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I. RESUMEN 

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria causada por la disbiosis del 

microbioma subgingival, siendo Porphyromonas gingivalis una de las bacterias 

clave en el establecimiento de esta disbiosis. Entre sus factores de virulencia se 

encuentran los polisacáridos capsulares, que se clasifican en 6 serotipos (K), 

designados K1 a K6, además de la cepa no encapsulada K-, siendo el serotipo K1 

el más patogénico. Recientemente se ha detectado en distintos modelos de 

periodontitis experimental inducida por P. gingivalis, neuroinflamación y posibles 

alteraciones en el aprendizaje. Además, en sujetos fallecidos con enfermedad de 

Alzheimer (EA), se detectó la presencia de factores de virulencia y marcadores 

genéticos de P. gingivalis en distintas estructuras cerebrales. El objetivo de este 

trabajo es determinar el efecto de la periodontitis experimental inducida por una 

cepa P. gingivalis serotipo K1 o una cepa carente de cápsula K- en el aprendizaje y 

memoria espacial en ratas wild-type. 

Metodología: En ratas Sprague-Dawley macho de 4 a 6 semanas de edad, se 

indujo periodontitis experimental por inoculación en la mucosa palatina de la cepa 

W50 (serotipo K1) y la cepa mutante carente de cápsula, GPA (K-) de P. gingivalis, 

repitiéndose 7 días después (6 ratas por grupo). Como control se utilizaron animales 

inyectados con medio de transporte de bacterias (6 ratas, sham). Luego de 45 días, 

se evaluó el aprendizaje y memoria espacial mediante el OASIS Maze. Una vez 

finalizada la tarea de OASIS Maze, las ratas se eutanasiaron y extrajeron los tejidos 

para detectar las distintas moléculas mediante citometría de flujo, qPCR, ELISA o 

inmunfluorescencia.  

Resultados: Luego de 55 días, las ratas inoculadas con el serotipo K1 presentaron 

mayores niveles de citoquinas pro-inflamatorias, mayores niveles extracelulares de 

Aβ1-42, astrogliosis, mayor razón de proteína Tau fosforilada/Tau total y menor 

desempeño en el OASIS Maze, en comparación con las ratas sham o a las 

inoculadas con la cepa no encapsulada K-.  

Conclusión: Las ratas infectadas con el serotipo K1 inducen alteraciones de la 

memoria espacial, neuroinflamación y presencia de marcadores de EA en ratas wild-

type.
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II. MARCO TEÓRICO/ INTRODUCCIÓN 

II.1. Enfermedad periodontal 

Las enfermedades periodontales son un grupo de condiciones inflamatorias 

de etiología multifactorial, que afectan al tejido gingival o a las estructuras de 

protección o soporte dentario (Offenbacher, 1996; Pihlstrom y cols., 2005). En 

particular, en la periodontitis se produce la destrucción de los tejidos de soporte del 

diente, conduciendo en última instancia, a su pérdida (Offenbacher, 1996; Kinane, 

2001; Albandar, 2002). En términos generales, constituye la patología ósea de 

mayor prevalencia a nivel nacional (Gamonal y cols., 2010). La causa principal de 

la periodontitis es la presencia de un microbioma subgingival disbiótico, que 

desencadena el inicio de la enfermedad inflamatoria (Hajishengallis y cols., 2012; 

Hajishengallis, 2014a). Entre las bacterias más comúnmente asociadas a la 

disbiosis se describen Treponema denticola, Tannerella forsythia, Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans y Porphyromonas gingivalis, siendo P. gingivalis una de las 

más prevalentes (Socransky y cols., 1998; Herrera y cols., 2008; Cortelli y cols., 

2010; Abusleme y cols., 2013; Hajishengallis, 2014b; Hajishengallis, 2015). 

 

II.2. Porphyromonas gingivalis 

P. gingivalis es un cocobacilo Gram negativo, pigmentado de negro, anaerobio 

estricto, no móvil y asacarolítico que se caracteriza por expresar diversos factores 

de virulencia que determinan su patogenicidad y se reconoce como un keystone 

pathogen en la disbiosis del microbioma subgingival (Holt y cols., 1999; 

Hajishengallis y cols., 2012; Hajishengallis, 2014b). Entre los factores de virulencia 

se describen la fimbria, el lipopolisacárido (LPS), las enzimas proteolíticas 

(gingipaínas) y los polisacáridos capsulares (Holt y cols., 1999; Yoshino y cols., 

2007; Bostanci y Belibasakis, 2012).  

La cápsula de P. gingivalis está constituida por polisacáridos capsulares 

cargados negativamente, que cumplen un rol en la estabilidad estructural de la 

célula y el reconocimiento e interacción con el hospedero, además de entregar 

mecanismos de sobrevivencia, evasión de la respuesta inmune e invasión de 

células y tejidos (Holt y cols., 1999; Vernal y cols., 2009; Bostanci y Belibasakis, 

2012; Díaz-Zúñiga y cols., 2012). La composición química de los polisacáridos 
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capsulares difiere entre distintas cepas y se compone principalmente de glucosa, 

glucosamina, galactosamina, y ácido galactosaminurónico, galactosa, 2-acetamido-

2-deoxy-D-glucosa, ácidos manurónico, glucorónico y galacturónico (Schifferle y 

cols., 1989; Farquharson y cols., 2000). En modelos animales, las cepas de P. 

gingivalis capsuladas son más virulentas, poseen mayor resistencia a la fagocitosis 

por neutrófilos y resistencia a las proteínas séricas, causando infecciones más 

invasivas y severas que las cepas no capsuladas (Sundqvist y cols., 1991; Laine y 

Van Winkelhoff, 1998; Holt y cols., 1999). Sobre la base de la antigenicidad de los 

polisacáridos capsulares, en P. gingivalis se describen 6 serotipos capsulares (K), 

designados K1 a K6, además de cepas no encapsuladas (K-) y, recientemente, se 

ha sugerido un nuevo serotipo K7 (Van Winkelhoff y cols., 1993; Laine y cols., 1996; 

D’Empaire y cols., 2006; Brunner y cols., 2010).  

El serotipo capsular infectante tiene una influencia significativa en las 

interacciones con el hospedero durante la infección e inducen respuestas inmunes 

cualitativamente distintas que se podrían asociar a una variable patogenicidad y 

podrían determinar las características clínicas de la enfermedad (Vernal y cols., 

2009; Díaz-Zúñiga y cols., 2012). Así, las cepas bacterianas pertenecientes al 

serotipo K1 se asocian a una mayor expresión de quimioquinas en macrófagos y a 

una mayor migración de neutrófilos (D’Empaire y cols., 2006). Los serotipos K1 y 

K2 poseen mayor capacidad de inducir la expresión de citoquinas pro-inflamatorias, 

tales como interleuquina (IL)-1β, IL-6 y factor de necrosis tumoral (TNF)-α, y de 

quimioquinas en células dendríticas, mayor diferenciación de linfocitos TCD4+ hacia 

los fenotipos T colaboradores (del inglés T helper, Th)1 y Th17, con mayor secreción 

del ligando del receptor del factor nuclear-κB (del inglés Receptor Activator of 

Nuclear Factor κB, RANKL) y mayor número de osteoclastos activos y, en pacientes 

con periodontitis, una mayor frecuencia de proliferación de linfocitos TCD4+ de 

memoria, evidenciando una exposición previa a estos serotipos bacterianos y 

sugiriendo su asociación con la enfermedad (Vernal y cols., 2009; Melgar-

Rodríguez, 2014; Vernal y cols., 2014a; Vernal y cols., 2014b; Díaz-Zúñiga y cols., 

2015). Contrariamente, los serotipos K3, K4, K5 inducen una respuesta moduladora 

en células dendríticas y mayor diferenciación de linfocitos Th2, y la cepa no 

capsulada (K-), una mayor diferenciación de linfocitos T reguladores (Treg) (Vernal 

y cols., 2014b). En conjunto, el serotipo K4 y la cepa no capsulada K- inducen una 
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mayor frecuencia de proliferación de linfocitos TCD4+ de memoria en sujetos sanos 

en comparación con pacientes afectados de periodontitis, lo que sugiere su 

asociación con la salud periodontal (Vernal y cols., 2009; Melgar-Rodríguez, 2014; 

Vernal y cols., 2014b). En términos generales, el serotipo K1 es el serotipo 

másinmunogénico y virulento, y se asocia a un incremento en la respuesta pro-

inflamatoria y pro-destructiva de los tejidos periodontales durante la periodontitis 

(Vernal y cols., 2014a).  

Diversos estudios han demostrado que P. gingivalis o sus factores de 

virulencia pueden difundir a otros tejidos y producir un daño directo y, al mismo 

tiempo, la bacteria, sus factores de virulencia, o los mediadores inflamatorios 

generados por la respuesta inmune inducida ante ellos, pueden generar una 

respuesta inflamatoria sistémica crónica (Gurav, 2014; Singhrao y cols., 2015). De 

esta forma, la periodontitis se asocia con otras enfermedades o eventos extra-

orales, tales como la ateroesclerosis, infarto agudo al miocardio y accidente vascular 

encefálico, riesgo de parto prematuro y bajo peso al nacer, pobre control de la 

diabetes, y, recientemente, con la enfermedad de Alzheimer (EA) ( Preshaw y cols., 

2012; Poole y cols., 2013; Tonetti y Van Dyke, 2013; Corbella y cols., 2016; Ryden 

y cols., 2016; Bozoglan y cols., 2017; Hamilton y cols., 2017; Leira y cols., 2017; 

Aragón y cols., 2018; Puertas y cols., 2018). 

 

II.3. Enfermedad de Alzheimer 

Las demencias son un conjunto de patologías caracterizadas por el deterioro 

cognitivo o conductual, con una prevalencia que puede alcanzar el 30% en la 

población mayor de 60 años (Crooks y Geldmacher, 2004). La EA es la forma más 

común de demencia, representando entre un 60 y 70% de estas (Prince y cols., 

2015). La EA se caracteriza por la pérdida progresiva de funciones cognitivas 

dependientes del hipocampo, principalmente la memoria y el aprendizaje, 

acompañado de alteraciones del comportamiento (Glass y cols., 2010; Prince y 

cols., 2015). Histológicamente, se caracteriza por presentar placas seniles 

compuestas mayoritariamente de agregados insolubles de péptidos de Amiloide-β 

(Aβ) y ovillos neurofibrilares compuestos por la proteína Tau hiperfosforilada (Glass 

y cols., 2010; Olsen y Singhrao, 2015; Wu y cols., 2017).  
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De ambos marcadores histopatológicos, el Aβ es un péptido derivado de la 

proteína precursora amiloide (del inglés Amyloid Precursor Protein, APP), una 

proteína transmembrana que se expresa tanto en las células neuronales como no 

neuronales, por clivajes secuenciales de las enzimas β-secretasa (del inglés β-site 

APP-cleaving enzyme, BACE) y γ-secretasa, generándose péptidos de 38, 40 o 42 

aminoácidos (Haass, 2004; Haass y Selkoe, 2007). La proteína Tau es una proteína 

citoplasmática que estabiliza los microtúbulos en las neuronas y, mediante su unión 

a la dineína y kinesina, participa en el transporte vesicular desde el soma neuronal 

a la terminación sináptica (Dixit y cols., 2008; Chaudhary y cols., 2018). Al 

hiperfosforilarse, se disocia del citoesqueleto y forma complejos con otras proteínas 

Tau hiperfosforiladas, los que se acumulan en la neurona en forma de filamentos 

helicoidales insolubles llamados ovillos neurofibrilares, los que conducen a la 

disfunción sináptica (Hardy y Selkoe, 2002; Haass y Selkoe, 2007). 

Aunque los mecanismos moleculares y celulares involucrados en la etiología 

y patogénesis de la EA no están completamente dilucidados, se especula que su 

origen se asocia con la inflamación cerebral crónica (Kamer y cols., 2008a; Kamer 

y cols., 2008b). La teoría de la neuroinflamación como potencial factor iniciador de 

la EA establece que la exposición sostenida a mediadores pro-inflamatorios en el 

cerebro puede desencadenar una inflamación progresiva autoperpetuante, que 

culmina en daño neuronal y neurodegeneración, como consecuencia de la 

alteración funcional de las microglias y astrocitos (Kamer y cols., 2008a). 

 

II.3.1. Microglias y astrocitos 

Las microglias constituyen la principal célula del sistema inmune residente en 

el cerebro (Glass y cols., 2010; Heneka y cols., 2014). Corresponden a fagocitos 

mononucleares que, en condiciones fisiológicas, presentan un fenotipo protector 

con un rol importante en la mantención de la homeostasis, remodelación de las 

sinapsis y secreción de factores neurotróficos. Las microglias expresan diversos 

receptores de reconocimiento de patrones (del inglés Pattern Recognition Receptor, 

PRR) que reconocen las señales moleculares asociadas a patógenos (del inglés 

Pathogens-Associated Molecular Pattern, PAMPs) o asociadas a daño (del inglés 

Damage-Associated Molecular Pattern, DAMPs) (Heneka y cols., 2014). De forma 
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interesante, estas células se activan y diferencian a un fenotipo M2 ante diversos 

estímulos inflamatorios, estableciendo una respuesta moduladora caracterizada por 

la secreción de las citoquinas moduladoras IL-10 y el factor de crecimiento 

transformante (TGF)-β1 (Hanisch, 2002). La respuesta de la microglia M2 es 

generalmente autolimitante, y finaliza una vez resuelto el evento que la originó. Tras 

el primer contacto con PAMPs o DAMPs, las microglias sufren un proceso 

denominado priming, que se manifiesta como una mayor sensibilidad ante estímulos 

inflamatorios (Perry y Teeling, 2013; Heneka y cols., 2015a; Varatharaj y Galea, 

2017). De este modo, si el estímulo inflamatorio persiste, se desencadena su 

activación y diferenciación a un perfil de microglia inflamatoria o M1, la que 

incrementa la síntesis de citoquinas inflamatorias, tales como IL-1β, IL-6 y TNF-α, y 

de factores neurotóxicos, como especies reactivas de oxígeno (del inglés reactive 

oxygen species, ROS) o de nitrógeno (del inglés reactive nitrogen species, RNS) 

(Akiyama y cols., 2000; Heneka y cols., 2015b; Lively y Schlichter, 2018). Así, las 

microglias M1 y sus citoquinas son capaces de inducir la activación de los astrocitos 

(Glass y cols., 2010).  

Los astrocitos son el tipo de célula glial más abundante, responsables de 

múltiples funciones esenciales para la homeostasis cerebral al mantener el 

metabolismo neuronal, regular la transmisión sináptica y la plasticidad neuronal. En 

condiciones inflamatorias sufren un proceso llamado Astrogliosis, donde modifican 

su fenotipo actuando de forma sinérgica con las microglias M1, como astrocitos 

reactivos (Birch, 2014; Cai y cols., 2017). Este proceso se caracteriza por una mayor 

proliferación, cambios morfológicos, mayor secreción de moléculas inflamatorias, 

producción de metaloproteinasas de matriz (del inglés Matrix Metalloproteinases, 

MMP) 2 y 9 y ROS/RNS, y mayor producción de Aβ (Glass y cols., 2010; Birch, 

2014; Heneka y cols., 2015a; 2015b; Cai y cols., 2017; Muñoz y cols., 2018). Como 

consecuencia de la respuesta M1 y la presencia de astrocitos reactivos, se estimula 

el procesamiento anormal de la APP en las neuronas, generando péptidos Aβ40, 

principalmente, que se acumulan en el cerebro formando distintas estructuras, las 

cuales a su vez, inducen una mayor respuesta inflamatoria microglial y astrocitaria, 

estableciendo así, la cronicidad de la inflamación cerebral (Akiyama y cols., 2000; 
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Haass y Selkoe, 2007; Paula-Lima y cols., 2011; SanMartín y cols., 2012; SanMartín 

y cols., 2017; Muñoz y cols., 2018). 

II.4. Planteamiento del problema 

Las bacterias periodonto-patógenas, sus factores de virulencia o los 

mediadores inflamatorios podrían causar neuroinflamación a través de distintos 

mecanismos (Forner y cols., 2006; Miklossy, 2011; Poole y cols., 2013). Diversos 

estudios han demostrado que bacterias orales podrían colonizar el cerebro 

mediante diseminación por la circulación periférica o mediante la migración 

retrógrada vía nervio trigémino u olfatorio (Lacroix y cols., 1998; Boggian y cols., 

2000; Valyi-Nagy y cols., 2000; Riviere y cols., 2002; Olsen y Singhrao, 2015). En 

efecto, se han detectado factores de virulencia y marcadores genéticos de P. 

gingivalis y Treponema denticola en el ganglio trigeminal, hipocampo, corteza 

cerebral, ventrículo lateral o líquido cerebro-espinal (LCE) de pacientes afectados o 

no de EA (Riviere y cols, 2002; Poole y cols., 2013; Dominy y cols., 2019). Así, ha 

surgido una nueva hipótesis etiológica de la EA en individuos con enfermedades 

crónicas no transmisibles, que considera la contribución de microorganismos que 

participan en enfermedades causadas por cambios disbióticos, como la 

periodontitis. 

P. gingivalis, al ser una de las bacterias orales más prevalentes y patogénicas, 

ha sido estudiada en modelos experimentales con el objetivo de evaluar su potencial 

rol en la neuroinflamación. Así, recientemente, se demostró que la aplicación oral 

de homogenizados de P. gingivalis serotipo K1 se asocia con neuroinflamación, 

neurodegeneración, astrogliosis y formación de placas de Aβ y ovillos 

neurofibrilares (Ilievski y cols., 2018). Además, se ha demostrado que la cepa P. 

gingivalis ATCC®33277TM, no capsulada K-, genera un incremento en los niveles de 

producción de IL-1β, IL-6 y TNF-α, mayor secreción de Aβ-40 y Aβ-42 en suero, 

astrogliosis y alteraciones en tareas de comportamiento (Ishida y cols., 2017; Wu y 

cols., 2017; Ding y cols., 2018; Zhang y cols., 2018; Dominy y cols., 2019). 

Contrariamente, en modelos in vitro y experimentales de periodontitis, las cepas no 

capsuladas son capaces de inducir una respuesta T reguladora y asociarse a salud 

periodontal (Laine y Van Winkelhoff, 1998; Vernal y cols., 2009; Monasterio y cols., 

2018). Sin embargo, estos estudios utilizan distintas formas para inducir la 
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respuesta inflamatoria ante P. gingivalis, como oral gavage (administración oral) o 

inyección intraperitoneal, y no evalúan el signo de resorción ósea, necesario para 

validar el modelo de periodontitis experimental. Además, gran parte de los estudios 

no realizan la detección de marcadores de la bacteria en cerebro, por lo que no se 

puede determinar si los resultados se deben a la migración de la bacteria o a efectos 

desencadenados por la vía de administración oral o intraperitoneal, como una 

disbiosis intestinal y/o inflamación sistémica, respectivamente. En términos 

generales, si bien existe evidencia que asocia a P. gingivalis con neuroinflamación 

o deterioro cognitivo, hasta ahora no existe un estudio que evalúe el efecto de la 

periodontitis experimental en ratas wild-type. Así, resulta relevante determinar si, en 

un modelo de periodontitis experimental validado mediante la evaluación de 

resorción ósea y mediadores inflamatorios, una cepa P. gingivalis del serotipo 

capsular más virulento K1 es capaz de generar una respuesta inflamatoria cerebral 

y alteraciones en el aprendizaje y memoria espacial, y compararlo con el efecto de 

una cepa no capsulada. 
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III. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

III.1. Hipótesis 

En un modelo de periodontitis experimental, una cepa Porphyromonas gingivalis 

serotipo K1 induce mayores alteraciones cerebrales, cognitivas o conductuales 

asociadas a la enfermedad de Alzheimer, en comparación a una cepa no capsulada 

K- o ratas sham. 

III.2. Objetivo general 

 Determinar el efecto de Porphyromonas gingivalis serotipos K1 o K- sobre los 

niveles de mediadores pro-inflamatorios, la presencia del marcador histopatológico 

Amiloide-β1-42 y la memoria espacial dependiente de hipocampo en ratas Sprague-

Dawley afectadas de periodontitis experimental. 

III.3. Objetivos específicos 

1. Evaluar el aprendizaje y la memoria espacial en un modelo de periodontitis en 

ratas Sprague-Dawley inducido por una cepa P. gingivalis serotipo K1 (W50) y 

una cepa no capsulada K- (GPA). 

2. Cuantificar los niveles secretados de IL-1β, IL-6, TNF-α en el hipocampo de ratas 

Sprague-Dawley en un modelo de periodontitis inducido por una cepa P. 

gingivalis serotipo K1 (W50) y una cepa no capsulada K- (GPA). 

3. Cuantificar los marcadores histopatológicos asociados a la EA en el hipocampo 

de ratas Sprague-Dawley en un modelo de periodontitis inducido por una cepa 

P. gingivalis serotipo K1 (W50) y una cepa no capsulada K- (GPA). 
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IV. METODOLOGÍA. 

IV.1. Cepas y condiciones de cultivo bacteriano 

La cepa capsulada Porphyromonas gingivalis W50 (serotipo K1) y una cepa W50 

en que se delecionaron los genes que codifican para las enzimas que permiten la 

síntesis de la cápsula para generar la mutante GPA (ΔPG0116- PG0120), de 

fenotipo no capsulado (K-), descritas en estudios previos, se cultivaron en BHI 

suplementado con 5mg/L de hemina y 1mg/L de menadiona, a 37 ºC, bajo 

condiciones capnofílicas en una cámara de anaerobiosis, y se utilizaron en el 

presente estudio para inducir las infecciones periodontales experimentales (Aduse-

Opoku y cols., 2006; Monasterio y cols., 2018). La curva de crecimiento bacteriano 

se realizó tal como se describió previamente (Vernal y cols., 2008) (Anexo Nº 2). 

IV.2. Animales de experimentación 

Los grupos experimentales y control (sham) se conformaron por 6 ratas Sprague-

Dawley macho de 4 a 6 semanas de edad cada uno (18 animales en total), obtenidos 

a partir del Bioterio de la Facultad de Medicina de la Pontificia Universidad Católica 

de Chile. Los animales fueron alojados en la Unidad de Mantención de Animales del 

Pabellón H de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile, en jaulas 

separadas, con filtros de aire y mantenidos en condiciones estándar bajo un ciclo 

invertido de 12:12 horas de luz/oscuridad, a 22±0,5°C, 40-70% de humedad relativa, 

con agua y alimentación ad libitum, excepto cuando se indicaron otras condiciones 

y el cual fue aprobado por el Comité Institucional de Cuidado de Animales (CICUA, 

Protocolo N° 17085-ODO-UCH, Anexo N°1). La periodontitis experimental inducida 

por mono-infección se realizó bajo anestesia general con isoflurano 2% y tal como 

se describió previamente (More y cols., 2018a). Brevemente, se realizó una 

inyección en la mucosa palatina de los animales que contenía P. gingivalis serotipo 

K1 o la cepa no capsulada K- en un volumen de 100 μL a una concentración de 1 x 

1010 UFC/mL, repitiéndose una segunda inyección 7 días después de la primera 

(Monasterio y cols., 2018). Como control se utilizaron ratas inyectadas con medio 

de transporte de bacterias (sham). La parte experimental fue realizada en el 

Pabellón G de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. El modelo de 

periodontitis experimental se evaluó mediante la presencia de inflamación en 
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muestras de mucosa palatina y suero, y la cuantificación de la resorción ósea 

maxilar (Supl. 3, Anexo 3). 

IV.3. OASIS Maze 

Para todos los animales inoculados con P. gingivalis serotipo K1 o K- y las ratas 

sham, se procedió a evaluar el aprendizaje y la memoria espacial dependiente de 

hipocampo, mediante el OASIS Maze. Luego de 45 días desde la primera inyección 

de bacterias en la mucosa palatina las ratas iniciaron el OASIS Maze siguiendo las 

especificaciones de Clark y cols., 2005, con algunas modificaciones menores 

(Martínez y cols., 2016; J. More y cols., 2018b). Brevemente, todos los animales 

realizaron el test de ansiedad para evaluar el estrés, donde cada animal estuvo en 

la arena sin ningún pocillo y con la clave visual durante 15 min. Luego, cada animal 

fue privado de agua y durante los 3 días siguientes se realizó el pre-entrenamiento, 

consistente en 10 min de actividad dentro de la arena con 21 pocillos con agua y 

una clave visual. Finalmente, se realizó el entrenamiento, consistente en 6 días en 

los cuales los animales fueron dispuestos en la arena, registrando 15 ensayos por 

día de 1 min de duración o hasta que el animal encontrara la recompensa. Para 

cada animal, la recompensa se ubicaba en un solo pocillo sin modificar su ubicación 

durante los 15 ensayos, cambiando su ubicación durante los 6 días, siempre 

colocándolo en una posición de partida distinta dentro del OASIS Maze. 

Cada ensayo fue registrado con una cámara en posición cenital (enfocada desde 

superior) y, posteriormente, se reconstruyó el recorrido del animal mediante la 

técnica de videotracking y analizó, utilizando el software MatLab (MathWorks, 

MITRE, MA, USA), para obtener la latencia o tiempo de duración de cada ensayo 

(s), la tasa de éxito (nº de aciertos/nº ensayos) y la razón de distancia 

observada/esperada. Se registró la distancia total recorrida y la velocidad en 

actividad, para constatar que los animales no presentaran diferencias en sus 

capacidades motoras. 

IV.4. Extracción de muestras biológicas: Líquido cerebro-espinal (LCE), 

suero, cerebro y tejido periodontal 

Una hora después de finalizado el OASIS Maze, las ratas se anestesiaron con 

Isofluorano al 2% y posicionaron en el esterotáxico para extraer aproximadamente 
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200-250 µL de líquido cerebro-espinal (LCE), según el protocolo descrito 

anteriormente (Liu y Duff, 2008; Nirogi y cols., 2009; Mahat y cols., 2012). Luego y 

bajo los efectos anestésicos se extrajeron de 2,5 a 3,5 mL de sangre periférica 

mediante punción cardíaca y se continuó con la eutanasia mediante dislocación 

cervical. La sangre se traspasó a un tubo Falcon de 50 mL e incubó durante 30 min 

a 60ºC, seguido de 5 min a 4ºC y centrifugó a 3.000 g por 5 min para obtener el 

suero. El LCE y el suero obtenido se almacenaron a -80ºC. Inmediatamente 

después de ser eutanasiadas, el cerebro ad integrum se extrajo y mantuvo en una 

solución de disección, compuesta por KCl3 mM, NaH2PO4 1,25 mM, NaHCO3 mM, 

suplementado con Sacarosa 7,28%, dextrosa 0,18%, 2 mL de MgCl2 1M, 100 μL de 

CaCl2 1M y 1 mL de Piruvato 0,3 mM. De cada cerebro se aisló el hipocampo y 

almacenó a -80ºC. 

Finalmente, se extrajeron los huesos maxilares y la mucosa palatina. Los maxilares 

se mantuvieron 2 horas en etanol 70%, 2 horas en etanol 80% y luego, fueron 

traspasados y almacenados en etanol 100%. La mucosa palatina se mantuvo en 

RNA safer, almacenada a -80ºC hasta su procesamiento. 

IV.5. Cuantificación de secreción de moléculas proinflamatorias 

mediante ELISA 

Para la cuantificación de las moléculas IL-1β, IL-6 y TNF-α, cada hipocampo se 

homogenizó según el siguiente protocolo. Cada hipocampo se descongeló y 

disgregó en una solución que contiene Tris-HCl 0,5M, NaCl 2M, CaCl2 250 mM, 

Tx100 25% e inhibidor de proteasas. Luego, cada hipocampo se lavó con 1 mL de 

NaCl 0,9% 3 veces, para posteriormente agregar 10 μL de buffer por cada mg de 

peso de la muestra, y se desintegró con un homogenizador eléctrico para luego 

centrifugar a 10.000 xg durante 5 min a 4ºC. Posteriormente, se recuperó el 

sobrenadante en agua milliQ, se midió la concentración en un espectrofotómetro 

(Bio-Tek) y se almacenaron en alícuotas de 200 μL a -80ºC.  

A partir de 100 μL de suero, hipocampo y LCE, se cuantificó la secreción de las 

citoquinas IL-1β, IL-6 y TNF-α mediante ELISA, 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). La 
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cuantificación de la secreción de moléculas en suero se realizó como parte de la 

evaluación del modelo de periodontitis experimental (Anexo Nº3). 

IV.6. Cuantificación de Aβ en hipocampo y LCE 

A partir de 100 μL de hipocampo y LCE, se cuantificó la secreción del marcador de 

enfermedad de Alzheimer Aβ1-42, mediante ELISA, 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).  

IV.7. Obtención de muestras biológicas para análisis mediante 

inmunofluorescencia 

Luego de finalizado el OASIS Maze, 2 ratas por cada grupo se destinaron para 

análisis mediante inmunofluorescencia. Para el análisis histológico del cerebro, las 

ratas se perfundieron con 300 mL de solución salina 0,9% seguido de 300 mL de 

paraformaldehído (PFA) 4%. Luego de aislar el cerebro ad integrum, se almacenó 

durante 2 h en PFA 4% y posteriormente, en solución de sacarosa 30% con Azida. 

Posteriormente se obtuvieron cortes de 10 μm de grosor en criostato y almacenaron 

en PBS 1X a 4ºC hasta su uso. 

Para las inmunofluorescencias se utilizaron anticuerpos primarios anti-TubIII 

(Abcam, Ab18207), anti-GFAP (Abcam, ab10062), anti-phosphoTau (Phospho 

S404, Abcam, ab64193) y anti-Tau (Abcam, ab64193), seguido de un anticuerpo 

secundario anti-ratón, cabra o conejo (Alexa Fluor® 488, Alexa Fluor® 594 o Alexa 

Fluor® 647, Abcam US). Para poder visualizar los núcleos se utilizó un medio de 

montaje que contiene DAPI (Abcam, ab104139). La obtención de las imágenes se 

realizó mediante el Microscopio Confocal C2 Plus Espectral (Nikon, USA) y el 

análisis de las imágenes se realizó con los softwares NIS Elements Viewer (Nikon 

Instruments Inc., Mitsubishi, JPY) e ImageJ 5.0 (NIH, MD, USA). 

IV.8. Análisis de los datos 

Los datos de los niveles de secreción de citoquinas se expresaron como los valores 

promedio de la concentración (pg/mL) ± desviación estándar. Los datos del OASIS 

Maze se representaron en unidades de tiempo (s), además de tasa de éxito y razón 

entre distancia observada/ esperada, como valores promedio ± desviación estándar. 

La normalidad de distribución de los datos se determinó usando la prueba de 
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Shapiro-Wilk y los datos se analizaron utilizando la prueba ANOVA-Tukey o Kruskal 

Wallis-Dunn. 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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V. RESULTADOS 

Inicialmente, se evaluó la presencia de periodontitis experimental en todas las ratas 

experimentales y controles (Anexo Nº3). Luego de 55 días, las ratas inoculadas con 

P. gingivalis serotipo K1 presentaron mayor resorción ósea y mayores niveles de 

expresión y secreción de citoquinas pro-inflamatorias en mucosa palatina y suero, 

en comparación con las ratas inoculadas con la cepa no capsulada o las ratas sham. 

 

V.1. Evaluación de aprendizaje y memoria espacial 

Para todos los animales inoculados con la cepa de P. gingivalis serotipo K1 o la 

cepa no capsulada K- y las ratas sham, se procedió a realizar la prueba del OASIS 

Maze, la que permite evaluar el aprendizaje y la memoria espacial dependiente de 

hipocampo. 

A partir de la etapa de entrenamiento, consistente en 6 días o sesiones, se evaluó 

la tasa de éxito, la latencia del ensayo y la razón distancia observada/esperada. No 

hubo diferencias en la distancia total recorrida y la velocidad en actividad entre los 

animales, por lo que se confirmó que estos no presentaban diferencias en sus 

capacidades motoras (datos no mostrados). 

La Figura 1 representa la tasa de éxito, la latencia y la razón de distancias 

observadas en los distintos grupos el último día del ensayo, día 6. Al evaluar la tasa 

de éxito se logra detectar que las ratas inoculadas con P. gingivalis serotipo K1 

presentan una menor tasa en comparación con las ratas sham, y una tendencia a 

una menor tasa en comparación con las inoculadas con la cepa no capsulada K-. Al 

evaluar la latencia, las ratas inoculadas con P. gingivalis serotipo K1 presentan una 

mayor latencia, en comparación con las ratas sham y las inoculadas con la cepa no 

capsulada K-. Finalmente, para la razón de distancia observada/esperada, se 

observa que las ratas inoculadas con P. gingivalis serotipo K1 presentan una mayor 

razón de distancias en comparación con las ratas sham y las inoculadas con la cepa 

no capsulada K-. 
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Figura 1. Evaluación de aprendizaje y 

memoria espacial mediante OASIS Maze. A 

partir de 6 ratas inoculadas con P. gingivalis 

serotipo K1 o K- y ratas sham se realizó el 

ensayo OASIS Maze. A) Tasa de éxito, B) 

Latencia, C) Razón de distancia 

observada/distancia esperada. Cada gráfica 

representa el valor promedio ± desviación 

estándar. * p<0,05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

V.2. Cuantificación de secreción de moléculas pro-inflamatorias en 

hipocampo y LCE 

Para determinar si la inoculación de P. gingivalis serotipo K1 o K- en la mucosa 

palatina induce alteraciones pro-inflamatorias a nivel de hipocampo y LCE, se 

cuantificaron los niveles de secreción de las citoquinas IL-1β, IL-6 y TNF-α. En las 

ratas inoculadas con P. gingivalis serotipo K1 se detectaron mayores niveles de 

secreción, tanto en hipocampo como en LCE, de IL-1β e IL-6, en comparación con 

las ratas sham o a las inoculadas con P. gingivalis serotipo K-. Además, en el 
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hipocampo y LCE de las ratas inoculadas con el serotipo K1, se detectaron mayores 

niveles de secreción de TNF-α, con respecto a las inoculadas con la cepa serotipo 

K- (Fig. 2). 

 

 

Figura 2. Cuantificación de secreción de moléculas pro-inflamatorias en hipocampo y LCE en 

ratas inoculadas con P. gingivalis serotipo K1 o K- y ratas sham. A partir de 4 ratas inoculadas 

con P. gingivalis serotipo K1 o K- y ratas sham se cuantificaron los niveles de IL-1β, IL-6 y TNF-α en 

hipocampo y LCE. Las gráficas representan el valor promedio ± desviación estándar. IL: 

Interleuquina, TNF: factor de necrosis tumoral, pg: picogramos. *** p<0,001. 
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V.3. Cuantificación de secreción de Aβ1-42 en hipocampo y LCE 

Para determinar el efecto de la inoculación de la cepa serotipo K1 o la no capsulada 

K- en el marcador histopatológico de la EA, Aβ1-42, se cuantificó su nivel de 

producción en hipocampo y LCE. En hipocampo, las ratas inoculadas con P. 

gingivalis serotipo K1 presentaron mayores niveles de Aβ1-42, en comparación con 

las ratas sham o inoculadas con P. gingivalis serotipo K-. En el LCE, las ratas sham 

presentaron los mayores niveles de Aβ1-42, en comparación con las ratas 

inoculadas con P. gingivalis serotipo K1 o la cepa no capsulada K-. 

 

Figura 3. Cuantificación de 

Aβ1-42 en hipocampo y 

LCE. A partir de 

homogenizado de 

hipocampo y muestras de 

LCE de 4 ratas inoculadas 

con P. gingivalis serotipo K1, 

4 inoculadas con P. 

gingivalis serotipo K- y 4 

ratas sham, se cuantificaron 

los niveles secretados del 

marcador histopatológico 

Aβ42. Las gráficas representan el valor promedio ± desviación estándar. Aβ42: Amiloide-β1-42, LCE: 

Líquido cerebro-espinal, pg: picogramos. *** p<0,001, ** p<0,01. 

 

Al evaluar la razón de Aβ1-42 hipocampo/LCE, se observó que existe una mayor 

razón en las ratas inoculadas con la cepa serotipo K1, en comparación con las otras 

condiciones (Fig. 4). 

 

Figura 4. Razón de Aβ1-42 Hipocampo/LCE. A partir 

de los niveles secretados de Aβ42 en hipocampo y LCE 

se calculó la razón. Las gráficas representan el valor 

promedio ± desviación estándar. Aβ42: Amiloide-β1-42. 

* p<0,05. 
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V.4. Análisis histológico 

Para determinar la presencia de astrocitos y neuronas, en los cortes de hipocampos 

obtenidos de las ratas tras su eutanasia, se realizó detección inmunohistoquímica 

de Tubulina-III, una proteína exclusivamente presente en neuronas, y de la proteína 

acídica fibrilar glia (GFAP), para identificar a los astrocitos (Fig. 5). 

Figura 5. Inmuno-fluorescencia de hipocampo en ratas inoculadas con P. gingivalis serotipo 

K1 o K- y ratas sham. Imágenes obtenidas de la región CA1 de hipocampos de ratas infectadas con 

P. gingivalis serotipo K1 o no capsulada K- y ratas sham. En verde Tub-III (neuronas), en rojo GFAP 

(astrocitos) y en azul los núcleos de las células (DAPI). 

 

Para determinar el número de astrocitos y neuronas, se hizo el recuento total de 

núcleos teñidos con DAPI en muestras de hipocampo, para su normalización (Fig. 

6). Al cuantificar el número de astrocitos, se detectó que no existen diferencias en 

el número de astrocitos en los hipocampos de las distintas condiciones.  



19 

 

 

Figura 6. Cuantificación DAPI, 

microglias y astrocitos.  

Recuento del número total de 

DAPI, astrocitos y neuronas en 

los cortes histológicos de la 

región CA1 de los hipocampos de 

ratas inoculadas con P. gingivalis 

serotipo K1, no capsulada K- o 

ratas sham. * p<0,05. 

 

 

 

 

 

 

Luego, mediante inmunofluorescencia se evaluó la presencia de la proteína Tau 

total y Tau hiperfosforilada en muestras de hipocampo (Fig. 7). Posteriormente, se 

cuantificó la razón de proteína Tau hiperfosforilada respecto de la proteína Tau total 

(Fig. 8) donde se detectó un incremento de la razón en la región CA1 del hipocampo 

de las ratas inoculadas con la cepa serotipo K1, en comparación con las otras 

condiciones experimentales. 
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Figura 7. Inmunofluorescencia de tau y fosfo tau en hipocampos de ratas inoculadas con P. 

gingivalis serotipo K1 o K- y ratas sham. Imágenes obtenidas de la región CA1 de hipocampos de 

ratas inoculadas con P. gingivalis serotipo K1 o la cepa no capsulada K- y ratas sham. En rojo 

proteína tau, en verde proteína tau fosforilada y en azul los núcleos de las células (DAPI). 

 

 

Figura 8. Razón de proteína Tau fosforilada (pTau)/Tau 

total. A partir de las células Tau+/DAPI y pTau+/DAPI se 

determinó la razón pTau/Tau. La gráfica representa el 

valor promedio ± desviación estándar. * p<0,05. 
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VI. DISCUSIÓN 

En este trabajo se utilizó un modelo de periodontitis experimental que consistió en 

la inoculación palatina de la cepa de P. gingivalis W50 de serotipo capsular K1 y la 

cepa mutante GPA no capsulada K- en ratas Sprague-Dawley, el cual fue validado 

por la presencia de inflamación y resorción ósea en el grupo inoculado con P. 

gingivalis serotipo K1 (Suplementaria 3, Anexo 3). Luego, se evaluó el efecto de P. 

gingivalis serotipo K1 o la cepa no capsulada K- en el aprendizaje y memoria 

espacial. Luego de 55 días en ambos grupos experimentales se logró detectar la 

presencia de factores de virulencia y marcadores genéticos de P. gingivalis en 

hipocampo y LCE (Supl. 4). La presencia de estos marcadores de la bacteria en el 

hipocampo de las ratas inoculadas con P. gingivalis serotipo K1 pudo asociarse a 

mayores niveles de producción de citoquinas pro-inflamatorias y Aβ1-42, 

astrogliosis, mayor razón de proteína Tau fosforilada/Tau total y menor desempeño 

en el OASIS Maze, en comparación con las ratas sham o con las inoculadas con la 

cepa no capsulada K-. 

Actualmente, se reconoce que las cepas capsuladas de P. gingivalis presentan una 

mayor virulencia que las no capsuladas (Laine y Van Winkelhoff, 1998; Melgar-

Rodríguez, 2014). Diversos estudios in vitro en distintas células inflamatorias han 

concluido que el serotipo capsular K1 es el más inmunogénico, estimulando una 

mayor producción de quimioquinas y citoquinas pro-inflamatorias en comparación 

con los serotipos capsulares K3, K4, K5 o K6 y las cepas no capsuladas en 

macrófagos, monocitos, células dendríticas y linfocitos TCD4+ (D’Empaire y cols., 

2006; Vernal y cols., 2009; Kunnen y cols., 2012; Vernal y cols, 2014b; Díaz-Zúñiga 

y cols., 2015). En efecto, las células dendríticas son capaces de reconocer los 

polisacáridos capsulares mediante el receptor tipo Toll (del inglés Toll like receptor, 

TLR)-4 y activar la señalización intracelular que determina la respuesta inflamatoria 

o moduladora, dependiendo del serotipo infectante (Díaz-Zúñiga y cols., 2015). Las 

células dendríticas comparten la misma línea celular de origen que las microglias y 

se describe que las microglias reconocen los agregados de Aβ mediante TLR-4 y 

establecen la respuesta inflamatoria que origina el fenómeno neuroinflamatorio 

(Walter y cols., 2007; Reed-Geaghan y cols., 2009). Además, las microglias poseen 

la capacidad de reconocer a P. gingivalis y activarse a un fenotipo M1. Actualmente, 
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se plantea que la infección por P. gingivalis puede causar deterioro de la memoria 

a través de la inducción de una respuesta neuroinflamatoria mediada por la 

liberación de citoquinas proinflamatorias, en distintos modelos animales de EA 

(Ishida y cols., 2017; Ding y cols., 2018). Así, se propone que una infección 

periodontal por P. gingivalis serotipo K1 induce una mayor activación de microglias, 

lo que explicaría, al menos en parte, la mayor secreción de citoquinas pro-

inflamatorias, en comparación con la infección por una cepa no capsulada. Se 

sugiere que esta distinta capacidad inmuno-estimulatoria entre los distintos 

serotipos capsulares de P. gingivalis podría deberse a diferencias en la composición 

y estructura de los polisacáridos capsulares (Schifferle y cols., 1989; Farquharson y 

cols., 2000; Vernal y cols., 2009; Monasterio y cols., 2018). 

Recientemente, en un modelo experimental de EA se realizó la administración oral 

de P. gingivalis serotipo K1 en ratones de 8 semanas, 3 veces a la semana, por 22 

semanas, detectándose un elevado nivel de las citoquinas pro-inflamatorias IL-1β, 

IL-6 y TNF-α, un mayor número de microglias activas, astrogliosis, mayores niveles 

de Aβ1-42, proteína Tau fosforilada y ovillos neurofibrilares en hipocampo, en 

comparación con las ratas control (Ilievski y cols., 2018). Contrariamente, algunos 

estudios han encontrado que la cepa P. gingivalis (ATCC®33277TM) no capsulada 

(K-) produciría neuroinflamación, mayores niveles de Aβ1-40 y Aβ1-42, deterioro 

cognitivo y lesiones características de la EA, con respecto al control (Poole y cols., 

2015; Ishida y cols., 2017; Ding y cols., 2018; Zhang y cols., 2018; Dominy y cols., 

2019; Leira y cols., 2019). Al evaluar los distintos modelos utilizados para inducir la 

periodontitis experimental, todos los estudios lo realizan de una manera diferente y 

no todos evalúan el signo de resorción ósea. En efecto, la inyección de LPS 

intraperitoneal o la administración de bacterias mediante oral gavage no constituyen 

per se un modelo de periodontitis. El gold standard lo constituye la aplicación de 

ligaduras que inducen resorción ósea e inflamación entre el día 10 y 15 posterior a 

su instalación, o la inyección en la mucosa palatina, cuando se quiere evaluar el 

efecto de una bacteria o factor de virulencia en particular (Garlet, 2010). 

Recientemente, nuestro grupo de investigación logró demostrar que, en un modelo 

de periodontitis experimental en ratones, la cepa W50 (serotipo K1) y la cepa 

mutante GPA (no capsulada K-) son capaces de inducir una respuesta inmune 
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diferente posterior a la inoculación en la mucosa palatina de la bacteria ad integrum 

(Monasterio y cols., 2018). En términos generales, los estudios existentes no logran 

demostrar la presencia de periodontitis, por lo que los efectos cerebrales descritos 

podrían ser consecuencia de una disbiosis intestinal o de una inflamación sistémica. 

La presencia de inflamación en el hipocampo incrementa los niveles de expresión 

de APP y BACE y, como consecuencia, aumentan los niveles secretados de Aβ1-

40 o Aβ1-42 (Heneka y cols., 2015a; Frost y Li, 2017). Las principales células 

responsables de la secreción de Aβ son las neuronas y los astrocitos reactivos 

(Birch, 2014). En efecto, las ratas enfrentadas a P. gingivalis serotipo K1 

presentaron mayores niveles de Aβ1-42 en comparación al control y a las ratas 

inoculadas con la cepa no capsulada. No obstante los astrocitos reactivos son 

capaces de secretar mayores niveles Aβ1-42 que las neuronas, las neuronas 

secretan 7 veces más Aβ1-40 (Frost y Li, 2017). Sin embargo, el Aβ1-42 secretado 

por los astrocitos reactivos tiene mayores modificaciones no enzimáticas que lo 

transforman en un péptido insoluble y permiten la conformación de placas seniles, 

las que mantienen una activación permanente de las microglias (Frost y Li, 2017). 

Así, para poder determinar si los niveles de Aβ son capaces de asociarse al 

deterioro cognitivo, se debe establecer la razón Aβ1-42/Aβ1-40 (Birch, 2014). En 

este sentido, la mantención de las funciones fisiológicas de las microglias y 

astrocitos es fundamental para la eliminación del Aβ1-42 (Heneka y cols., 2015a; 

Cai y cols., 2017). En términos generales, los astrocitos reactivos presentes en las 

ratas enfrentadas a P. gingivalis serotipo K1 contribuyen a un incremento en la 

producción de Aβ1-42 y a una posible disminución en su eliminación, lo que conduce 

a su acumulación cerebral y potencial formación de placas de Aβ1-42, datos que 

aún no han sido demostrados. 

Además, en condiciones neuroinflamatorias, como ocurre en el grupo inoculado con 

P. gingivalis serotipo K1, los mecanismos de eliminación de Aβ1-42 podrían 

alterarse, por lo que gran parte del Aβ1-42 se acumularía en el espacio perivascular 

de la barrera-hematoencefálica (Varatharaj y Galea, 2017). Esto permite explicar la 

mayor razón hipocampo/LCE de Aβ1-42 en el grupo inoculado con P. gingivalis 

serotipo K1, en comparación con los demás grupos. En efecto, la menor detección 

de Aβ1-42 en LCE de personas afectadas de EA es un marcador de progresión de 
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la enfermedad, puesto que es un dato sugerente de mayor acumulación cerebral y, 

por tanto, de una posible mayor neuroinflamación (Counts y cols., 2017; Pawlowski 

y cols., 2017; Molinuevo y cols., 2018). Al mismo tiempo, el ambiente 

neuroinflamatorio, oxidativo y la alteración de la homeostasis cerebral afectan el 

metabolismo y función de las neuronas hipocampales, alterando, en consecuencia, 

la función cognitiva (Cai y cols., 2017). Por lo tanto, la mayor neuroinflamación, 

astrogliosis, producción de Aβ1-42 y proteína tau fosforilada producida ante P. 

gingivalis serotipo K1, explicarían el peor desempeño de estos animales en el 

OASIS Maze. 

A partir de la detección de P. gingivalis o sus factores de virulencia en el cerebro, 

se puede especular que P. gingivalis o sus factores de virulencia difunden desde el 

sitio de inoculación a distintos tejidos u órganos del hospedero. Sin embargo, en 

este estudio no se pudo determinar si el transporte de las bacterias o sus factores 

de virulencia ocurrió desde la circulación periférica hacia el cerebro, o desde los 

tejidos periodontales hacia el cerebro por vía nerviosa. Recientemente, se ha 

propuesto la teoría del neurobioma que explica la migración de microorganismos 

desde la mucosa respiratoria o periodontal hacia el cerebro vía nervios olfatorio o 

trigémino (Miklossy, 2011; Olsen y Singhrao, 2015). Una vez en el cerebro, los 

microorganismos serían capaces de activar a las microglias a un fenotipo M1, que 

secretarán citoquinas pro-inflamatorias y MMP2 y 9. Las MMP2 y 9 serían capaces 

de degradar al colágeno tipo IV, claudinas, ocludinas y β-distroglicanos, proteínas 

que permiten la conformación de la barrera hemato-encefálica (Agrawal y cols., 

2006; Yang y cols., 2007). Así, una vez permeabilizada la barrera, las bacterias, sus 

factores de virulencia y los mediadores inflamatorios originados ante ellas, podrían 

difundir desde el cerebro hacia la circulación y, las bacterias, los factores de 

virulencia o los mediadores inflamatorios originados en los tejidos periodontales 

podrían ingresar en mayor medida al cerebro por esta vía. En este estudio se logró 

comprobar esta hipótesis parcialmente, ya que se detectó a P. gingivalis en 

hipocampo, suero y LCE, pero no es posible determinar la dirección en que esta 

bacteria migró. Sería adecuado un estudio que incluya la cuantificación de MMP-2 

y MMP-9 en el hipocampo de ambos grupos experimentales, ya que estas MMPs 

están involucradas en varios de los mecanismos que generan cambios disruptivos 
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en la barrera hemato-encefálica durante la inflamación (Yang y cols., 2007; 

Varatharaj y Galea, 2017). De esta forma, un aumento de estas MMP permitiría 

inferir que hay una mayor difusión de mediadores inflamatorios y, posiblemente, de 

las bacterias o sus factores de virulencia desde la circulación periférica hacia el 

cerebro y, así, conocer la contribución de esta vía en este modelo de periodontitis.  

Resulta importante resaltar que los roedores son un modelo que no desarrolla EA 

ni periodontitis de forma natural. En este contexto, el uso de modelos de animales 

transgénicos puede ser aplicado a las causas genéticas de la EA que constituyen 

cerca del 5%, sin embargo, el 95% de las causas son enfermedades crónicas no 

transmisibles, hábitos, estilos de vida, nutrición, entre otras variables (Kamer y cols., 

2008a; Harding y cols., 2017). El uso de ratas wild-type en este estudio permite 

demostrar el efecto real de la periodontitis experimental inducida por una bacteria 

keystone. Así, la periodontitis inducida por P. gingivalis serotipo K1 se correlacionó 

inversamente con la capacidad de aprendizaje y memoria espacial. En comparación 

con la cepa no capsulada, los controles sham no presentaron diferencias. Por lo 

tanto, la presencia de cápsula K1 en P. gingivalis podría determinar una mayor 

virulencia de la bacteria y una mayor contribución a la inflamación cerebral, 

acumulación de marcadores de EA y deterioro cognitivo. 

La EA es la forma más común de demencia y su manejo ha significado un gran 

desafío de políticas públicas de salud con un gasto financiero a nivel mundial que 

va en aumento. La prevención a través del manejo de factores modificables es una 

de las claves para evitar o desacelerar la progresión de la EA. En este sentido, 

comprender la contribución de la periodontitis y, específicamente, de P. gingivalis o 

sus factores de virulencia al desarrollo de la EA, es fundamental para el desarrollo 

de estrategias de intervención y opciones terapéuticas apropiadas para esta 

enfermedad. 
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VII. CONCLUSIONES 

En conclusión, en este trabajo se determinó que: 

1. La periodontitis experimental inducida por P. gingivalis serotipo K1 se asoció a 

alteraciones en el aprendizaje y memoria espacial, en comparación con la 

inoculación con la cepa no capsulada K- y el control. 

2. La periodontitis experimental inducida por la cepa P. gingivalis W50 (serotipo K1) 

se asoció a una mayor neuroinflamación en hipocampo, en comparación con las 

demás condiciones. 

3. La periodontitis experimental inducida por la cepa P. gingivalis W50 (serotipo K1) 

se asoció a una mayor acumulación de los marcadores histopatológicos Aβ1-42 

y Tau hiperfosforilada, asociados a la EA, en hipocampo, en comparación con las 

demás condiciones. 
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IX. ANEXOS 

ANEXO Nº1: 

Certificado Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de la 

Universidad de Chile 
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ANEXO Nº2 

 

1. Curva de crecimiento bacteriano 

Con el objetivo de obtener un número suficiente y reproducible de unidades 

formadoras de colonias (UFC) para la inducción de las infecciones periodontales, 

las curvas de crecimiento se obtuvieron tal y como se describió previamente (Vernal 

y cols., 2008). Brevemente, cada cepa bacteriana se inoculó en 10 mL de caldo de 

cultivo BHI suplementado con hemina y menadiona y mantuvieron en cámara de 

anaerobiosis hasta lograr una densidad óptica (DO) de 0,05 medida en 

espectrofotómetro, a una longitud de onda de 560 nm (Halo RB-10 UV-VIS 

Spectophotometer, Dynamica, Germany). Lecturas de espectrofotómetro 

adicionales se realizaron en distintos tiempos hasta que el microorganismo alcanzó 

la fase de crecimiento estacionario. Con cada medición de DO, se tomó una muestra 

de 100 µL, la que se diluyó de forma seriada (log10) en PBS y 100 µL de cada 

dilución se sembró en BHI suplementado con hemina y menadiona. Luego de 5-7 

días, el número de unidades formadoras de colonias se cuantificó y contrastó con 

las DO correspondientes. A partir de los datos obtenidos se graficaron las curvas 

DO versus tiempo y DO versus UFCx106/mL para obtener un número conocido de 

UFC/mL en fase de crecimiento exponencial para realizar la inducción de la 

infección periodontal. Esto fue realizado en el Laboratorio de Microbiología de la 

Facultad de Odontología de la Universidad de Chile. 

2. Purificación del mRNA total de muestras biológicas y expresión de 

moléculas mediante qPCR. 

La purificación del RNA total de las muestras de mucosa palatina y la síntesis de la 

primera cadena de cDNA se realizó de acuerdo con los protocolos descritos 

anteriormente (Díaz-Zúñiga, 2014; Díaz-Zúñiga y cols., 2015; Melgar-Rodríguez y 

cols., 2016). La expresión de los RNA mensajeros de las citoquinas IL-1β, IL-6, IL-

17 y TNF-α de mucosa palatina se analizó a partir de 50-200 ng de cDNA mediante 

qPCR utilizando partidores específicos (Tabla 1), un kit KAPA SYBR® FAST qPCR 

(Kapa Biosystems, MA, EE. UU.) y como indica el fabricante. 
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3. Detección de Porphyromonas gingivalis 

A partir de muestras hipocampo y LCE se purificó el DNA total para la 

cuantificación de la subunidad 16S y los genes RgpA y Kgp, siguiendo las 

instrucciones del fabricante (FavorPrepTM Tissue Genomic DNA extraction Mini Kit, 

Favorgen Biotech Corp.). Brevemente las muestras se incubaron en 200 μL de 

buffer FATG1 y 20 μL de proteinasa K y se incubaron a 60ºC hasta lograr la lisis de 

las muestras. Luego de eluir, la muestra se incubó durante 2 min con 4 μL de 

RNAasa A, seguido de 200 μL de buffer FATG1 a 70ºC durante 1 hr y 

posteriormente se agregaron 200 μL de etanol 100%. La columna con la muestra 

se insertó en un tubo de colección y centrifugó durante 1 min a 18.000 xg y luego 

se lavó la columna con 400 μL de buffer FATG. A continuación, se realizaron 2 

lavados de la columna: 400 μL de buffer W1 y 1 min de centrifugación a 18.000 xg 

y 750 μL de buffer de lavado seguido de 1 min de centrifugación a 18.000 xg. 

Finalmente, la columna se incubó con 200 μL de buffer de elución (pH 7,5-9,0) 

durante 3 min y se centrifugó a velocidad máxima durante 2 min para eluir el DNA 

total. Las muestras se cuantificaron usando un espectrofotómetro (Bio-Tek) y 

almacenaron a -80ºC hasta la cuantificación absoluta mediante qPCR. 

Para detectar la presencia de marcadores de P. gingivalis en LCE y 

homogenizado de hipocampo se cuantificó el número de copias del gen que codifica 

para subunidad 16S o las gingipaínas RgpA o Kgp. Brevemente, a partir de 50 ng 

de DNA obtenidos de hipocampo se cuantificaron los genes codificantes para RgpA 

y Kgp y a partir de DNA obtenido de hipocampo y LCE se cuantificó la subunidad 

ribosomal 16S mediante qPCR, utilizando partidores específicos para P. gingivalis 

(Tabla 1), un kit KAPA SYBR® FAST qPCR (Kapa Biosystems, MA, USA), según las 

indicaciones del fabricante y, utilizando un equipo StepOne Plus (Applied 

Biosystem, CA, USA), se realizó el siguiente protocolo de amplificación: 95°C 

durante 3 minutos y 40 ciclos de 95°C durante 3 segundos y 60° durante 30 

segundos. Las UFC se calcularon de forma indirecta en base al número de copias 

del gen de la subunidad 16S de P. gingivalis. 

Además, en hipocampo y LCE se detectó la presencia de la gingipaína RgpA 

mediante citometría de flujo. Brevemente, 100 μL de cada muestra se centrifugó a 

2.000 xg durante 5 min a 4ºC. Posteriormente, el pellet se resuspendió en 200 μL 
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de PBS 1X, 5% de suero bovino fetal y anti-RgpA (1:200, RgpA R1, Biorbyt, UK), 

incubó durante 30 min a 4ºC y centrifugó a 2.000 xg durante 5 min a 4ºC. Luego, el 

pellet se resuspendió en 200 μL de anticuerpo anti-rabbit (Alexa Fluor® 647) durante 

30 min a 4ºC y se centrifugó a 2.000 xg durante 5 min a 4ºC. Finalmente, el pellet 

se resuspendió en 200 μL de PBS 1X y realizó la lectura en el citómetro de flujo 

(FACSCantoA, BD, Biosciences, NJ, USA). Los datos se analizaron utilizando el 

software FlowJo (FlowJo LLC, OR, USA).  

Tabla Nº1. Partidores utilizados para la detección de moléculas. 

Molécula Partidor Forward Partidor Reverse Referencias 

IL-1β 
5’tgtgatgaaagacggcacac3’ 5’cttcttctttgggtctttgtttgg3’ Díaz-Zúñiga y cols., 

2019 

IL-6 
5’cccttcaggaacagctatgaa3’ 5’acaacatcagtcccaagaagg3’ Díaz-Zúñiga y cols., 

2019 

TNF-α 
5’gcccagaccctcacactc3’ 5’ccactccagctgctcctct3’ Díaz-Zúñiga y cols., 

2019 

16S 
5’gcgctcaacgttcagcc3’ 5’cacgaattccgcctgc3’ Ilievski y cols., 2018 

RgpA 
5’agtgagcgaaacttcggagc3’ 5’ggtatcactgggtataacctgtcc3’ Abusleme y cols., 2012 

Kgp 
5’gaactgacgaacatcattg3’ 5’gctggcattagcaacacctg3’ Abusleme y cols., 2012 
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ANEXO Nº3: 

Modelo de infección periodontal experimental y detección de P. 

gingivalis 

 

Para determinar si la inoculación de P. gingivalis serotipo K1 o la cepa no capsulada 

K- en la mucosa palatina es capaz de inducir inflamación y resorción ósea, a partir 

de muestras de mucosa palatina, suero y maxilares, se cuantificaron los niveles de 

expresión y secreción de moléculas pro-inflamatorias y la resorción ósea, 

respectivamente (Supl. 1).  

En muestras de mucosa palatina de las ratas inoculadas con P. gingivalis serotipo 

K1 se detectaron elevados niveles de expresión de IL-6, IL-17 y TNF-α en 

comparación con las ratas inoculadas con la cepa no capsulada K- o ratas sham. 

 

 

 

Suplementaria 1. Expresión de 

moléculas en mucosa palatina de 

ratas inoculadas con P. gingivalis 

serotipo K1 o K- y ratas sham. A 

partir de mucosa palatina de 4 ratas 

por condición, se evaluaron los 

niveles de expresión de las 

moléculas pro-inflamatorias y pro-

resortivas. Las gráficas representan 

el valor promedio ± desviación 

estándar. IL: interleuquina, TNF: 

factor de necrosis tumoral. ** p<0,01, 

*** p<0,001. 

 

 

Luego, en muestras de suero, en las ratas inoculadas con P. gingivalis serotipo K1 

se observaron mayores niveles de secreción de IL-1β, IL-6 y TNF-α, en comparación 

a las ratas inoculadas con la cepa no capsulada K- o ratas sham (Supl. 2). 

Además, en las ratas inoculadas con P. gingivalis serotipo K1 se detectó mayor 

resorción ósea en los 1º, 2º y 3º molares maxilares derechos e izquierdos, en 
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comparación con las ratas inoculadas con la cepa no capsulada K- o ratas sham 

(Anexo Nº2, Supl. 3). 

 

Suplementaria 2. Secreción de moléculas en suero de ratas inoculadas con P. gingivalis 

serotipo K1 o K- y ratas sham. A partir de suero de 4 ratas por condición, se evaluaron los niveles 

de secreción de las moléculas pro-inflamatorias. Las gráficas representan el valor promedio ± 

desviación estándar. IL: interleuquina, TNF: factor de necrosis tumoral. ** p<0,01, *** p<0,001. 

 

Finalmente, se detectó la presencia de marcadores genéticos y moleculares de P. 

gingivalis en hipocampo y LCE, mediante la cuantificación, con partidores 

específicos, de la subunidad 16S y de las gingipaínas RgpA y Kgp, por qPCR y 

citometría de flujo, respectivamente (Tabla 1). Para todas las muestras se detectó 

un incremento en la presencia de los marcadores de la bacteria tanto en las ratas 

inoculadas con P. gingivalis serotipo K1 como con la cepa no capsulada K-, en 

comparación con las ratas sham (Supl. 4). 

 

En conjunto, estos datos nos permiten determinar que la inoculación palatina de P. 

gingivalis serotipo K1 en las ratas Sprague-Dawley induce mayor inflamación local, 

resorción ósea e inflamación sistémica que la cepa no capsulada (K-) y las ratas 

sham. 
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Suplementaria 3. Resorción ósea maxilar en ratas inoculadas con P. gingivalis serotipo K1 o 

K- y ratas sham. A partir de imágenes de maxilares obtenidas mediante microCT se realizó la 

reconstrucción 3D y se cuantificó la pérdida ósea. A. Esquema de las medidas lineales utilizadas 

para la cuantificación de la resorción ósea. La línea negra punteada es el límite amelo-cementaria 

(LAC), la línea inferior negra corresponde al hueso alveolar, la línea roja es la distancia entre el LAC 

y la cresta ósea. B a D) Reconstrucción 3D de hemimaxilares, E a G) Gráfica que representa el valor 

promedio ± desviación estándar de la resorción ósea de los 1º, 2º y 3º molares. No se demuestran 

las diferencias estadísticas. 
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Suplementaria 4. Detección de 

marcadores genéticos y 

moleculares de P. gingivalis 

en hipocampo y LCE de ratas 

inoculadas con P. gingivalis 

serotipo K1 o K- y ratas sham. 

A partir de muestras de 

hipocampo (4 por cada 

condición) o LCE (4 por cada 

condición) se detectó la 

presencia de los siguientes 

marcadores de P. gingivalis: A) 

Detección de la proteína RgpA 

mediante citometría de flujo, B) 

Cuantificación absoluta de una 

secuencia específica del gen de 

la subunidad 16S y C) 

Cuantificación de los niveles de 

expresión relativo de los genes 

RgpA y Kgp en hipocampos. Las 

gráficas representan el valor 

promedio ± desviación estándar. 


