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|. 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 polisacaridos capsulares, que se clasifican en 6 serotipos (K),
designados K1 a K6, ademas de la cepa no encapsulada K-, siendo el serotipo K1
el mas patogénico. Recientemente se ha detectado en distintos modelos de
periodontitis experimental inducida por P. gingivalis, neuroinflamacién y posibles
alteraciones en el aprendizaje. Ademas, en sujetos fallecidos con enfermedad de
Alzheimer (EA), se detectd 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 capsula K en el aprendizaje y

memoria espacial en ratas wild-type.

Metodologia: En ratas Sprague-Dawley macho de 4 a 6 semanas de edad, se
indujo periodontitis experimental por inoculacién en la mucosa palatina de la cepa
W50 (serotipo K1) y la cepa mutante carente de capsula, GPA (K’ de P. gingivalis,
repitiéndose 7 dias después (6 ratas por grupo). Como control se utilizaron animales
inyectados con medio de transporte de bacterias (6 ratas, sham). Luego de 45 dias,
se evaluo 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 citometria de flujo, gPCR, ELISA o

inmunfluorescencia.

Resultados: Luego de 55 dias, las ratas inoculadas con el serotipo K1 presentaron
mayores niveles de citoquinas pro-inflamatorias, mayores niveles extracelulares de
AB1-42, astrogliosis, mayor razon de proteina Tau fosforilada/Tau total y menor
desempeiio en el OASIS Maze, en comparacion con las ratas sham o a las

inoculadas con la cepa no encapsulada K.

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

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

type.



ll. MARCO TEORICO/ INTRODUCCION

II.1. Enfermedad periodontal

Las enfermedades periodontales son un grupo de condiciones inflamatorias
de etiologia multifactorial, que afectan al tejido gingival o a las estructuras de
proteccion o soporte dentario (Offenbacher, 1996; Pihlstrom y cols., 2005). En
particular, en la periodontitis se produce la destruccion de los tejidos de soporte del
diente, conduciendo en Ultima instancia, a su pérdida (Offenbacher, 1996; Kinane,
2001; Albandar, 2002). En términos generales, constituye la patologia 6sea de
mayor prevalencia a nivel nacional (Gamonal y cols., 2010). La causa principal de
la periodontitis es la presencia de un microbioma subgingival disbiotico, que
desencadena el inicio de la enfermedad inflamatoria (Hajishengallis y cols., 2012;
Hajishengallis, 2014a). Entre las bacterias mas comunmente asociadas a la
disbiosis se describen Treponema denticola, Tannerella forsythia, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans y Porphyromonas gingivalis, siendo P. gingivalis una de las
mas prevalentes (Socransky y cols., 1998; Herrera y cols., 2008; Cortelli y cols.,
2010; Abusleme y cols., 2013; Hajishengallis, 2014b; Hajishengallis, 2015).

[I.2. Porphyromonas gingivalis

P. gingivalis es un cocobacilo Gram negativo, pigmentado de negro, anaerobio
estricto, no mévil y asacarolitico 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 lipopolisacarido (LPS), las enzimas proteoliticas
(gingipainas) y los polisacaridos capsulares (Holt y cols., 1999; Yoshino y cols.,
2007; Bostanci y Belibasakis, 2012).

La capsula de P. gingivalis esta constituida por polisacaridos capsulares
cargados negativamente, que cumplen un rol en la estabilidad estructural de la
célula y el reconocimiento e interaccion con el hospedero, ademas de entregar
mecanismos de sobrevivencia, evasion de la respuesta inmune e invasion de
células y tejidos (Holt y cols., 1999; Vernal y cols., 2009; Bostanci y Belibasakis,

2012; Diaz-Zufiga y cols., 2012). La composicion quimica de los polisacaridos
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capsulares difiere entre distintas cepas y se compone principalmente de glucosa,
glucosamina, galactosamina, y acido galactosaminuronico, galactosa, 2-acetamido-
2-deoxy-D-glucosa, acidos manuronico, glucordnico y galacturénico (Schifferle y
cols., 1989; Farquharson y cols., 2000). En modelos animales, las cepas de P.
gingivalis capsuladas son mas virulentas, poseen mayor resistencia a la fagocitosis
por neutréfilos y resistencia a las proteinas séricas, causando infecciones mas
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
polisacéaridos capsulares, en P. gingivalis se describen 6 serotipos capsulares (K),
designados K1 a K6, ademas 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 infeccion e inducen respuestas inmunes
cualitativamente distintas que se podrian asociar a una variable patogenicidad y
podrian determinar las caracteristicas clinicas de la enfermedad (Vernal y cols.,
2009; Diaz-Zufiga y cols., 2012). Asi, las cepas bacterianas pertenecientes al
serotipo K1 se asocian a una mayor expresion de quimioquinas en macréfagos y a
una mayor migracion de neutrofilos (D’Empaire y cols., 2006). Los serotipos K1 y
K2 poseen mayor capacidad de inducir la expresion de citoquinas pro-inflamatorias,
tales como interleuquina (IL)-1B, IL-6 y factor de necrosis tumoral (TNF)-a, y de
quimioquinas en células dendriticas, mayor diferenciacién de linfocitos TCD4" hacia
los fenotipos T colaboradores (delinglés T helper, Th)1 y Th17, con mayor secrecién
del ligando del receptor del factor nuclear-kB (del inglés Receptor Activator of
Nuclear Factor kB, RANKL) y mayor numero de osteoclastos activos y, en pacientes
con periodontitis, una mayor frecuencia de proliferaciéon de linfocitos TCD4" de
memoria, evidenciando una exposicién previa a estos serotipos bacterianos y
sugiriendo su asociacion con la enfermedad (Vernal y cols., 2009; Melgar-
Rodriguez, 2014; Vernal y cols., 2014a; Vernal y cols., 2014b; Diaz-Zufiiga y cols.,
2015). Contrariamente, los serotipos K3, K4, K5 inducen una respuesta moduladora
en células dendriticas y mayor diferenciacion de linfocitos Th2, y la cepa no
capsulada (K°), una mayor diferenciacion 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 proliferacién de linfocitos TCD4" de memoria en sujetos sanos
en comparacion con pacientes afectados de periodontitis, lo que sugiere su
asociacion con la salud periodontal (Vernal y cols., 2009; Melgar-Rodriguez, 2014;
Vernal y cols., 2014b). En términos generales, el serotipo K1 es el serotipo
masinmunogénico 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 dafio 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 cronica (Gurav, 2014; Singhrao y cols., 2015). De
esta forma, la periodontitis se asocia con otras enfermedades o0 eventos extra-
orales, tales como la ateroesclerosis, infarto agudo al miocardio y accidente vascular
encefalico, riesgo de parto prematuro y bajo peso al nacer, pobre control de la
diabetes, y, recientemente, con la enfermedad de Alzheimer (EA) ( Preshaw y cals.,
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;
Aragon y cols., 2018; Puertas y cols., 2018).

[1.3. Enfermedad de Alzheimer

Las demencias son un conjunto de patologias caracterizadas por el deterioro
cognitivo o conductual, con una prevalencia que puede alcanzar el 30% en la
poblacion mayor de 60 afios (Crooks y Geldmacher, 2004). La EA es la forma mas
comun 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,
acompafnado de alteraciones del comportamiento (Glass y cols., 2010; Prince y
cols., 2015). Histologicamente, se caracteriza por presentar placas seniles
compuestas mayoritariamente de agregados insolubles de péptidos de Amiloide-3
(AB) y ovillos neurofibrilares compuestos por la proteina Tau hiperfosforilada (Glass
y cols., 2010; Olsen y Singhrao, 2015; Wu y cols., 2017).
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De ambos marcadores histopatolégicos, el AR es un péptido derivado de la
proteina precursora amiloide (del inglés Amyloid Precursor Protein, APP), una
proteina transmembrana que se expresa tanto en las células neuronales como no
neuronales, por clivajes secuenciales de las enzimas B-secretasa (del inglés 3-site
APP-cleaving enzyme, BACE) y y-secretasa, generandose péptidos de 38, 40 o0 42
aminoacidos (Haass, 2004; Haass y Selkoe, 2007). La proteina Tau es una proteina
citoplasmatica que estabiliza los microtibulos en las neuronas y, mediante su union
a la dineina y kinesina, participa en el transporte vesicular desde el soma neuronal
a la terminacion singptica (Dixit y cols., 2008; Chaudhary y cols., 2018). Al
hiperfosforilarse, se disocia del citoesqueleto y forma complejos con otras proteinas
Tau hiperfosforiladas, los que se acumulan en la neurona en forma de filamentos
helicoidales insolubles llamados ovillos neurofibrilares, los que conducen a la

disfuncién sinaptica (Hardy y Selkoe, 2002; Haass y Selkoe, 2007).

Aunque los mecanismos moleculares y celulares involucrados en la etiologia
y patogénesis de la EA no estan completamente dilucidados, se especula que su
origen se asocia con la inflamacion cerebral cronica (Kamer y cols., 2008a; Kamer
y cols., 2008b). La teoria de la neuroinflamacion como potencial factor iniciador de
la EA establece que la exposicion sostenida a mediadores pro-inflamatorios en el
cerebro puede desencadenar una inflamacién progresiva autoperpetuante, que
culmina en dafio neuronal y neurodegeneracion, como consecuencia de la

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

[1.3.1. 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 fisiologicas, presentan un fenotipo protector
con un rol importante en la mantencién de la homeostasis, remodelaciéon de las
sinapsis y secreciéon de factores neurotréficos. Las microglias expresan diversos
receptores de reconocimiento de patrones (del inglés Pattern Recognition Receptor,
PRR) que reconocen las sefiales moleculares asociadas a patégenos (del inglés
Pathogens-Associated Molecular Pattern, PAMPS) o asociadas a dafio (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
estimulos inflamatorios, estableciendo una respuesta moduladora caracterizada por
la secrecién de las citoquinas moduladoras IL-10 y el factor de crecimiento
transformante (TGF)-B1 (Hanisch, 2002). La respuesta de la microglia M2 es
generalmente autolimitante, y finaliza una vez resuelto el evento que la originé. Tras
el primer contacto con PAMPs o DAMPs, las microglias sufren un proceso
denominado priming, que se manifiesta como una mayor sensibilidad ante estimulos
inflamatorios (Perry y Teeling, 2013; Heneka y cols., 2015a; Varatharaj y Galea,
2017). De este modo, si el estimulo inflamatorio persiste, se desencadena su
activacion y diferenciacion a un perfil de microglia inflamatoria o M1, la que
incrementa la sintesis de citoquinas inflamatorias, tales como IL-1B, IL-6 y TNF-q, y
de factores neurotoxicos, como especies reactivas de oxigeno (del inglés reactive
oxygen species, ROS) o de nitrogeno (del inglés reactive nitrogen species, RNS)
(Akiyama y cols., 2000; Heneka y cols., 2015b; Lively y Schlichter, 2018). Asi, las
microglias M1 y sus citoquinas son capaces de inducir la activacion de los astrocitos
(Glass y cols., 2010).

Los astrocitos son el tipo de célula glial mas abundante, responsables de
multiples funciones esenciales para la homeostasis cerebral al mantener el
metabolismo neuronal, regular la transmision sinaptica 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; Caiy cols., 2017). Este proceso se caracteriza por una mayor
proliferacion, cambios morfoldgicos, mayor secrecion de moléculas inflamatorias,
produccion de metaloproteinasas de matriz (del inglés Matrix Metalloproteinases,
MMP) 2 y 9 y ROS/RNS, y mayor produccion de AB (Glass y cols., 2010; Birch,
2014; Heneka y cols., 2015a; 2015b; Cai y cols., 2017; Mufioz 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 AB40,
principalmente, que se acumulan en el cerebro formando distintas estructuras, las
cuales a su vez, inducen una mayor respuesta inflamatoria microglial y astrocitaria,

estableciendo asi, la cronicidad de la inflamacién cerebral (Akiyama y cols., 2000;
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Haass y Selkoe, 2007; Paula-Limay cols., 2011; SanMartin y cols., 2012; SanMatrtin
y cols., 2017; Mufioz y cols., 2018).

[I.4. Planteamiento del problema

Las bacterias periodonto-patégenas, sus factores de virulencia o los
mediadores inflamatorios podrian causar neuroinflamaciéon a través de distintos
mecanismos (Forner y cols., 2006; Miklossy, 2011; Poole y cols., 2013). Diversos
estudios han demostrado que bacterias orales podrian colonizar el cerebro
mediante diseminacién por la circulacion periférica o mediante la migracién
retrograda via 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, ventriculo lateral o liquido cerebro-espinal (LCE) de pacientes afectados o
no de EA (Riviere y cols, 2002; Poole y cols., 2013; Dominy y cols., 2019). Asi, ha
surgido una nueva hipoétesis etiolégica de la EA en individuos con enfermedades
cronicas no transmisibles, que considera la contribucion de microorganismos que
participan en enfermedades causadas por cambios disbioticos, como la

periodontitis.

P. gingivalis, al ser una de las bacterias orales mas prevalentes y patogénicas,
ha sido estudiada en modelos experimentales con el objetivo de evaluar su potencial
rol en la neuroinflamacién. Asi, recientemente, se demostroé que la aplicaciéon oral
de homogenizados de P. gingivalis serotipo K1 se asocia con neuroinflamacion,
neurodegeneracion, astrogliosis y formacion de placas de AB vy ovillos
neurofibrilares (llievski y cols., 2018). Ademas, se ha demostrado que la cepa P.
gingivalis ATCC®33277™ no capsulada K-, genera un incremento en los niveles de
produccion de IL-1B, IL-6 y TNF-a, mayor secrecion de AB-40 y AB-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 (administracion oral) o
inyeccion intraperitoneal, y no evaluan el signo de resorcion 0sea, necesario para
validar el modelo de periodontitis experimental. Ademas, gran parte de los estudios
no realizan la deteccion de marcadores de la bacteria en cerebro, por lo que no se
puede determinar si los resultados se deben ala migracion de la bacteria o a efectos
desencadenados por la via de administracion oral o intraperitoneal, como una
disbiosis intestinal y/o inflamacion sistémica, respectivamente. En términos
generales, si bien existe evidencia que asocia a P. gingivalis con neuroinflamacion
o deterioro cognitivo, hasta ahora no existe un estudio que evalle el efecto de la
periodontitis experimental en ratas wild-type. Asi, resulta relevante determinar si, en
un modelo de periodontitis experimental validado mediante la evaluacién de
resorcion O0sea y mediadores inflamatorios, una cepa P. gingivalis del serotipo
capsular mas 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.



ll. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

[ll.1. Hipotesis
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 comparacién a una cepa no capsulada

K™ o ratas sham.

[11.2. Objetivo general
Determinar el efecto de Porphyromonas gingivalis serotipos K1 o K sobre los
niveles de mediadores pro-inflamatorios, la presencia del marcador histopatolégico
Amiloide-B1-42 y la memoria espacial dependiente de hipocampo en ratas Sprague-

Dawley afectadas de periodontitis experimental.

I11.3. Objetivos especificos
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-1B, IL-6, TNF-a 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 histopatoldgicos 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).



IV. METODOLOGIA.

IV.1. Cepas y condiciones de cultivo bacteriano
La cepa capsulada Porphyromonas gingivalis W50 (serotipo K1) y una cepa W50
en gue se delecionaron los genes que codifican para las enzimas que permiten la
sintesis de la capsula para generar la mutante GPA (APG0116- 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 °C, bajo
condiciones capnofilicas en una camara 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 realiz6 tal como se describié previamente (Vernal y cols., 2008) (Anexo N° 2).

IV.2. Animales de experimentacién
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 Catdlica
de Chile. Los animales fueron alojados en la Unidad de Mantencion de Animales del
Pabellon H de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile, en jaulas
separadas, con filtros de aire y mantenidos en condiciones estandar bajo un ciclo
invertido de 12:12 horas de luz/oscuridad, a 22+0,5°C, 40-70% de humedad relativa,
con agua y alimentacion 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-infeccion se realizé bajo anestesia general con isoflurano 2% y tal como
se describio previamente (More y cols., 2018a). Brevemente, se realizO una
inyeccion en la mucosa palatina de los animales que contenia P. gingivalis serotipo
K1 o la cepa no capsulada K™ en un volumen de 100 pL a una concentracion de 1 x
10%° UFC/mL, repitiéndose una segunda inyeccion 7 dias 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
Pabellon G de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. El modelo de

periodontitis experimental se evalué mediante la presencia de inflamacion en



10
muestras de mucosa palatina y suero, y la cuantificacion de la resorcion Osea

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 procedi6 a evaluar el aprendizaje y la memoria espacial dependiente de
hipocampo, mediante el OASIS Maze. Luego de 45 dias desde la primera inyeccion
de bacterias en la mucosa palatina las ratas iniciaron el OASIS Maze siguiendo las
especificaciones de Clark y cols., 2005, con algunas modificaciones menores
(Martinez 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 ningun pocillo y con la clave visual durante 15 min. Luego, cada animal
fue privado de agua y durante los 3 dias siguientes se realizo el pre-entrenamiento,
consistente en 10 min de actividad dentro de la arena con 21 pocillos con agua y
una clave visual. Finalmente, se realizo el entrenamiento, consistente en 6 dias en
los cuales los animales fueron dispuestos en la arena, registrando 15 ensayos por
dia de 1 min de duracién o hasta que el animal encontrara la recompensa. Para
cada animal, larecompensa se ubicaba en un solo pocillo sin modificar su ubicacién
durante los 15 ensayos, cambiando su ubicacion durante los 6 dias, siempre

colocandolo en una posicién de partida distinta dentro del OASIS Maze.

Cada ensayo fue registrado con una camara en posicion cenital (enfocada desde
superior) y, posteriormente, se reconstruyd el recorrido del animal mediante la
técnica de videotracking y analizg, utilizando el software MatLab (MathWorks,
MITRE, MA, USA), para obtener la latencia o tiempo de duracién de cada ensayo
(s), la tasa de éxito (n° de aciertos/n°® ensayos) y la razén de distancia
observada/esperada. Se registré la distancia total recorrida y la velocidad en
actividad, para constatar que los animales no presentaran diferencias en sus

capacidades motoras.

IV.4. Extraccion de muestras bioldgicas: Liquido 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 esterotaxico para extraer aproximadamente
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200-250 pL de liquido cerebro-espinal (LCE), segun 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 puncién cardiaca y se continud con la eutanasia mediante dislocacién
cervical. La sangre se traspaso a un tubo Falcon de 50 mL e incub6 durante 30 min
a 60°C, seguido de 5 min a 4°C y centrifugo a 3.000 g por 5 min para obtener el
suero. EI LCE y el suero obtenido se almacenaron a -80°C. Inmediatamente
después de ser eutanasiadas, el cerebro ad integrum se extrajo y mantuvo en una
solucioén de diseccion, compuesta por KCls mM, NaH2POa4 1,25 mM, NaHCO3s mM,
suplementado con Sacarosa 7,28%, dextrosa 0,18%, 2 mL de MgCl2 1M, 100 pL de
CaCl2 1M y 1 mL de Piruvato 0,3 mM. De cada cerebro se aisl6 el hipocampo y

almacend a -80°C.

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 -80°C hasta su procesamiento.

IV.5. Cuantificacion de secrecion de moléculas proinflamatorias

mediante ELISA
Para la cuantificacion de las moléculas IL-1B3, IL-6 y TNF-a, cada hipocampo se
homogeniz6 segun el siguiente protocolo. Cada hipocampo se descongeld y
disgrego en una solucion que contiene Tris-HCI 0,5M, NaCl 2M, CaClz 250 mM,
Tx100 25% e inhibidor de proteasas. Luego, cada hipocampo se lavo con 1 mL de
NaCl 0,9% 3 veces, para posteriormente agregar 10 yL de buffer por cada mg de
peso de la muestra, y se desintegré con un homogenizador eléctrico para luego
centrifugar a 10.000 xg durante 5 min a 4°C. Posteriormente, se recuper6 el
sobrenadante en agua milliQ, se midid la concentracion en un espectrofotometro

(Bio-Tek) y se almacenaron en alicuotas de 200 uL a -80°C.

A partir de 100 pL de suero, hipocampo y LCE, se cuantificé la secrecion de las
citoquinas IL-1B, IL-6 y TNF-a mediante ELISA, siguiendo las instrucciones del
fabricante (R&D, Minneapolis, USA) y evaluando la absorbancia a 460 nm y 560 nm

usando un espectrofotometro de placas (Bio-Tek, Winooski, VT, USA). La
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cuantificacion de la secrecion de moléculas en suero se realiz6 como parte de la

evaluacion del modelo de periodontitis experimental (Anexo N°3).

IV.6. Cuantificacién de AB en hipocampo y LCE
A partir de 100 uL de hipocampo y LCE, se cuantifico la secrecion del marcador de
enfermedad de Alzheimer AB1-42, mediante ELISA, siguiendo las instrucciones del
fabricante (R&D, Minneapolis, USA) y evaluando la absorbancia a 460 nmy 560 nm

usando un espectrofotdmetro de placas (Bio-Tek, Winooski, VT, USA).

IV.7. Obtencion de muestras bioldégicas para analisis mediante
inmunofluorescencia
Luego de finalizado el OASIS Maze, 2 ratas por cada grupo se destinaron para
analisis mediante inmunofluorescencia. Para el analisis histolégico del cerebro, las
ratas se perfundieron con 300 mL de solucion salina 0,9% seguido de 300 mL de
paraformaldehido (PFA) 4%. Luego de aislar el cerebro ad integrum, se almacend
durante 2 h en PFA 4% y posteriormente, en solucion de sacarosa 30% con Azida.
Posteriormente se obtuvieron cortes de 10 um de grosor en criostato y almacenaron
en PBS 1X a 4°C hasta su uso.

Para las inmunofluorescencias se utilizaron anticuerpos primarios anti-Tublll
(Abcam, Ab18207), anti-GFAP (Abcam, abl10062), anti-phosphoTau (Phospho
S404, Abcam, ab64193) y anti-Tau (Abcam, ab64193), seguido de un anticuerpo
secundario anti-ratén, cabra o conejo (Alexa Fluor® 488, Alexa Fluor® 594 o Alexa
Fluor® 647, Abcam US). Para poder visualizar los nucleos se utilizé un medio de
montaje que contiene DAPI (Abcam, ab104139). La obtencion de las imagenes se
realizd mediante el Microscopio Confocal C2 Plus Espectral (Nikon, USA) y el
analisis de las imagenes se realiz6 con los softwares NIS Elements Viewer (Nikon
Instruments Inc., Mitsubishi, JPY) e ImageJ 5.0 (NIH, MD, USA).

IV.8. Andlisis de los datos
Los datos de los niveles de secrecion de citoquinas se expresaron como los valores
promedio de la concentracion (pg/mL) £+ desviacion estandar. Los datos del OASIS
Maze se representaron en unidades de tiempo (s), ademas de tasa de éxito y razon
entre distancia observada/ esperada, como valores promedio + desviacion estandar.

La normalidad de distribucion de los datos se determiné 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 estadisticamente usando el software SPSS
v.15.0 (Lead Technologies Inc., Charlotte, NC, USA). Las diferencias se

consideraron estadisticamente significativas cuando p-value <0,05.
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V. RESULTADOS
Inicialmente, se evaluo la presencia de periodontitis experimental en todas las ratas
experimentales y controles (Anexo N°3). Luego de 55 dias, las ratas inoculadas con
P. gingivalis serotipo K1 presentaron mayor resorcion ésea y mayores niveles de
expresion y secrecion de citoquinas pro-inflamatorias en mucosa palatina y suero,

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

V.1. Evaluacion 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 procedi6 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 dias o sesiones, se evaluo
la tasa de éxito, la latencia del ensayo y la razon distancia observada/esperada. No
hubo diferencias en la distancia total recorrida y la velocidad en actividad entre los
animales, por lo que se confirmd que estos no presentaban diferencias en sus

capacidades motoras (datos no mostrados).

La Figura 1 representa la tasa de éxito, la latencia y la razén de distancias
observadas en los distintos grupos el altimo dia del ensayo, dia 6. Al evaluar la tasa
de éxito se logra detectar que las ratas inoculadas con P. gingivalis serotipo K1
presentan una menor tasa en comparacion con las ratas sham, y una tendencia a
una menor tasa en comparacion 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 comparacion con las ratas sham y las inoculadas con la cepa no
capsulada K. Finalmente, para la razén de distancia observada/esperada, se
observa que las ratas inoculadas con P. gingivalis serotipo K1 presentan una mayor
razon de distancias en comparacion con las ratas sham y las inoculadas con la cepa

no capsulada K.
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V.2. Cuantificacion de secrecion de moléculas pro-inflamatorias en
hipocampo y LCE
Para determinar si la inoculacion 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 secrecion de las citoquinas IL-18, IL-6 y TNF-a. En las
ratas inoculadas con P. gingivalis serotipo K1 se detectaron mayores niveles de
secrecion, tanto en hipocampo como en LCE, de IL-18 e IL-6, en comparacion con

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

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

K (Fig. 2).
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Figura 2. Cuantificacion de secrecidon de moléculas pro-inflamatorias en hipocampoy LCE en

ratas inoculadas con P. gingivalis serotipo K1 o Ky ratas sham. A partir de 4 ratas inoculadas

con P. gingivalis serotipo K1 o K" y ratas sham se cuantificaron los niveles de IL-1f3, IL-6 y TNF-a en

hipocampo y LCE. Las graficas representan el valor promedio + desviacion estandar. IL:

Interleuquina, TNF: factor de necrosis tumoral, pg: picogramos. *** p<0,001.
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V.3. Cuantificacién de secrecion de AB1-42 en hipocampo y LCE

Para determinar el efecto de la inoculacion de la cepa serotipo K1 o la no capsulada
K en el marcador histopatologico de la EA, AB1-42, se cuantificé su nivel de
produccion en hipocampo y LCE. En hipocampo, las ratas inoculadas con P.
gingivalis serotipo K1 presentaron mayores niveles de AB1-42, en comparacion con
las ratas sham o inoculadas con P. gingivalis serotipo K™. En el LCE, las ratas sham
presentaron los mayores niveles de ABR1-42, en comparacion con las ratas

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

Figura 3. Cuantificacion de

A Hipocampo B LCE
AB1-42 en hipocampo y
AB42 AB42 LCE. A partir de
28 ¢ T : 0. T . homogenizado de

I hipocampo y muestras de

21 + 38 +

I LCE de 4 ratas inoculadas

pg/mL

con P. gingivalis serotipo K1,

13 1 - 4  inoculadas con P.
0

gingivalis serotipo Ky 4

& : & : o
e K1 K e K1 K ratas sham, se cuantificaron
F!;eg;?r:;?:.'ie ie;‘jr:;‘;;ie los niveles secretados del

marcador  histopatoldgico
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Al evaluar la razén de AB1-42 hipocampo/LCE, se observl que existe una mayor
razon en las ratas inoculadas con la cepa serotipo K1, en comparacion con las otras

condiciones (Fig. 4).
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V.4. Analisis histoldgico
Para determinar la presencia de astrocitos y neuronas, en los cortes de hipocampos
obtenidos de las ratas tras su eutanasia, se realizd deteccion inmunohistoquimica
de Tubulina-111, una proteina exclusivamente presente en neuronas, y de la proteina

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

Tub-lll GFAP DAPI Merge

Sham

K1

Figura 5. Inmuno-fluorescencia de hipocampo en ratas inoculadas con P. gingivalis serotipo
K1 o K"y ratas sham. Imagenes obtenidas de la regién CA1 de hipocampos de ratas infectadas con
P. gingivalis serotipo K1 o no capsulada K"y ratas sham. En verde Tub-IIl (neuronas), en rojo GFAP

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

Para determinar el nimero de astrocitos y neuronas, se hizo el recuento total de
nucleos tefidos con DAPI en muestras de hipocampo, para su normalizacion (Fig.
6). Al cuantificar el nimero de astrocitos, se detectd que no existen diferencias en

el niumero de astrocitos en los hipocampos de las distintas condiciones.
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Luego, mediante inmunofluorescencia se evalu6 la presencia de la proteina Tau
total y Tau hiperfosforilada en muestras de hipocampo (Fig. 7). Posteriormente, se
cuantifico la razon de proteina Tau hiperfosforilada respecto de la proteina Tau total
(Fig. 8) donde se detecto un incremento de larazén en la region CA1 del hipocampo
de las ratas inoculadas con la cepa serotipo K1, en comparacion 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. Imagenes obtenidas de la regién CAl de hipocampos de
ratas inoculadas con P. gingivalis serotipo K1 o la cepa no capsulada K" y ratas sham. En rojo

proteina tau, en verde proteina tau fosforilada y en azul los nlcleos de las células (DAPI).
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VI. DISCUSION
En este trabajo se utiliz6 un modelo de periodontitis experimental que consistio en
la inoculacién palatina de la cepa de P. gingivalis W50 de serotipo capsular K1y la
cepa mutante GPA no capsulada K™ en ratas Sprague-Dawley, el cual fue validado
por la presencia de inflamacion y resorcion 6sea en el grupo inoculado con P.
gingivalis serotipo K1 (Suplementaria 3, Anexo 3). Luego, se evaluo el efecto de P.
gingivalis serotipo K1 o la cepa no capsulada K en el aprendizaje y memoria
espacial. Luego de 55 dias en ambos grupos experimentales se logré 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 produccion de citoquinas pro-inflamatorias y AB1-42,
astrogliosis, mayor razon de proteina Tau fosforilada/Tau total y menor desempefio
en el OASIS Maze, en comparacion 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-
Rodriguez, 2014). Diversos estudios in vitro en distintas células inflamatorias han
concluido que el serotipo capsular K1 es el mas inmunogénico, estimulando una
mayor produccion de quimioquinas y citoquinas pro-inflamatorias en comparacion
con los serotipos capsulares K3, K4, K5 o K6 y las cepas no capsuladas en
macroéfagos, monocitos, células dendriticas y linfocitos TCD4" (D’Empaire vy cols.,
2006; Vernal y cols., 2009; Kunnen y cols., 2012; Vernal y cols, 2014b; Diaz-Zufiga
y cols., 2015). En efecto, las células dendriticas son capaces de reconocer los
polisacéaridos capsulares mediante el receptor tipo Toll (del inglés Toll like receptor,
TLR)-4 y activar la sefializacion intracelular que determina la respuesta inflamatoria
0 moduladora, dependiendo del serotipo infectante (Diaz-Zuiiga y cols., 2015). Las
células dendriticas comparten la misma linea celular de origen que las microglias y
se describe que las microglias reconocen los agregados de ApB mediante TLR-4 y
establecen la respuesta inflamatoria que origina el fendmeno neuroinflamatorio
(Walter y cols., 2007; Reed-Geaghan y cols., 2009). Ademas, 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 infeccion por P. gingivalis puede causar deterioro de la memoria
a través de la induccion de una respuesta neuroinflamatoria mediada por la
liberacién de citoquinas proinflamatorias, en distintos modelos animales de EA
(Ishida y cols., 2017; Ding y cols., 2018). Asi, se propone que una infeccién
periodontal por P. gingivalis serotipo K1 induce una mayor activacion de microglias,
lo que explicaria, al menos en parte, la mayor secrecion de citoquinas pro-
inflamatorias, en comparacién con la infeccién por una cepa no capsulada. Se
sugiere que esta distinta capacidad inmuno-estimulatoria entre los distintos
serotipos capsulares de P. gingivalis podria deberse a diferencias en la composicion
y estructura de los polisacaridos 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 realizé la administracion oral
de P. gingivalis serotipo K1 en ratones de 8 semanas, 3 veces a la semana, por 22
semanas, detectandose un elevado nivel de las citoquinas pro-inflamatorias IL-183,
IL-6 y TNF-a, un mayor niumero de microglias activas, astrogliosis, mayores niveles
de AB1-42, proteina Tau fosforilada y ovillos neurofibrilares en hipocampo, en
comparacion con las ratas control (llievski y cols., 2018). Contrariamente, algunos
estudios han encontrado que la cepa P. gingivalis (ATCC®33277™) no capsulada
(K") produciria neuroinflamacion, mayores niveles de AB1-40 y AB1-42, deterioro
cognitivo y lesiones caracteristicas de la EA, con respecto al control (Poole y cals.,
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 evaltan el signo de resorcion Osea. En efecto, la inyeccién de LPS
intraperitoneal o la administracion de bacterias mediante oral gavage no constituyen
per se un modelo de periodontitis. El gold standard lo constituye la aplicacion de
ligaduras que inducen resorcion 6sea e inflamacion entre el dia 10 y 15 posterior a
su instalacion, o la inyeccion 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 investigacion logré 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 inoculacion 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

podrian ser consecuencia de una disbiosis intestinal o de una inflamacion sistémica.

La presencia de inflamacion en el hipocampo incrementa los niveles de expresion
de APP y BACE y, como consecuencia, aumentan los niveles secretados de AB1-
40 o AB1-42 (Heneka y cols., 2015a; Frost y Li, 2017). Las principales células
responsables de la secrecion de AB son las neuronas y los astrocitos reactivos
(Birch, 2014). En efecto, las ratas enfrentadas a P. gingivalis serotipo K1
presentaron mayores niveles de AB1-42 en comparacion al control y a las ratas
inoculadas con la cepa no capsulada. No obstante los astrocitos reactivos son
capaces de secretar mayores niveles AB1-42 que las neuronas, las neuronas
secretan 7 veces méas ApB1-40 (Frost y Li, 2017). Sin embargo, el AB1-42 secretado
por los astrocitos reactivos tiene mayores modificaciones no enzimaticas que lo
transforman en un péptido insoluble y permiten la conformacion de placas seniles,
las que mantienen una activacion permanente de las microglias (Frost y Li, 2017).
Asi, para poder determinar si los niveles de AB son capaces de asociarse al
deterioro cognitivo, se debe establecer la razén AB1-42/AB1-40 (Birch, 2014). En
este sentido, la mantencion de las funciones fisiolégicas de las microglias y
astrocitos es fundamental para la eliminacion del AB1-42 (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
produccion de AB1-42 y a una posible disminucion en su eliminacién, lo que conduce
a su acumulacién cerebral y potencial formacion de placas de Ap1-42, datos que

aun no han sido demostrados.

Ademas, en condiciones neuroinflamatorias, como ocurre en el grupo inoculado con
P. gingivalis serotipo K1, los mecanismos de eliminacion de AB1-42 podrian
alterarse, por lo que gran parte del AB1-42 se acumularia en el espacio perivascular
de la barrera-hematoencefdlica (Varatharaj y Galea, 2017). Esto permite explicar la
mayor razon hipocampo/LCE de AB1-42 en el grupo inoculado con P. gingivalis
serotipo K1, en comparacion con los demas grupos. En efecto, la menor deteccion

de AB1-42 en LCE de personas afectadas de EA es un marcador de progresion de
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la enfermedad, puesto que es un dato sugerente de mayor acumulacion cerebral y,
por tanto, de una posible mayor neuroinflamacion (Counts y cols., 2017; Pawlowski
y cols., 2017; Molinuevo y cols.,, 2018). Al mismo tiempo, el ambiente
neuroinflamatorio, oxidativo y la alteracion de la homeostasis cerebral afectan el
metabolismo y funcion de las neuronas hipocampales, alterando, en consecuencia,
la funcion cognitiva (Cai y cols., 2017). Por lo tanto, la mayor neuroinflamacion,
astrogliosis, produccion de AB1-42 y proteina tau fosforilada producida ante P.
gingivalis serotipo K1, explicarian el peor desempefio de estos animales en el
OASIS Maze

A partir de la deteccion 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 inoculacion a distintos tejidos u érganos del hospedero. Sin embargo, en
este estudio no se pudo determinar si el transporte de las bacterias o sus factores
de virulencia ocurrié desde la circulacién periférica hacia el cerebro, o desde los
tejidos periodontales hacia el cerebro por via nerviosa. Recientemente, se ha
propuesto la teoria del neurobioma que explica la migracion de microorganismos
desde la mucosa respiratoria o periodontal hacia el cerebro via nervios olfatorio o
trigémino (Miklossy, 2011; Olsen y Singhrao, 2015). Una vez en el cerebro, los
microorganismos serian capaces de activar a las microglias a un fenotipo M1, que
secretaran citoquinas pro-inflamatorias y MMP2 y 9. Las MMP2 y 9 serian capaces
de degradar al colageno tipo 1V, claudinas, ocludinas y B-distroglicanos, proteinas
que permiten la conformacion de la barrera hemato-encefélica (Agrawal y cols.,
2006; Yang y cols., 2007). Asi, una vez permeabilizada la barrera, las bacterias, sus
factores de virulencia y los mediadores inflamatorios originados ante ellas, podrian
difundir desde el cerebro hacia la circulacion y, las bacterias, los factores de
virulencia o los mediadores inflamatorios originados en los tejidos periodontales
podrian ingresar en mayor medida al cerebro por esta via. En este estudio se logro
comprobar esta hipotesis parcialmente, ya que se detectd a P. gingivalis en
hipocampo, suero y LCE, pero no es posible determinar la direccidon en que esta
bacteria migrd. Seria adecuado un estudio que incluya la cuantificacion de MMP-2
y MMP-9 en el hipocampo de ambos grupos experimentales, ya que estas MMPs

estan involucradas en varios de los mecanismos que generan cambios disruptivos
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en la barrera hemato-encefalica durante la inflamacion (Yang y cols., 2007;
Varatharaj y Galea, 2017). De esta forma, un aumento de estas MMP permitiria
inferir que hay una mayor difusion de mediadores inflamatorios y, posiblemente, de
las bacterias o sus factores de virulencia desde la circulacién periférica hacia el

cerebro y, asi, conocer la contribucion de esta via 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 cronicas no
transmisibles, habitos, estilos de vida, nutricion, 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. Asi, la periodontitis inducida por P. gingivalis serotipo K1 se correlacion6
inversamente con la capacidad de aprendizaje y memoria espacial. En comparacién
con la cepa no capsulada, los controles sham no presentaron diferencias. Por lo
tanto, la presencia de capsula K1 en P. gingivalis podria determinar una mayor
virulencia de la bacteria y una mayor contribucion a la inflamacion cerebral,

acumulacion de marcadores de EA y deterioro cognitivo.

La EA es la forma mas comiun de demencia y su manejo ha significado un gran
desafio de politicas publicas de salud con un gasto financiero a nivel mundial que
va en aumento. La prevencion a través del manejo de factores modificables es una
de las claves para evitar o desacelerar la progresiéon de la EA. En este sentido,
comprender la contribucion de la periodontitis y, especificamente, de P. gingivalis o
sus factores de virulencia al desarrollo de la EA, es fundamental para el desarrollo
de estrategias de intervencion y opciones terapéuticas apropiadas para esta

enfermedad.
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VII. CONCLUSIONES

En conclusion, en este trabajo se determind que:

1. La periodontitis experimental inducida por P. gingivalis serotipo K1 se asocio a
alteraciones en el aprendizaje y memoria espacial, en comparacion con la

inoculacion con la cepa no capsulada K™y el control.

2. La periodontitis experimental inducida por la cepa P. gingivalis W50 (serotipo K1)
se asocid a una mayor neuroinflamacion en hipocampo, en comparacién con las

demas condiciones.

3. La periodontitis experimental inducida por la cepa P. gingivalis W50 (serotipo K1)
se asocié a una mayor acumulacion de los marcadores histopatolégicos AB1-42
y Tau hiperfosforilada, asociados a la EA, en hipocampo, en comparacion con las

demas condiciones.
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ANEXO N°2

1. Curva de crecimiento bacteriano
Con el objetivo de obtener un numero suficiente y reproducible de unidades
formadoras de colonias (UFC) para la induccion de las infecciones periodontales,
las curvas de crecimiento se obtuvieron tal y como se describié previamente (Vernal
y cols., 2008). Brevemente, cada cepa bacteriana se inoculé en 10 mL de caldo de
cultivo BHI suplementado con hemina y menadiona y mantuvieron en camara de
anaerobiosis hasta lograr una densidad Optica (DO) de 0,05 medida en
espectrofotometro, a una longitud de onda de 560 nm (Halo RB-10 UV-VIS
Spectophotometer, Dynamica, Germany). Lecturas de espectrofotbmetro
adicionales se realizaron en distintos tiempos hasta que el microorganismo alcanzé
lafase de crecimiento estacionario. Con cada medicion de DO, se tomo una muestra
de 100 pL, la que se diluyé de forma seriada (log10) en PBS y 100 pL de cada
dilucion se sembr6 en BHI suplementado con hemina y menadiona. Luego de 5-7
dias, el numero de unidades formadoras de colonias se cuantificé y contrasté con
las DO correspondientes. A partir de los datos obtenidos se graficaron las curvas
DO versus tiempo y DO versus UFCx10%mL para obtener un nimero conocido de
UFC/mL en fase de crecimiento exponencial para realizar la induccion de la
infeccion periodontal. Esto fue realizado en el Laboratorio de Microbiologia de la

Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile.

2. Purificacion del mRNA total de muestras biolégicas y expresiéon de

moléculas mediante gPCR.
La purificacion del RNA total de las muestras de mucosa palatina y la sintesis de la
primera cadena de cDNA se realizé de acuerdo con los protocolos descritos
anteriormente (Diaz-Zufiga, 2014; Diaz-Zudiga y cols., 2015; Melgar-Rodriguez y
cols., 2016). La expresiéon de los RNA mensajeros de las citoquinas IL-18, IL-6, IL-
17 y TNF-a de mucosa palatina se analizé a partir de 50-200 ng de cDNA mediante
gPCR utilizando partidores especificos (Tabla 1), un kit KAPA SYBR® FAST qPCR
(Kapa Biosystems, MA, EE. UU.) y como indica el fabricante.
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3. Deteccidn de Porphyromonas gingivalis

A partir de muestras hipocampo y LCE se purificO el DNA total para la
cuantificacion de la subunidad 16S y los genes RgpA y Kgp, siguiendo las
instrucciones del fabricante (FavorPrep™ Tissue Genomic DNA extraction Mini Kit,
Favorgen Biotech Corp.). Brevemente las muestras se incubaron en 200 yL de
buffer FATG1 y 20 uL de proteinasa K y se incubaron a 60°C hasta lograr la lisis de
las muestras. Luego de eluir, la muestra se incubé durante 2 min con 4 pL de
RNAasa A, seguido de 200 pL de buffer FATG1 a 70°C durante 1 hr y
posteriormente se agregaron 200 yL de etanol 100%. La columna con la muestra
se insert6 en un tubo de coleccion y centrifugd durante 1 min a 18.000 xg y luego
se lavo la columna con 400 uL de buffer FATG. A continuacion, se realizaron 2
lavados de la columna: 400 pL de buffer W1y 1 min de centrifugacion a 18.000 xg
y 750 pL de buffer de lavado seguido de 1 min de centrifugacion a 18.000 xg.
Finalmente, la columna se incub6 con 200 pyL de buffer de elucién (pH 7,5-9,0)
durante 3 min y se centrifugé a velocidad maxima durante 2 min para eluir el DNA
total. Las muestras se cuantificaron usando un espectrofotometro (Bio-Tek) y

almacenaron a -80°C hasta la cuantificacion absoluta mediante qPCR.

Para detectar la presencia de marcadores de P. gingivalis en LCE vy
homogenizado de hipocampo se cuantificé el nUmero de copias del gen que codifica
para subunidad 16S o las gingipainas 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 cuantifico la subunidad
ribosomal 16S mediante gPCR, utilizando partidores especificos para P. gingivalis
(Tabla 1), un kit KAPA SYBR® FAST gPCR (Kapa Biosystems, MA, USA), segln las
indicaciones del fabricante vy, utilizando un equipo StepOne Plus (Applied
Biosystem, CA, USA), se realizo6 el siguiente protocolo de amplificacion: 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 nimero de copias

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

Ademas, en hipocampo y LCE se detect6 la presencia de la gingipaina RgpA
mediante citometria de flujo. Brevemente, 100 uL de cada muestra se centrifug6 a

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

incubo durante 30 min a 4°C y centrifugo a 2.000 xg durante 5 min a 4°C. Luego, el

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

30 min a 4°C y se centrifug6 a 2.000 xg durante 5 min a 4°C. Finalmente, el pellet

se resuspendio en 200 pyL de PBS 1X y realizo la lectura en el citometro de flujo

(FACSCantoA, BD, Biosciences, NJ, USA). Los datos se analizaron utilizando el
software FlowJo (FlowJo LLC, OR, USA).

Tabla N°1. Partidores utilizados para la deteccién de moléculas.

Molécula Partidor Forward Partidor Reverse Referencias
IL-1B Stgtgatgaaagacggcacac3’ 5 cttcttctttgggtctttgtitgg3’ Diaz-Zufigay cols.,
2019
IL-6 5'cccttcaggaacagctatgaal3’ | 5acaacatcagtcccaagaagg3’ | Diaz-Zufigay cols.,
) 2019
5’gcccagaccctcacactc3’ 5'ccactccagctgctcctct3’ Diaz-Zufiga y cols.,
TNF-a
2019
16S 5°gcgctcaacgttcagec3’ 5’cacgaattccgectge3’ llievski y cols., 2018
RgpA 5’agtgagcgaaacttcggage3’ | 5’ggtatcactgggtataacctgtcc3’ |Abusleme y cols., 2012

Kgp

5’gaactgacgaacatcattg3’

5’gctggcattagcaacacctg3’

Abusleme y cols., 2012
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ANEXO N°3:
Modelo de infeccion periodontal experimental y deteccidén de P.

gingivalis

Para determinar si la inoculacion de P. gingivalis serotipo K1 o la cepa no capsulada
K™ en la mucosa palatina es capaz de inducir inflamacién y resorcién ésea, a partir
de muestras de mucosa palatina, suero y maxilares, se cuantificaron los niveles de
expresion y secrecion de moléculas pro-inflamatorias y la resorcion Osea,
respectivamente (Supl. 1).

En muestras de mucosa palatina de las ratas inoculadas con P. gingivalis serotipo
K1 se detectaron elevados niveles de expresion de IL-6, IL-17 y TNF-a en

comparacion con las ratas inoculadas con la cepa no capsulada K™ o ratas sham.

IL-1B IL-6
15 25 Suplementaria 1. Expresiéon de
" 19 moléculas en mucosa palatina de
g 8 | 13 ratas inoculadas con P. gingivalis
f; 4 6 serotipo K1 o Ky ratas sham. A
£ o l— 0 partir de mucosa palatina de 4 ratas
TNF-a IL-17 por condicion, se evaluaron los
10 o o 10 niveles de expresion de las

—T

moléculas pro-inflamatorias y pro-
resortivas. Las graficas representan

| el valor promedio * desviacion

o | — — o estandar. IL: interleuquina, TNF;
Sham K1 K Sham K1 K factor de necrosis tumoral. ** p<0,01,
Serotipos de Serotipos de *** p<0,001.
P. gingivalis P. gingivalis

Luego, en muestras de suero, en las ratas inoculadas con P. gingivalis serotipo K1
se observaron mayores niveles de secrecion de IL-18, IL-6 y TNF-a, en comparacion
a las ratas inoculadas con la cepa no capsulada K™ o ratas sham (Supl. 2).

Ademas, en las ratas inoculadas con P. gingivalis serotipo K1 se detecté mayor

resorcién oOsea en los 1° 2° y 3° molares maxilares derechos e izquierdos, en
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comparacion con las ratas inoculadas con la cepa no capsulada K™ o ratas sham
(Anexo N°2, Supl. 3).

IL-18 IL-6 TNF-a
213 + | 400 + | FF¥ wkk 30 + l
170 1 300 4 24 1
1 128 - r 18 +
200 + 3
£ 4. L I 12 4
(@) 1 L L
o 43 | 100 6 4 ’_'_‘
0 0 0
Sham K1 K- Sham K1 K- Sham K1 K
Serotipos de Serotipos de Serotipos de
P. gingivalis P. gingivalis P. gingivalis

Suplementaria 2. Secrecion 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 condicion, se evaluaron los niveles
de secrecion de las moléculas pro-inflamatorias. Las gréaficas representan el valor promedio *

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

Finalmente, se detectd la presencia de marcadores genéticos y moleculares de P.
gingivalis en hipocampo y LCE, mediante la cuantificacion, con partidores
especificos, de la subunidad 16S y de las gingipainas RgpA y Kgp, por gPCR y
citometria de flujo, respectivamente (Tabla 1). Para todas las muestras se detect6
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

comparacion con las ratas sham (Supl. 4).

En conjunto, estos datos nos permiten determinar que la inoculacion palatina de P.
gingivalis serotipo K1 en las ratas Sprague-Dawley induce mayor inflamacion local,
resorcion osea e inflamacion sistémica que la cepa no capsulada (K) y las ratas

sham.
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Suplementaria 3. Resorcidn 0sea maxilar en ratas inoculadas con P. gingivalis serotipo K1 o
K-y ratas sham. A partir de imagenes de maxilares obtenidas mediante microCT se realiz6 la
reconstruccion 3D y se cuantificd la pérdida 6sea. A. Esquema de las medidas lineales utilizadas
para la cuantificacion de la resorcién 6sea. La linea negra punteada es el limite amelo-cementaria
(LAC), la linea inferior negra corresponde al hueso alveolar, la linea roja es la distancia entre el LAC
y la cresta 6sea. B a D) Reconstruccion 3D de hemimaxilares, E a G) Gréfica que representa el valor
promedio + desviacion estandar de la resorcidn 6sea de los 1°, 2° y 3° molares. No se demuestran

las diferencias estadisticas.
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Suplementaria 4. Deteccién de
marcadores  genéticos y
moleculares de P. gingivalis
en hipocampo y LCE de ratas
inoculadas con P. gingivalis
serotipo K1 o Ky ratas sham.
A partir de muestras de

hipocampo (4 por cada
condicién) o LCE (4 por cada
condicién) se detectdé la
presencia de los siguientes
marcadores de P. gingivalis: A)
Deteccion de la proteina RgpA
mediante citometria de flujo, B)
Cuantificaciéon absoluta de una
secuencia especifica del gen de
16S y OC)

Cuantificacién de los niveles de

la  subunidad

expresion relativo de los genes
RgpA y Kgp en hipocampos. Las
valor

graficas representan el

promedio + desviacion estandar.



