pesar de que CD14 es el principal receptor de LPS, los

polisacáridos capsulares de P. gingivalis son reconocidos de forma diferencial por

el receptor tipo toll (del inglés, T-cell receptor, TLR)-4 (Díaz-Zúñiga y cols., 2015).

La activación de este receptor en los fagocitos induce la activación del factor

nuclear κB (NF-κB), el cual inicia la transcripción de una serie de moléculas

asociadas a los eventos proinflamatorios o inmunomoduladores, dependiendo de

las señales co-estimuladoras y las citoquinas circundantes en el medio. Así, una

microglia puede diferenciarse a un fenotipo proinflamatorio o M1 caracterizado por

la secreción de citoquinas proinflamatorias tales como IL-1β, IL-6 y TNF-α,

además de metaloproteinasas de matriz (del inglés Matrix Metalloproteinases,

MMP)-2 y MMP-9 y especies reactivas de oxígeno (del inglés reactive oxygen
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species, ROS) y nitrógeno (del inglés reactive nitrogen species, RNS). Por el

contrario, las microglias también se podrán diferenciar a un fenotipo modulador o

M2, caracterizado por la producción de IL-4, IL-10, enzimas antioxidantes y

moléculas que favorecen la recuperación de la integridad de los tejidos (Yang y

cols., 2018). Recientemente, se ha propuesto que los factores de transcripción

supresores de la señalización de citoquinas (del inglés Suppressor of cytokine

signaling, SOCS) y el transductor de señal y activador de la transcripción (del

inglés Signal transducer and activator of transcription, STAT) podrían estar

involucrados en esta respuesta diferencial (Braun y cols., 2013, Fan y cols., 2013;

Carow y Rottenberg, 2014). Una explicación que permite reunir todas estas vías

es la activación de TLR-4 por parte de los serotipos de P.gingivalis, que mediante

NF-kB y el factor de liberación de interferón (IRF) inducirían o inhibirían

diferencialmente según su virulencia la expresión de IL-1β, IFN y SOCS3. Esto

activaría a STAT3, lo que podría inducir una mayor producción de ROS y una

regulación negativa de la superóxido dismutasa (SOD)-2 (Fan y cols., 2013; Carow

y Rottenberg., 2014; Muñoz y cols., 2018; Cevey y cols., 2019). SOD2 es una

enzima antioxidante mitocondrial, que tiene como función catalizar los agentes

oxidantes producidos por la fosforilación oxidativa (El Assar y cols., 2013). Las

células cerebrales que detectan a P. gingivalis mediante sus receptores TLR4 se

encuentran hiperreactivas e inflamadas, lo que sugiere una mayor actividad

mitocondrial y requerimiento de ATP, llevando a la célula a producir mayores

niveles de ROS, tales como el H2O2, con la consecuente producción de radicales

libres. Al haber una regulación negativa de la función de SOD2 en las células

cerebrales en presencia de los serotipos capsulares más virulentos de P.

gingivalis, se estaría en presencia de una mayor oxidación de los lípidos de la

membrana plasmática producto de las ROS, lo que genera el subproducto

malondialdehido (MDA), un biomarcador de estrés oxidativo (Tsikas, 2017).

Recientemente, se ha descrito que IL-1β, IL-6, TNF-α, MMP-2 y MMP-9

están involucradas en la ruptura de la barrera hematoencefálica (BHE) (Bowman y

cols., 2018). Incluso se ha detectado a P. gingivalis en el líquido cerebroespinal

(LCE) y el cuarto ventrículo cerebral de pacientes con EA (Dominy y cols., 2019;
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Poole y cols., 2013). Diferentes estudios han demostrado que el LPS purificado de

cepas no encapsuladas de P. gingivalis induce neuroinflamación y deterioro

cognitivo en modelos de animales transgénicos o wild-type (Singhrao y cols.,

2015; Ishida y cols., 2017; Wu y cols., 2017; Ding y cols., 2018; Ilievsky y cols.,

2018; Zhang y cols., 2018; Dominy y cols., 2019). Además, se ha demostrado que

P. gingivalis indujo una patología similar a la EA en ratas Sprague-Dawley

wild-type de manera serotipo dependiente (Díaz-Zúñiga y cols., 2020). A pesar de

las conocidas diferencias en las respuestas celulares y moleculares generadas por

diferentes serotipos de P. gingivalis en las células inmunes y el rol propuesto de P.

gingivalis en la EA, los posibles efectos de los distintos serotipos de P. gingivalis

no se han explorado en las células cerebrales del hipocampo, las que incluyen

microglias, astrocitos y neuronas. Así, el objetivo de este trabajo fue evaluar los

efectos in vitro de los diferentes serotipos capsulares de P. gingivalis en la

inducción de respuestas proinflamatorias y oxidativas en diferentes tipos de

células cerebrales del hipocampo utilizando cultivos primarios de rata.
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2. Hipótesis.

Los serotipos K1 o K2 de P. gingivalis inducen en las células cerebrales del

hipocampo una respuesta proinflamatoria, caracterizada por el incremento en las

citoquinas IL-1β, IL-6, IL-17 y TNF-α, las moléculas MMP-2 y MMP-9 y los

receptores TLR4, asociado al incremento en los niveles de Stat3, en comparación

con el serotipo menos virulento K4.

3. Objetivo general.

Caracterizar la respuesta inflamatoria y oxidativa de las células cerebrales del

hipocampo derivadas de ratas Sprague-Dawley estimuladas con los distintos

serotipos capsulares de P. gingivalis.

4. Objetivos específicos.

 Cuantificar los niveles de expresión de mRNA de las citoquinas IL-1β, IL-4, IL-6,

IL-10, IL-17 y TNF-α, los receptores TLR-2 y TLR-4, los factores de transcripción

Socs3 y Stat3 y la enzima Sod2 en cultivos de células cerebrales del hipocampo

de ratas Sprague-Dawley estimuladas con los distintos serotipos capsulares de P.

gingivalis mediante qPCR.

 Cuantificar los niveles de secreción de las MMP-2 y MMP-9 y las citoquinas IL- 1β,

IL-6 y TNF-α en cultivos de células cerebrales del hipocampo de ratas

Sprague-Dawley estimuladas con los distintos serotipos capsulares de P. gingivalis

mediante test de ELISA.

 Cuantificar los niveles de producción de MDA en cultivos de células cerebrales del

hipocampo de ratas Sprague-Dawley estimuladas con los distintos serotipos

capsulares de P. gingivalis.
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5. Metodología

5.1 Cultivo bacteriano y curva de crecimiento bacteriano

En el presente estudio se utilizaron cepas encapsuladas de P. gingivalis,

usadas en estudio previos, para estimular a los distintos cultivos celulares

(Díaz-Zuñiga y cols., 2014; Melgar-Rodríguez y cols., 2016; Vernal y cols., 2008;

Vernal y cols., 2009). La estimulación celular se realizó con los serotipos K1 (cepa

W50), K2 (cepa HG184) y K4 (cepa ATCC 49417TM) de P. gingivalis inactivadas

durante 30 min a 60ºC y a una multiplicidad infectante incremental de 10:1 (MOI:

-1). Los cultivos celulares no estimulados (n.e.) se consideraron como controles.

5.2 Cultivo de microglias

Los cultivos de las microglias de rata se obtuvieron tal como se describió

anteriormente (Muñoz y cols., 2018; Díaz-Zúñiga y cols., 2019). La corteza

cerebral de crías de rata Sprague-Dawley de 1-3 días de edad se disecaron en

solución salina tamponada de Hank y se digirieron en tripsina al 0,25%

suplementada con 0,5 mg/ml de DNAasa I. Los cultivos mixtos de

astrocitos/microglias se incubaron en medio de Eagle modificado por Dulbecco

(DMEM) con suero bovino fetal al 10%. Después de 13 días en cultivo, las células

se agitaron vigorosamente en un agitador a 2 xg durante 72 horas para separar las

microglias. Luego estas fueron sembradas en medio complementado con DMEM

hasta un 80% de confluencia. Posteriormente las células se sembraron a una

concentración de 1x105 cels/mL.

5.3 Cultivo enriquecido de neuronas

Cultivos primarios de hipocampo enriquecidos con neuronas se prepararon a

partir de embriones de 18 días obtenidos de ratas Sprague-Dawley preñadas

como se describió anteriormente (Paula-Lima y cols., 2005). Brevemente, después

de la eutanasia, los cerebros se colocaron en una placa que contiene una solución

de glucosa de Hank y los hipocampos se desagregaron mecánicamente. La

suspensión celular se centrifugó y resuspendió en DMEM suplementado con suero

de caballo al 10% y se sembró en placas tratadas con polilisina. Después de 40
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min, se reemplazó el DMEM por un medio Neurobasal suplementado con B-27TM.

Luego, las células se mantuvieron in vitro durante 18-21 días a 37ºC en una

atmósfera humidificada de CO2 al 5% antes de las manipulaciones

experimentales. Todos los protocolos experimentales utilizados en este trabajo

fueron aprobados por el Comité de Bioética para la Investigación Animal de la

Facultad de Odontología de la Universidad de Chile (Protocolo 17085-ODO-UCH,

Anexo Nº1).

5.4 Purificación de RNA total y expresión de moléculas mediante qPCR

La purificación del RNA total de las muestras y la síntesis de la primera

cadena de cDNA se realizó según los protocolos descritos previamente

(Díaz-Zúñiga y cols., 2015a; Díaz-Zúñiga y cols., 2015b; Díaz-Zuñiga y cols.,

2014; Melgar-Rodríguez y cols., 2016). La expresión de los mRNA de las

moléculas IL-1β, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17 y TNF-α, los receptores TLR2 y TLR4, y

los factores Socs3, Stat3 y la enzima Sod2 se analizaron a partir de 50 ng de

cDNA mediante qPCR, utilizando partidores específicos (Anexo Nº2), un kit KAPA

SYBR® FAST qPCR (Kapa Biosystems, MA, USA), según las indicaciones del

fabricante. Para el cálculo de los niveles de expresión relativa se utilizó el método

de 2-∆∆Ct, utilizando la subunidad ribosomal 18S como control interno y las células

no estimuladas como control negativo. La amplificación por qPCR se realizó

siguiendo los siguientes ciclos de amplificación: 95°C por 2 min, seguido de 40

ciclos cada uno de 95°C por 15s y 60°C por 30s, tal como se realizó previamente

(Díaz-Zúñiga y cols., 2015a; Díaz-Zúñiga y cols., 2015b; Díaz-Zuñiga y cols.,

2014; Melgar-Rodríguez y cols., 2016).

5.5 Secreción de moléculas mediante ELISA

A partir de 100 ó 200 μL de los sobrenadantes se cuantificó la secreción de

las moléculas IL-1β, IL-6, TNF-α, MMP-2 y MMP-9 mediante ELISA

(del inglés Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay), siguiendo las instrucciones

del fabricante (R&D, Minneapolis, USA) y evaluando la absorbancia a 460 nm y

560 nm usando un espectrofotómetro de placas (Bio-Tek, Winooski, VT, USA).
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5.6 Cuantificación de malondialdehído

Para evaluar la acción de los agentes oxidantes inducidos durante la

neuroinflamación, se realizó un método indirecto de cuantificación de

malondialdehído (MDA) mediante la detección de sustancia reactiva al ácido

tiobarbitúrico (TBARS) siguiendo las indicaciones del fabricante (R&DSystems).

5.7 Análisis de datos

Los datos de los niveles de secreción y expresión de citoquinas se

escribieron como el valor promedio ± desviación estándar en valores de

concentración (pg/ml) y niveles relativos de expresión, respectivamente. La

cuantificación de MDA se representa como el valor promedio ± desviación

estándar de la concentración (μM). La normalidad de distribución de los datos se

determinó usando la prueba de Shapiro-Wilk. Los datos se analizaron utilizando

las pruebas ANOVA-Tukey. Los datos se analizaron estadísticamente usando el

software SPSS v.15.0 (Lead Technologies Inc., Charlotte, NC, USA). Las

diferencias se consideraron estadísticamente significativas cuando p-value < 0,05.
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6. Resultados

6.1 Expresión de citoquinas y receptores en microglias

Para evaluar si los diferentes serotipos de P. gingivalis inducen una

respuesta inflamatoria distinta en las células inmunes cerebrales, se estimularon

microglias con las cepas W50 (serotipo K1), HG184 (serotipo K2) y

ATCC®49417™ (serotipo K4), durante 48 h y luego, mediante qPCR se

cuantificaron los niveles de expresión de mRNA de IL-1β, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17 y

TNFα (Fig. Nº1).

Figura Nº1. Expresión de mediadores proinflamatorios en cultivos de microglias. A partir de 8

cultivos de microglias estimulados con los distintos serotipos capsulares de P. gingivalis se

cuantificaron los niveles de expresión de mRNA IL-1β, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17 y TNFα, mediante

qPCR siguiendo la metodología del 2-∆∆Ct, utilizando la subunidad ribosomal 18S como control

interno y las células no estimuladas como control negativo. * representa las diferencias entre los

grupos experimentales con su control y # representa las diferencias entre los grupos
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experimentales. IL: interleuquina, TNF: tumor necrosis factor. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001,

##p<0,01, ###p<0,001.

En las microglias estimuladas con el serotipo K1 y K2 se observó un

aumento en la expresión de mRNA de IL-1β, IL-6, IL-17 y TNFα en comparación

con el grupo control. Además, no se detectaron diferencias entre las condiciones

estimuladas con el serotipo K1 o K2. En los cultivos de microglias estimuladas con

el serotipo K4 se observaron menores niveles de expresión de mRNA en

comparación con los serotipos K1 o K2, sin ser significativos. Además, para las

citoquinas inmunomoduladores IL-4 e IL-10 se observó un incremento significativo

en los niveles de expresión de mRNA de los cultivos estimulados con el serotipo

K4 en comparación con las otras condiciones experimentales y control.

Luego, debido a que las microglias son células fagocíticas y poseen

receptores de reconocimiento de patrones (del inglés pattern recognition

receptors, PRR), como los macrófagos o células dendríticas, se evaluaron los

niveles de expresión de los receptores TLR2 y 4 (Fig. Nº2). En las microglias

estimuladas con los serotipos K1 o K2, se observó un incremento en los niveles de

expresión de mRNA del receptor TLR4 en comparación al grupo control y a las

células estimuladas con el serotipo K4. No se detectaron diferencias significativas

en los niveles de expresión de mRNA del receptor TLR2.

Figura Nº2. Expresión de receptores TLR en cultivos de microglias. A partir de 8 cultivos de

microglias estimulados con los distintos serotipos capsulares de P. gingivalis se cuantificaron los
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niveles de expresión de mRNA de TLR2 y TLR4, mediante qPCR siguiendo la metodología del

2-∆∆Ct, utilizando la subunidad ribosomal 18S como control interno y las células no estimuladas

como control negativo. * representa las diferencias entre los grupos experimentales con su control

y # representa las diferencias entre los grupos experimentales. TLR: toll like receptor. **p<0,01,

##p<0,01.

6.2 Expresión de citoquinas y receptores en cultivos enriquecidos de
neuronas

Posteriormente, los cultivos enriquecidos de neuronas fueron estimulados

con los serotipos K1, K2 o K4 de

P. gingivalis, de manera similar a

como fueron estimuladas las

microglias (Fig. N°3). Así, se

detectó un aumento significativo

en los niveles de expresión de

mRNA de IL-1β, IL-6, IL-17 y

TNF-α en los cultivos

estimulados con los serotipos K1

y K2 en comparación con el

grupo control. En el caso de los

cultivos estimulados con el

serotipo K4 no se observaron

diferencias con el grupo control.

Al evaluar diferencias entre los

grupos experimentales, se

observó un incremento en los

niveles de expresión de mRNA de IL-1β en el cultivo estimulado con K2 en

comparación con K1. Por el contrario, en el caso de los niveles de expresión de

IL-6 se observó un incremento en la estimulación con el serotipo K1 en

comparación con K2.

Figura Nº3. Expresión de mediadores proinflamatorios en cultivos enriquecidos de
neuronas. A partir de 8 cultivos mixtos hipocampales estimulados con los distintos serotipos

capsulares de P. gingivalis se cuantificaron los niveles de expresión de mRNA de IL-1β, IL-4, IL-6,
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IL-10, IL-17 y TNFα, mediante qPCR siguiendo la metodología del 2-∆∆Ct, utilizando la subunidad

ribosomal 18S como control interno y las células no estimuladas como control negativo.

*representa las diferencias entre los grupos experimentales con su control y # representa las

diferencias entre los grupos experimentales. IL: interleuquina, TNF: tumor necrosis factor. *p<0,05,

**p<0,01, ***p<0,001, #p<0,05, ##p<0,01, ###p<0,001.

Luego, al igual que con las microglias, se evaluó la expresión de mRNA de

los receptores TLR2 y TLR4 en los cultivos enriquecidos de neuronas con los

diferentes serotipos de P. gingivalis (Fig. N°4). Se observó un aumento significativo

en la expresión de mRNA de TLR4 en los cultivos estimulados con K1 y K2, en

comparación con el grupo control y el estimulado con el serotipo K4. Además, se

detectó un mayor incremento de TLR4 cuando los cultivos se estimularon con el

serotipo K2 en comparación con el serotipo K1. No hubo diferencias significativas

para los niveles de expresión de mRNA de TLR-2 en ninguno de los grupos

experimentales y control.

Figura Nº4. Expresión de receptores TLR en cultivos enriquecidos de neuronas. A partir de 8

cultivos enriquecidos de neuronas estimulados con los distintos serotipos capsulares de P.

gingivalis se cuantificaron los niveles de expresión de mRNA de TLR2 y TLR4, mediante qPCR

siguiendo la metodología del 2-∆∆Ct, utilizando la subunidad ribosomal 18S como control interno y las

células no estimuladas como control negativo. * representa las diferencias entre los grupos

experimentales con su control y # representa las diferencias entre los grupos experimentales. TLR:

toll like receptor. ***p<0,001, ##p<0,01, ###p<0,001.
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6.3 Cuantificación de moléculas en cultivos enriquecidos de neuronas

Posteriormente, debido a que se ha descrito que las citoquinas IL-1β, IL-6 y

TNF-α, y las MMP2 y MMP9 están involucradas en la ruptura de la BHE, los

niveles producidos de estos mediadores se cuantificaron mediante ELISA en los

cultivos enriquecidos de neuronas estimulados con las distintas cepas de P.

gingivalis (Fig. N°5 y N°6). Se detectó un incremento significativo en la secreción

de IL-1β en los cultivos estimulados con el serotipo K1 y K2 en comparación con el

otro grupo experimental y el grupo control. También hubo un aumento significativo

en la secreción de IL-6 y TNF-α en los cultivos estimulados con K1 en

comparación con el grupo control y K4, y se detectó un leve aumento de estas

citoquinas al estimular los cultivos con K2, pero este no se consideró significativo.

Figura Nº5. Cuantificación de citoquinas en cultivos enriquecidos de neuronas. A partir de 8

cultivos enriquecidos de neuronas estimulados con los distintos serotipos capsulares de P.

gingivalis se cuantificaron los niveles de secreción de IL-1β, IL-6 y TNFα mediante test de ELISA. *

representa las diferencias entre los grupos experimentales con su control y # representa las

diferencias entre los grupos experimentales. IL: interleuquina, TNF: tumor necrosis factor. *p<0,05,

***p<0,001, #p<0,05, ###p<0,001.

Con respecto a la cuantificación de MMP, se observó un aumento

significativo en los niveles de secreción de MMP2 y MMP9 en los cultivos

estimulados con el serotipo K1 en comparación con el grupo control y los

estimulados con el serotipo K4. El serotipo K2 indujo un incremento significativo en

la secreción de MMP9, en relación con el grupo control. Además, al comparar la
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secreción de MMP9 en los cultivos enriquecidos de neuronas estimulados con el

serotipo K1 se detectó un incremento significativo en comparación con los cultivos

estimulados con el serotipo K2 y K4.

Figura Nº6. Cuantificación de proteasas en cultivos enriquecidos de neuronas. A partir de 8

cultivos enriquecidos de neuronas estimulados con los distintos serotipos capsulares de P.

gingivalis se cuantificaron los niveles de secreción de MMP2 y MMP9 mediante test de ELISA. *

representa las diferencias entre los grupos experimentales con su control y # representa las

diferencias entre los grupos experimentales. MMP: matrix metalloproteinases. **p<0,01, ***p<0,001,

#p<0,05, ###p<0,001.

6.4 Factores de transcripción en cultivos enriquecidos de neuronas

También se cuantificaron los niveles de expresión de mRNA de los factores

de transcripción Socs3, Stat3 y la enzima Sod2 mediante qPCR (Fig. N°7). En este

caso se identificó un aumento significativo de Socs3 en los cultivos estimulados

con el serotipo K4 en comparación con todas las otras condiciones. En el caso de

Stat3, hubo un incremento significativo en los niveles de expresión de mRNA en

los cultivos estimulados con K2 en comparación con las células estimuladas con el

serotipo K4 y grupo control, mientras que K1 generó un mayor incremento de

Stat3 en comparación a K2 y K4. Para Sod2 hubo un aumento significativo en la

expresión de mRNA ante la estimulación con el serotipo K4.
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Figura Nº7. Expresión de factores de transcripción. A partir de cultivos mixtos hipocampales

estimulados con los distintos serotipos capsulares de P. gingivalis se cuantificaron los niveles de

expresión de mRNA de Stat3, Socs3 y Sod2 mediante qPCR siguiendo la metodología del 2-∆∆Ct,

utilizando la subunidad ribosomal 18S como control interno y las células no estimuladas como

control negativo. * representa las diferencias entre los grupos experimentales con su control y #

representa las diferencias entre los grupos experimentales. Socs: suppressor of cytokine signaling,

Stat: signal transducer and activator of transcription. **p<0,01, ***p<0,001, ##p<0,01, ###p<0,001.

6.5 Cuantificación de MDA en cultivos enriquecidos de neuronas.

Finalmente, se cuantificó la concentración de MDA para evaluar si los

agentes oxidantes inducidos durante la neuroinflamación pueden afectar la

membrana plasmática. Aquí ocurrió que los cultivos estimulados con el serotipo K2

fueron los que presentaron una mayor concentración de MDA, y los cultivos

estimulados con K1 presentaron un leve aumento de concentración sin ser

significativo.

Figura N°8. Cuantificación de MDA en cultivos enriquecidos
de neuronas. A partir de 8 cultivos enriquecidos de neuronas

estimulados con los distintos serotipos capsulares de P. gingivalis

se cuantificaron los niveles de concentración de MDA mediante la

detección de sustancia reactiva al ácido tiobarbitúrico (TBARS). *

representa las diferencias entre los grupos experimentales con su

control y # representa las diferencias entre los grupos

experimentales. MDA: malondialdehido.**p<0,01, #p<0,05.
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7. Discusión

Los antígenos capsulares de P. gingivalis tienen diferentes potenciales de

virulencia y su diversidad estructural determina la virulencia e inmunogenicidad de

cada serotipo. En el presente estudio, se evaluó la respuesta de microglias y

cultivos enriquecidos de neuronas del hipocampo de ratas Sprague-Dawley frente

a los serotipos K1, K2 y K4 de P. gingivalis. Los resultados demuestran que existe

un aumento significativo de mRNA de los mediadores proinflamatorios IL-1β, IL-6 y

TNF-α en ambos cultivos al ser expuestos al serotipo K1 y, en menor medida, ante

el serotipo K2. En microglias estimuladas con el serotipo K4 hubo un aumento en

las citoquinas inmunomoduladoras IL-4 e IL-10. Al evaluar la expresión de mRNA

de TLR4, hubo un incremento en ambos cultivos expuestos a los serotipos más

virulentos K1 y K2. Además, en los cultivos enriquecidos de neuronas, ambos

serotipos K1 y K2 indujeron un aumento en la secreción de MMP9, y K1 también

aumentó en los niveles de MMP2. También se evidenció un aumento de Stat3 en

los cultivos enriquecidos de neuronas al ser estimulados con los serotipos K1 o

K2, mientras que K4 provocó un aumento de Socs3. Finalmente, en los cultivos

enriquecidos de neuronas estimulados con el serotipo K4 se observó un aumento

de Sod2 y con el serotipo K2 se observó un aumento de MDA.

Las microglias son células que se encuentran en todas las regiones del

cerebro y se encargan de la respuesta inmune. Una de sus principales funciones

consiste en la inspección constante del cerebro, siendo muy sensibles a los

cambios en su entorno. Las microglias se diferencian a un fenotipo proinflamatorio

M1 o a un fenotipo modulador M2, dependiendo del estímulo que detecten sus

receptores. Cuando el cerebro se ve afectado por una patología, las microglias M1

sufren cambios morfológicos, acortando sus procesos microgliales, agrandando su

cuerpo celular, y proliferando en el sitio afectado. De esta forma, las microglias

secretan mediadores proinflamatorios con el objetivo de desencadenar la

respuesta inmune que devuelva la homeostasis al cerebro (Nakajima y Kohsaka,

2001).
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El estado activado de la microglia puede afectar a la progresión de la EA. En

una revisión de la literatura realizada por Hansen y cols. (2018) se planteó que la

función de las microglias en el cerebro es normalmente protectora, ya que actúa

como fagocito para mantener la homeostasis tisular y un espacio extracelular

limpio de péptido Aβ, previniendo así la EA (Hansen y cols., 2018). En ciertas

ocasiones, debido al envejecimiento o a la susceptibilidad genética, la función

microglial se puede volver inadecuada para prevenir la EA. A medida que se

acumulan las especies amiloides tóxicas en la matriz cerebral y la proteína Tau en

las neuronas, la microglia responde generando un estado inflamatorio, secretando

citoquinas proinflamatorias y alterando la sinapsis (Hansen y cols., 2018).

En este estudio se expusieron los cultivos de microglias a diferentes cepas

de P. gingivalis pertenecientes a los serotipos K1 (W50), K2 (HG184) y K4

(ATCC®49417™) para cuantificar los niveles de expresión de mRNA de citoquinas

inducidos por la presencia de este patógeno periodontal. En ellas, se confirmó que

el serotipo K1 es el más virulento, seguido por el serotipo K2, induciendo un

aumento en los niveles de expresión de mRNA de las citoquinas proinflamatorias

IL-1β, IL-6, IL-17 y TNF-α. Estos resultados indican que los serotipos más

virulentos de P. gingivalis, K1 y K2, son los que inducen una diferenciación de las

microglias hacia un fenotipo M1. Por el contrario, los cultivos que fueron expuestos

al serotipo K4, demostraron un aumento en los niveles de expresión de mRNA de

las citoquinas IL-4 e IL-10, que son moléculas relacionadas con la modulación de

la respuesta inmune, lo que sugiere una diferenciación de las microglias hacia un

fenotipo M2. Con esto, se demuestra que las microglias en presencia de los

serotipos más virulentos de P. gingivalis generan un estado proinflamatorio, lo que

podría afectar la función microglial protectora descrita en los estados iniciales de la

EA.

Además, se analizaron los niveles de expresión de mRNA de los receptores

TLR2 y TLR4 para determinar si P. gingivalis es reconocido diferencialmente en

las microglias y las células cerebrales, tal como fue demostrado en otras células

inmunes (Díaz-Zúñiga y cols., 2015). La respuesta observada en ambos cultivos
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fue similar a la descrita para otras células inmunes: distintos serotipos inducen una

respuesta diferencial dependiendo de su virulencia e inmunogenicidad. Así,

mientras los serotipos más virulentos K1 y K2 produjeron un incremento en la

expresión de mRNA de TLR4, no hubo cambios en los niveles de TLR2.

La reactividad astrocítica es un cambio funcional y morfológico de los

astrocitos como resultado de una variedad de lesiones cerebrales. Esta se

caracteriza por una mayor expresión génica de proteínas estructurales, hipertrofia

del soma y mayor proliferación, que es particularmente importante en la formación

de una cicatriz astrocítica alrededor de las lesiones tisulares (Choi y cols., 2020).

Los astrocitos se han clasificado en A1 y A2 según su patrón de expresión

genética, que indica que los astrocitos A1 tienen funciones y morfología dañinas,

mientras que los astrocitos A2 tienen funciones neuroprotectoras. Liddelow y cols

(2017) en su estudio demostraron que los astrocitos A1 pueden ser inducidos por

las microglias M1 mediante la secreción de IL-1β, TNF-α y el complemento

componente C1q. Además, demostraron que, en trastornos neurodegenerativos

como la EA, se detectan más astrocitos A1 en el cerebro que astrocitos A2. En el

presente estudio, se observó un incremento en los niveles de expresión de mRNA

de IL-1β, IL-6, IL-17 y TNF-α en los cultivos enriquecidos de neuronas del

hipocampo, donde el serotipo K1 evidenció una mayor inmunogenicidad seguido

del serotipo K2. En efecto, la presencia de estos mediadores proinflamatorios es

suficiente para generar cambios en el fenotipo de las microglias y los astrocitos

(Liddelow y cols., 2017). Así, los resultados sugieren que, en estos cultivos

enriquecidos de neuronas, la activación de las microglias M1 podrían inducir la

activación de los astrocitos hacia un estado neurodegenerativo y dañino para las

funciones cerebrales, ya que los astrocitos A1 pierden la capacidad de promover

la supervivencia neuronal, el crecimiento, la sinaptogénesis y la fagocitosis.

(Liddelow y cols., 2017).

Un hallazgo importante que destacar fue el aumento en los niveles de

secreción de IL-17, IL-1β, IL-6 y TNF-α en los cultivos enriquecidos de neuronas

estimulados con el serotipo K1, y un aumento de IL-1β e IL-17 en los cultivos
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estimulados con el serotipo K2, ya que estas citoquinas se asocian con un

aumento en la permeabilidad de la BHE, lo que puede contribuir a una mayor

progresión de la EA. En estudios experimentales en ratas se observaron cambios

en la morfología de los astrocitos en contacto con los vasos sanguíneos de la BHE

cuando se encuentran cercanos a depósitos de péptido Aβ en el cerebro con EA

(Merlini y cols., 2011). Esto ocurre porque durante la respuesta inflamatoria

inducida por los depósitos de péptido Aβ, los astrocitos secretan citoquinas y

quimioquinas que atraen leucocitos circulantes dentro del cerebro a través de la

BHE y estimulan un proceso inflamatorio crónico. Esto a su vez, activa a las

microglias que se encuentran en la cercanía, las que secretan mediadores

proinflamatorios que promueven la neuroinflamación que estimula la progresión de

la EA (Zenaro y cols., 2017).

La BHE es un barrera física y metabólica que aísla al sistema nervioso

central (SNC) del resto del organismo. Está conformada por células endoteliales

especializadas que interactúan con pericitos, astrocitos, neuronas, microglias y

componentes de la matriz extracelular (Marchi y cols., 2004). TNF-α es un

mediador proinflamatorio capaz de generar cambios en permeabilidad de la BHE,

ya que induce la producción de IL-1β e IL-6, la muerte por apoptosis neuronal, la

disfunción neuroglial y el reclutamiento de más células inflamatorias (Von

Bernhardi, 2004). En condiciones patológicas, la mayor expresión de citoquinas

proinflamatorias en el cerebro disminuye la expresión de uniones estrechas (del

inglés Tight junctions, TJ) en la BHE, produciendo un aumento en la permeabilidad

y transmigración celular (Hickey, 2001). Las TJ son estructuras dinámicas entre las

células endoteliales de la BHE que controlan la difusión de moléculas desde la

circulación sanguínea al cerebro. Las proteínas de las TJ están sujetas a cambios

en la expresión, la ubicación paracelular, la modificación postraduccional y las

interacciones proteína-proteína en condiciones tanto fisiológicas como patológicas.

La ocludina, la claudina-5 y la zonula occludens-1 (zo-1), son las principales

proteínas de la BHE y se consideran indicadores sensibles de los estados

funcionales normales y alterados (Yang y Rosenberg, 2011). En un modelo in vitro

de BHE se demostró que la presencia incrementada de IL-6, IL-17A y TNF-α
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indujo su permeabilización, caracterizada por la disminución en la expresión de

zo-1 y claudina-5 (Voirin y cols., 2020).

En otras infecciones de origen bacteriano como el Meningococo y

Escherichia coli se observó que la infección resultante induce un aumento en el

transporte vesicular y una separación de las TJ, lo que desencadena la liberación

tanto de citoquinas proinflamatorias IL-1β y TNF-α como de MMPs (Kim, 2001;

Paul y cols., 1998). En efecto, en el presente estudio se demostró un aumento en

los niveles de expresión de mRNA de MMP2 y MMP9, con un incremento

diferencial entre los cultivos tratados con los serotipos K1 sobre los tratados con el

serotipo K4, mientras que el serotipo K2 causó un aumento únicamente de MMP9.

Esto es importante de mencionar, ya que las MMP2 y MMP9 tienen gran

especificidad de sustrato por las TJ de la BHE (Liu y Rosenberg, 2005). Después

de un accidente cerebrovascular, se activan las MMPs y éstas permeabilizan la

BHE por medio de la degradación de las proteínas claudina-5 y ocludina (Yang y

Rosenberg, 2011). Así, en presencia del serotipo K1 y K2, las células del

hipocampo secretarían mayor concentración de MMP2, MMP9 y mediadores

proinflamatorios, lo que inducirá un aumento en la permeabilidad de la BHE,

atrayendo células del sistema inmune que perpetúan la inflamación crónica,

generando el estado neuroinflamatorio que favorece la progresión de la EA.

Una explicación del comportamiento de los cultivos enriquecidos de

neuronas frente a los serotipos de P. gingivalis es el hecho de que la ruta

SOC3-STAT3 se activó o inhibió diferencialmente. Se sabe que tanto IL-10 como

IL-6 inducen la activación de STAT3, generando diferentes respuestas celulares,

donde la estimulación con IL-6 promueve una respuesta proinflamatoria y, la

señalización con IL-10 promueve una respuesta antiinflamatoria. En el presente

estudio se observó un aumento considerable de Stat3 en presencia del serotipo

K1, seguido de una leve variación con el serotipo K2 y sin cambios respecto al

serotipo K4.

STAT3 es activado por IL-6 mediante la vía JAK-STAT3, y varias citoquinas,

factores de crecimiento y hormonas utilizan esta vía para transmitir su información
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al núcleo. En este caso, el receptor de citoquina se activa después de unirse a

IL-6, activando a JAK, quien se une al receptor de IL-6 y lo fosforila. Los STAT

luego se unirán al receptor fosforilado de IL-6 y sufrirán una fosforilación mediada

por JAK. STAT fosforilado sufrirá un cambio conformacional, se separará del

receptor y luego se unirá a otro STAT fosforilado, formando dímeros de STAT que

translocan al núcleo uniéndose a los promotores de los genes blanco,

promoviendo su transcripción (Levy y Darnell, 2002; Murray, 2007).

En conjunto, los datos del presente estudio sugieren que al estimular los

cultivos enriquecidos de neuronas con el serotipo K1 o K2, se producen mayores

niveles de IL-6, y esta secreción activaría la vía JAK-STAT, lo que explicaría, al

menos en parte, el aumento en los niveles de STAT3. Eso implica que, en las

microglias y astrocitos, STAT3 puede estar induciendo señales en el núcleo que

inhiben la muerte por apoptosis e inducen la sobrevida, perpetuando la

neuroinflamación y el fenotipo proinflamatorio. En el estudio de Reichenbach y

cols. (2019) se demostró que STAT3 es inductor de la astrogliosis reactiva, la cual

está relacionada con el progreso de enfermedades neurodegenerativas como la

EA. Se encontró que ratones APP/PS1 deficientes en STAT3 presentan menores

niveles de péptido Aβ, ya que su deficiencia induce que las microglias cercanas a

la placa amiloide tengan una morfología más compleja, internalicen más péptido

Aβ e incrementen las vías para su eliminación, y que los astrocitos produzcan

menos citoquinas proinflamatorias (Reichenbach y cols., 2019). Otro estudio

demostró que la inyección intraperitoneal de Stattic —un inhibidor selectivo de

STAT3— posterior a la exposición de LPS, disminuye la activación de las

microglias hipocampales y reduce los niveles de IL-6, IL-1β y TNF-α (Millot y cols.,

2020).

Por otro lado, se encontró que en cultivos enriquecidos de neuronas

estimulados con los serotipos K1 o K2, los niveles de mRNA de Socs3 se

mantuvieron sin variaciones. Contrariamente, cuando los cultivos fueron

estimulados con el serotipo K4, se observó una respuesta completamente

diferente, con un aumento en los niveles de Socs3 y sin cambios en Stat3.
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Curiosamente, se ha demostrado que el aumento de los niveles de IL-10 podría

estimular los niveles de expresión de Socs3, induciendo la inhibición de los niveles

de expresión de Stat3. SOCS3 regula la activación de STAT3 en respuesta a las

citoquinas, uniéndose al receptor de citoquinas gp130, que es el receptor de IL-6.

La capacidad de SOCS3 para unirse simultáneamente a JAK y gp130 explica la

especificidad de la supresión. SOCS3 se une a JAK cuando está unido a gp130,

impidiendo que STAT3 se pueda unir al receptor, lo que inhibe la capacidad de

JAK de fosforilar a STAT3 para que se pueda traslocar al núcleo. Los estudios en

diferentes modelos de ratones demuestran la importancia de SOCS3 para

restringir la inflamación y permitir niveles óptimos de respuestas protectoras contra

las infecciones (Carow y Rottenberg, 2014).

El cerebro es un órgano rico en fosfolípidos, que son fundamentales para los

procesos de neurotransmisión y la base de las interacciones neuronales y la

cognición. Los fosfolípidos cerebrales contienen una alta proporción de ácidos

grasos poliinsaturados, especialmente ácido docosahexaenoico y ácido

araquidónico. Se ha encontrado que a medida que aumenta la producción de

ROS, el contenido de ácidos grasos poliinsaturados en el cerebro disminuye

gradualmente (Chen y Zhong, 2014). En el presente estudio se observó un

aumento en los niveles de expresión de mRNA de Sod2 en los cultivos

enriquecidos de neuronas estimulados con el serotipo K4, lo que se correlacionó

con una baja concentración de MDA, sugiriendo su rol en las vías de oxidación.

Dado que la inflamación crónica induce un desequilibrio oxidativo en los astrocitos

(Muñoz y cols., 2018), se determinó la lipoperoxidación presente en cultivos

enriquecidos de neuronas, utilizando el ensayo TBARS. El serotipo K1, que indujo

una mayor respuesta proinflamatoria, indujo solo una tendencia de aumento en la

concentración de MDA. Por el contrario, el serotipo K2 indujo una respuesta

proinflamatoria menor que K1, pero indujo un aumento significativo en la

concentración de MDA, en comparación con las otras condiciones. En conjunto,

estos datos sugieren que después de 48 horas de estimulación con K2, los

cultivos enriquecidos de neuronas experimentan un desequilibrio oxidativo con la

peroxidación de los lípidos de la membrana. Se ha visto que el estrés oxidativo



27

participa en el desarrollo de la EA al promover el depósito de péptido Aβ, la

hiperfosforilación de Tau y la posterior pérdida de sinapsis y neuronas. La relación

entre el estrés oxidativo y la EA sugiere que el estrés oxidativo es una parte

esencial del proceso patológico de la enfermedad (Chen y Zhong, 2014).

P. gingivalis está siendo cada vez más investigada, ya que se ha visto cómo

su presencia en la microbiota oral puede influir en diversas enfermedades crónicas

no transmisibles, tales como ateroesclerosis y enfermedades cardiovasculares,

dislipidemia, estrés, partos prematuros y bajo peso al nacer (Orrego-Cardozo y

cols., 2015) y, recientemente, con la EA. Es necesario avanzar en estudios

humanos, ya que por ahora la mayor cantidad de evidencia respecto de la relación

de P. gingivalis con la EA se presenta en estudios in vitro o in vivo. Debido a ello

es importante considerar que de este estudio solo se pueden obtener inferencias

de una posible relación entre P. gingivalis y la EA, y para poder obtener

conclusiones de causalidad directa entre ambas variables es necesario avanzar en

estudios experimentales o clínicos. Además, la evidencia actual es muy

heterogénea, lo que dificulta comparar los resultados de este estudio con otras

bases de datos. Sería importante establecer el uso de los serotipos más

inmunogénicos en vez de utilizar cepas carentes de cápsula, para así generar más

evidencia sobre la virulencia de estos serotipos capsulares y ver su implicancia en

otras enfermedades crónicas no transmisibles. Con esto se podría avanzar en la

línea investigativa y realizar estudios clínicos de serotipificación a pacientes con

EA y periodontitis, para así buscar una relación directa entre la virulencia de los

serotipos de P. gingivalis y la EA.

Los resultados obtenidos en este estudio permiten establecer las bases

celulares de la asociación entre una bacteria y el origen de la neuroinflamación,

contribuyendo para determinar la posible asociación causal entre la periodontitis y

la EA. De esta forma, en pacientes con periodontitis, se podrán realizar estudios

de serotipificación para saber su susceptibilidad frente a la EA. Además, es

necesario compartir estos resultados con la comunidad médica, para que los

pacientes geriátricos, con antecedentes de deterioro cognitivo o historia familiar de
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EA, sean derivados al odontólogo para realizar prevención y que reciban

tratamiento periodontal oportuno, además de mantener controles periódicos que

eviten la progresión de la enfermedad periodontal.

8. Conclusiones

1. En los cultivos de microglias y en los cultivos enriquecidos de neuronas de

ratas Sprague-Dawley estimulados con los serotipos K1 y K2 existe un

aumento en los niveles de expresión de mRNA de las citoquinas IL-1β, IL-6,

IL-17 y TNF-α, y un incremento en los niveles de TLR4. Además, en los

cultivos enriquecidos de neuronas estimulados con los serotipos K1 y K2 se

observó un incremento en los niveles de expresión de mRNA de Stat3.

2. En los cultivos enriquecidos de neuronas estimulados con los serotipos K1 o

K2 existe un incremento en la secreción de MMP-9, IL- 1β, IL-6 y TNF-α. En

los cultivos estimulados con K1 también hay mayor secreción de MMP-9.

3. En cultivos enriquecidos de neuronas de ratas Sprague-Dawley se detectó un

aumento significativo de MDA en presencia del serotipo K2.

4. En base a los resultados obtenidos se puede establecer que los serotipos

capsulares K1 y K2 de P. gingivalis son, en efecto, los que inducen una mayor

respuesta proinflamatoria y oxidativa tanto en microglias como en cultivos

enriquecidos de neuronas.
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