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10.2 Anexo N°2 39
Resumen
Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) es una bacteria anaerobia estricta Gram
negativo presente en la microbiota oral que desempefa el rol de patégeno clave
en la disbiosis que desencadena la periodontitis. P. gingivalis presenta distintos
serotipos determinados por la variabilidad estructural de su capsula que le otorga
una inmunogenicidad y mecanismos de patogenicidad diferentes. Esta bacteria se
ha relacionado con enfermedades tales como la ateroesclerosis, diabetes, efectos
adversos en el embarazo y, recientemente, con la enfermedad de Alzheimer (EA).
La EA es la causa mas comun de demencia en las personas mayores, provocando
deterioro cognitivo, desorientacion y pérdida de memoria. Recientemente, se
observoé que las microglias pueden desencadenar la respuesta proinflamatoria
posterior al reconocimiento de bacterias o virus que ingresaron al cerebro. En el
presente estudio se determiné el efecto inflamatorio y oxidativo de los serotipos
capsulares de P. gingivalis en microglias y cultivos enriquecidos de neuronas
derivados de ratas Sprague-Dawley. Materiales y métodos. Se estimularon
cultivos de microglias y cultivos enriquecidos de neuronas del hipocampo
derivados de cerebros de rata con los serotipos K1, K2 y K4 de P. gingivalis. Los
niveles de interleuquina (IL)-1B, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, factor de necrosis tumoral
(TNF)-a, receptor tipo Toll (TLR)-2 y TLR4, de las metaloproteinasas de matriz
(MMP)-2 y MMP9, de los factores de transcripcion Socs3, Stat3, de la enzima
Sod2 y la concentracion de malondialdehido (MDA), se cuantificaron mediante
ELISA o qPCR. Resultados. Los serotipos K1 y K2 desencadenaron respuestas
inflamatorias en microglias y cultivos enriquecidos de neuronas. Ademas,
indujeron niveles de expresiéon aumentados de mRNA de Stat3, mientras que K4
aumenta los niveles de expresion de mRNA de Sod2 y Socs3, y la concentracion
de MDA aumenta con K2 en cultivos enriquecidos de neuronas. Conclusiones.
Los serotipos mas inmunogénicos de P. gingivalis K1 y K2 inducen una respuesta
inflamatoria y oxidativa en las células cerebrales, lo que sugiere que estas células

los reconocen de manera diferencial.



1. Marco Teérico

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria cronica no transmisible
originada por la disbiosis de la microbiota subgingival (Hajishengallis, 2014; Tonetti
y cols., 2018). Esta disbiosis desencadena una respuesta inflamatoria que genera
la destruccion de los tejidos de soporte del diente, tales como el cemento radicular,
el ligamento periodontal y el hueso alveolar (Hajishengallis, 2014). Este proceso
se desarrolla primero con la destruccion de las fibras colagenas del tejido
conectivo, luego la resorcién del hueso alveolar, la migracion hacia apical del
epitelio de union y la formacién del saco periodontal (Singhrao y cols., 2015). Sin
una intervencién y tratamiento adecuado, la periodontitis causara movilidad

dentaria y finalmente, la pérdida de los dientes.

La principal causa de la disbiosis de la microbiota subgingival son las
bacterias clave (keystone pathogens) o los patobiontes, que residen
permanentemente en la microbiota subgingival. Entre las bacterias clave,
Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) se asocia al inicio y progresion de la

periodontitis (Hajishengallis, 2014).

1.1 Porphyromonas gingivalis

P. gingivalis es una bacteria Gram negativo, anaerobia estricta y
asacarolitica, que se asocia con la destruccion del tejido periodontal y con la
capacidad de modular la respuesta inflamatoria del hospedero (Laine y van
Winkelhoff, 1998). P. gingivalis posee una gran variedad de mecanismos de
patogenicidad, entre los cuales se describen las gingipainas, fimbrias,

lipopolisacaridos (LPS) y polisacaridos capsulares (Kunnen y cols., 2012).

Los polisacaridos capsulares son macromoléculas que otorgan integridad
estructural a la superficie de P. gingivalis y son reconocidos por el sistema inmune
del hospedero, lo que les permite interactuar y defenderse de las células
mediadoras de la respuesta inmune. Estas macromoléculas estan compuestas por
glucosa, glucosamina, galactosa, 2-acetamido-2-deoxy-D-glucosa, galactosamina

y los acidos galactosaminurénico, manuroénico, glucorénico y galacturénico



(Farquharson y cols., 2000). Basandose en la variabilidad estructural de la
combinacion de los componentes mencionados anteriormente es que se describen
los distintos serotipos de P. gingivalis designados K1 a K6, asi como cepas
carentes de capsula designadas K- (Laine y cols., 1997), que poseen una
inmunogenicidad y mecanismos de patogenicidad diferente (Vernal y cols., 2009;
Vernal y cols., 2014a; Vernal y cols., 2014b). En efecto, mientras los serotipos
encapsulados presentan mayor virulencia en infecciones experimentales y causan
un tipo de infeccidn mas severa, las cepas no encapsuladas causan abscesos

localizados (Laine y van Winkelhoff, 1998).

Distintos estudios in vitro y experimentales han evaluado los diferentes
efectos que los serotipos pueden inducir en las células o tejidos del hospedero
(d’Empaire y cols., 2006; Vernal y cols., 2009; Vernal y cols., 2014a; Vernal y cols.,
2014Db). Asi, al estimular células dendriticas humanas con los serotipos K1 o K2 se
detect6 un incremento en los niveles de produccion de las citoquinas
proinflamatorias interleuquina (IL)-1B, IL-6 y el factor de necrosis tumoral (del
inglés Tumor Necrosis Factor, TNF)-a, en comparacion con los serotipos K3, K4,
K5, K6 o la cepa no encapsulada K- (Vernal y cols., 2009). Posteriormente, al
evaluar la respuesta de los linfocitos TCD4+ activados por células dendriticas
estimuladas con los serotipos K1 o K2, se detectd la diferenciacion hacia los
fenotipos de linfocitos T colaboradores (del inglés T helper, Th)-1 y Th17, en
comparacidon con los serotipos K3, K4 o K5 que indujeron una respuesta Th2, o las
cepas no encapsuladas que indujeron una respuesta T reguladora (Treg) (Vernal y
cols., 2014a). Finalmente, al inocular los serotipos K1 o K2 de P. gingivalis en
roedores se observo mayor resorcion 0sea en comparacion a los otros serotipos o
cepas no encapsuladas (Diaz-Zudiga y cols., 2020; Mysak y cols., 2014; Vernal y
cols., 2014b). En conjunto, el desequilibrio inmunologico de la microbiota no
depende solo de la presencia de P. gingivalis, sino que también del serotipo que

coloniza al hospedero, lo que determinara su susceptibilidad microbioldgica.

Las lesiones periodontales se reconocen como reservorios para la
diseminacién sistémica de bacterias, antigenos y citoquinas junto con otros

mediadores proinflamatorios (Hajishengallis, 2014). Una vez que las bacterias, los



mecanismos de patogenicidad o los mediadores proinflamatorios liberados
difunden a otros tejidos u o6rganos del hospedero, pueden inducir respuestas
proinflamatorias con efectos no deseados. La bacteriemia transitoria producida por
P. gingivalis puede ocurrir durante actividades comunes como cepillarse los
dientes, usar hilo dental o masticar, asi como también durante procedimientos
dentales (Corbella y cols., 2016). Esto produce la migracién bacteriana desde la
microbiota subgingival hacia una variedad de tejidos, relacionandose la
periodontitis con resultados adversos del embarazo (Corbella y cols., 2016), y con
otras enfermedades tales como ateroesclerosis (Almeida y cols., 2018), diabetes
mellitus tipo Il (Liccardo y cols., 2019), enfermedades respiratorias (Moghadam y
cols., 2017), enfermedad renal (Deschamps-Lenhardt y cols., 2019), artritis
reumatoide (de Molon y cols., 2019) y, recientemente, con la enfermedad de
Alzheimer (EA) (Diaz-Zufiga y cols., 2020; Dominy y cols., 2019; Poole y cols.,
2013).

1.2 Enfermedad de Alzheimer y su posible asociacion con la
periodontitis

Con el aumento de la longevidad y la esperanza de vida de las personas, la
demencia se ha convertido en un problema de salud importante a nivel mundial.
Entre las demencias, la EA es la causa mas comun entre las personas mayores
(Wu y Nakanishi, 2014). El deterioro cognitivo de las personas afectadas con EA
es lento y progresivo, y se caracteriza por la desorientacion, la confusion vy,
finalmente, la pérdida de la memoria (Singhrao y cols., 2014). Los individuos
susceptibles pueden tardar décadas en presentar los signos o sintomas clinicos
de la EA, por lo que resulta importante encontrar nuevos factores de riesgo que
influyan en su aparicién, con el objetivo de desarrollar mas y mejores

intervenciones preventivas (Singhrao y cols., 2014).

La teoria de la cascada amiloide es la mas aceptada para explicar el origen
de la EA, la cual establece que la acumulacion y agregacion del péptido amiloide 3
(AB) promueve la formacion de ovillos neurofibrilares compuestos por agregados

de la proteina asociada a microtubulos Tau en su forma fosforilada (Ryder, 2020).



Los péptidos AR se forman mediante la protedlisis de la proteina precursora
amiloide (del inglés Amyloid Precursor Protein, APP) mediada por las enzimas 3 y
Yy secretasas. Estos péptidos se agregan en oligobmeros solubles sinaptotoxicos
(Paula-Lima y Hidalgo, 2013) y en agregados fibrilares insolubles, que son el
principal componente de las placas seniles encontradas en el cerebro de los
pacientes afectados por la EA (Gaur y Agnihotri, 2015). La acumulacién de
agregados de péptidos AP induce una respuesta inflamatoria en las microglias,
que son las células fagociticas del sistema nervioso central, lo que genera un
fendbmeno proinflamatorio alrededor de la zona donde el péptido AB se encuentre
acumulado (Lane y cols., 2018). En este estado proinflamatorio, los astrocitos
fisiologicos alteran su funcion y se comportan como un astrocito reactivo a este
ambiente, generando mayor inflamaciéon local, asociado a un desbalance
energético, oxidativo y metabdlico que afectara, finalmente, a la funcion neuronal
(Lane y cols., 2018). En el soma de las neuronas, se acumula la proteina Tau en
su forma hiperfosforilada, desestabilizando el citoesqueleto y causando retraccion
de los procesos neuronales (neurodegeneracion). La neurodegeneracion, los
ovillos neurofibrilares y los péptidos AB contribuiran a inducir una respuesta
proinflamatoria en las células cerebrales, creando un ciclo injurioso progresivo
(Lane y cols., 2018).

Recientemente, se ha propuesto que las enfermedades inflamatorias
cronicas, tales como la periodontitis, podrian iniciar los fendmenos
neuroinflamatorios mediante la difusién de mediadores proinflamatorios desde los
tejidos periodontales hacia el cerebro mediante la circulacion sanguinea periférica.
Asi, la periodontitis podria contribuir, al menos en parte, en la etiologia o en la
progresion de la EA. En este contexto, distintos estudios han intentado demostrar
que la periodontitis inducida por P. gingivalis es capaz de iniciar eventos
neuroinflamatorios asociados a la EA. En un estudio en animales se demostro la
presencia de P. gingivalis en muestras de cerebro de ratones con deficiencia de
Apolipoproteina E (APOE -/-), lipoproteina que ha sido asociada con el clearance
del péptido AB (Poole y cols., 2015). Ademas, se ha evidenciado que los serotipos

mas virulentos de P. gingivalis, K1 y K2 inducen la periodontitis y el deterioro



cognitivo en ratas jovenes wild-type, en comparacion con las ratas inoculadas con
los serotipos menos virulentos como K4 o la cepa carente de capsula K-
(Diaz-Zuhiga y cols., 2020). Curiosamente, en este estudio se determind que
todos los serotipos, independiente de su virulencia, pudieron ser detectados en el
cerebro y, los efectos neuroinflamatorios o neuroprotectores de cada una de ellas,
dependera de la respuesta inmune que sean capaces de inducir (Diaz-Zufiga y
cols., 2020).

1.3 Planteamiento del problema

La deteccién de P. gingivalis o de sus mecanismos de patogenicidad en el
cerebro ha abierto la posibilidad de que la EA pueda tener un origen infeccioso
que desencadene los eventos neuroinflamatorios. Los serotipos asociados con la
periodontitis, K1 y K2, también podrian estar asociados con el inicio de la EA y la
serotipificacion podria considerarse una variable importante al momento de
evaluar el prondstico de cada paciente. En este contexto, se ha demostrado que
los principales mecanismos de inmunogenicidad de P gingivalis son los
polisacaridos capsulares (Aduse-Opoku y cols., 2006; Vernal y cols., 2014a; Vernal
y cols., 2014b). Aunque varios estudios utilizan el LPS purificado de P. gingivalis,
su inmunogenicidad en modelos animales depende del reconocimiento por el
receptor CD14, lo que no ocurre en las células humanas (Sugawara y cols., 2000;
Tada y cols., 2002). A pesar de que CD14 es el principal receptor de LPS, los
polisacaridos capsulares de P. gingivalis son reconocidos de forma diferencial por
el receptor tipo toll (del inglés, T-cell receptor, TLR)-4 (Diaz-Zufiga y cols., 2015).
La activacion de este receptor en los fagocitos induce la activacion del factor
nuclear kB (NF-kB), el cual inicia la transcripcion de una serie de moléculas
asociadas a los eventos proinflamatorios o inmunomoduladores, dependiendo de
las sefales co-estimuladoras y las citoquinas circundantes en el medio. Asi, una
microglia puede diferenciarse a un fenotipo proinflamatorio o M1 caracterizado por
la secrecion de citoquinas proinflamatorias tales como IL-1B, IL-6 y TNF-q,
ademas de metaloproteinasas de matriz (del inglés Matrix Metalloproteinases,

MMP)-2 y MMP-9 y especies reactivas de oxigeno (del inglés reactive oxygen



species, ROS) y nitrégeno (del inglés reactive nitrogen species, RNS). Por el
contrario, las microglias también se podran diferenciar a un fenotipo modulador o
M2, caracterizado por la produccion de IL-4, IL-10, enzimas antioxidantes y
moléculas que favorecen la recuperacion de la integridad de los tejidos (Yang y
cols., 2018). Recientemente, se ha propuesto que los factores de transcripcidon
supresores de la sefalizacion de citoquinas (del inglés Suppressor of cytokine
signaling, SOCS) y el transductor de sefial y activador de la transcripcion (del
inglés Signal transducer and activator of transcription, STAT) podrian estar
involucrados en esta respuesta diferencial (Braun y cols., 2013, Fan y cols., 2013;
Carow y Rottenberg, 2014). Una explicaciéon que permite reunir todas estas vias
es la activacion de TLR-4 por parte de los serotipos de P.gingivalis, que mediante
NF-kB y el factor de liberacion de interferon (IRF) inducirian o inhibirian
diferencialmente segun su virulencia la expresién de IL-1B3, IFN y SOCS3. Esto
activaria a STAT3, lo que podria inducir una mayor produccién de ROS y una
regulacion negativa de la superéxido dismutasa (SOD)-2 (Fan y cols., 2013; Carow
y Rottenberg., 2014; Mufoz y cols., 2018; Cevey y cols., 2019). SOD2 es una
enzima antioxidante mitocondrial, que tiene como funcion catalizar los agentes
oxidantes producidos por la fosforilacion oxidativa (El Assar y cols., 2013). Las
células cerebrales que detectan a P. gingivalis mediante sus receptores TLR4 se
encuentran hiperreactivas e inflamadas, lo que sugiere una mayor actividad
mitocondrial y requerimiento de ATP, llevando a la célula a producir mayores
niveles de ROS, tales como el H,O,, con la consecuente produccion de radicales
libres. Al haber una regulacién negativa de la funcion de SOD2 en las células
cerebrales en presencia de los serotipos capsulares mas virulentos de P
gingivalis, se estaria en presencia de una mayor oxidacién de los lipidos de la
membrana plasmatica producto de las ROS, lo que genera el subproducto

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

Recientemente, se ha descrito que IL-1B3, IL-6, TNF-a, MMP-2 y MMP-9
estan involucradas en la ruptura de la barrera hematoencefalica (BHE) (Bowman y
cols., 2018). Incluso se ha detectado a P. gingivalis en el liquido cerebroespinal

(LCE) y el cuarto ventriculo cerebral de pacientes con EA (Dominy y cols., 2019;



Poole y cols., 2013). Diferentes estudios han demostrado que el LPS purificado de
cepas no encapsuladas de P. gingivalis induce neuroinflamacién y deterioro
cognitivo en modelos de animales transgénicos o wild-type (Singhrao y cols.,
2015; Ishida y cols., 2017; Wu y cols., 2017; Ding y cols., 2018; llievsky y cols.,
2018; Zhang y cols., 2018; Dominy y cols., 2019). Ademas, se ha demostrado que
P. gingivalis indujo una patologia similar a la EA en ratas Sprague-Dawley
wild-type de manera serotipo dependiente (Diaz-Zuniga y cols., 2020). A pesar de
las conocidas diferencias en las respuestas celulares y moleculares generadas por
diferentes serotipos de P. gingivalis en las células inmunes y el rol propuesto de P.
gingivalis en la EA, los posibles efectos de los distintos serotipos de P. gingivalis
no se han explorado en las células cerebrales del hipocampo, las que incluyen
microglias, astrocitos y neuronas. Asi, el objetivo de este trabajo fue evaluar los
efectos in vitro de los diferentes serotipos capsulares de P. gingivalis en la
induccién de respuestas proinflamatorias y oxidativas en diferentes tipos de

células cerebrales del hipocampo utilizando cultivos primarios de rata.



2. Hipotesis.

Los serotipos K1 o K2 de P. gingivalis inducen en las células cerebrales del
hipocampo una respuesta proinflamatoria, caracterizada por el incremento en las
citoquinas IL-1B, IL-6, IL-17 y TNF-a, las moléculas MMP-2 y MMP-9 vy los
receptores TLR4, asociado al incremento en los niveles de Stat3, en comparacion

con el serotipo menos virulento K4.
3. Objetivo general.

Caracterizar la respuesta inflamatoria y oxidativa de las células cerebrales del
hipocampo derivadas de ratas Sprague-Dawley estimuladas con los distintos

serotipos capsulares de P. gingivalis.

4. Objetivos especificos.

Cuantificar los niveles de expresion de mRNA de las citoquinas IL-13, IL-4, IL-6,
IL-10, IL-17 y TNF-q, los receptores TLR-2 y TLR-4, los factores de transcripcion
Socs3 y Stat3 y la enzima Sod2 en cultivos de células cerebrales del hipocampo
de ratas Sprague-Dawley estimuladas con los distintos serotipos capsulares de P.

gingivalis mediante qPCR.

Cuantificar los niveles de secrecion de las MMP-2 y MMP-9 y las citoquinas IL- 1j3,
IL-6 y TNF-a en cultivos de células cerebrales del hipocampo de ratas
Sprague-Dawley estimuladas con los distintos serotipos capsulares de P. gingivalis
mediante test de ELISA.

Cuantificar los niveles de produccién de MDA en cultivos de células cerebrales del
hipocampo de ratas Sprague-Dawley estimuladas con los distintos serotipos

capsulares de P. gingivalis.



5. Metodologia
5.1 Cultivo bacteriano y curva de crecimiento bacteriano

En el presente estudio se utilizaron cepas encapsuladas de P. gingivalis,
usadas en estudio previos, para estimular a los distintos cultivos celulares
(Diaz-Zufiga y cols., 2014; Melgar-Rodriguez y cols., 2016; Vernal y cols., 2008;
Vernal y cols., 2009). La estimulacién celular se realizé con los serotipos K1 (cepa
W50), K2 (cepa HG184) y K4 (cepa ATCC 49417™) de P. gingivalis inactivadas
durante 30 min a 60°C y a una multiplicidad infectante incremental de 10:1 (MOI:

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

5.2 Cultivo de microglias

Los cultivos de las microglias de rata se obtuvieron tal como se describio
anteriormente (Mufioz y cols., 2018; Diaz-Zuhiga y cols., 2019). La corteza
cerebral de crias de rata Sprague-Dawley de 1-3 dias de edad se disecaron en
solucion salina tamponada de Hank y se digirieron en tripsina al 0,25%
suplementada con 0,5 mg/ml de DNAasa |. Los cultivos mixtos de
astrocitos/microglias se incubaron en medio de Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) con suero bovino fetal al 10%. Después de 13 dias en cultivo, las células
se agitaron vigorosamente en un agitador a 2 xg durante 72 horas para separar las
microglias. Luego estas fueron sembradas en medio complementado con DMEM
hasta un 80% de confluencia. Posteriormente las células se sembraron a una

concentracion de 1x10° cels/mL.

5.3 Cultivo enriquecido de neuronas

Cultivos primarios de hipocampo enriquecidos con neuronas se prepararon a
partir de embriones de 18 dias obtenidos de ratas Sprague-Dawley prefadas
como se describio anteriormente (Paula-Lima y cols., 2005). Brevemente, después
de la eutanasia, los cerebros se colocaron en una placa que contiene una solucion
de glucosa de Hank y los hipocampos se desagregaron mecanicamente. La
suspension celular se centrifugd y resuspendié en DMEM suplementado con suero

de caballo al 10% y se sembrd en placas tratadas con polilisina. Después de 40



10

min, se reemplazé el DMEM por un medio Neurobasal suplementado con B-27™.
Luego, las células se mantuvieron in vitro durante 18-21 dias a 37°C en una
atmosfera  humidificada de CO, al 5% antes de las manipulaciones
experimentales. Todos los protocolos experimentales utilizados en este trabajo
fueron aprobados por el Comité de Bioética para la Investigacion Animal de la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile (Protocolo 17085-ODO-UCH,
Anexo N°1).

5.4 Purificacion de RNA total y expresion de moléculas mediante gPCR

La purificacién del RNA total de las muestras y la sintesis de la primera
cadena de cDNA se realiz6 segun los protocolos descritos previamente
(Diaz-Zuhiga y cols., 2015a; Diaz-Zuniga y cols., 2015b; Diaz-Zuhiga y cols.,
2014; Melgar-Rodriguez y cols., 2016). La expresion de los mRNA de las
moléculas IL-1B, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17 y TNF-q, los receptores TLR2 y TLR4, y
los factores Socs3, Stat3 y la enzima Sod2 se analizaron a partir de 50 ng de
cDNA mediante gPCR, utilizando partidores especificos (Anexo N°2), un kit KAPA
SYBR® FAST gPCR (Kapa Biosystems, MA, USA), segun las indicaciones del

fabricante. Para el calculo de los niveles de expresion relativa se utilizé el método
de 2**¢ utilizando la subunidad ribosomal 18S como control interno y las células

no estimuladas como control negativo. La amplificaciéon por gPCR se realizd
siguiendo los siguientes ciclos de amplificacién: 95°C por 2 min, seguido de 40
ciclos cada uno de 95°C por 15s y 60°C por 30s, tal como se realizd previamente
(Diaz-Zuhiga y cols., 2015a; Diaz-Zuniga y cols., 2015b; Diaz-Zuhiga y cols.,
2014; Melgar-Rodriguez y cols., 2016).

5.5 Secrecion de moléculas mediante ELISA

A partir de 100 6 200 pL de los sobrenadantes se cuantifico la secrecion de
las moléculas IL-1B, IL-6, TNF-a, MMP-2 y MMP-9 mediante ELISA
(del inglés Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay), siguiendo las instrucciones
del fabricante (R&D, Minneapolis, USA) y evaluando la absorbancia a 460 nm y

560 nm usando un espectrofotometro de placas (Bio-Tek, Winooski, VT, USA).
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5.6 Cuantificacion de malondialdehido

Para evaluar la accion de los agentes oxidantes inducidos durante la
neuroinflamacion, se realizd un método indirecto de cuantificacion de
malondialdehido (MDA) mediante la deteccion de sustancia reactiva al acido

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

5.7 Analisis de datos

Los datos de los niveles de secrecion y expresidn de citoquinas se
escribieron como el valor promedio * desviacion estandar en valores de
concentracion (pg/ml) y niveles relativos de expresion, respectivamente. La
cuantificacion de MDA se representa como el valor promedio + desviacion
estandar de la concentracion (uM). La normalidad de distribucién de los datos se
determiné usando la prueba de Shapiro-Wilk. Los datos se analizaron utilizando
las pruebas ANOVA-Tukey. 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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6. Resultados
6.1 Expresion de citoquinas y receptores en microglias

Para evaluar si los diferentes serotipos de P. gingivalis inducen una
respuesta inflamatoria distinta en las células inmunes cerebrales, se estimularon
microglias con las cepas W50 (serotipo K1), HG184 (serotipo K2) vy
ATCC®49417™ (serotipo K4), durante 48 h y luego, mediante gPCR se
cuantificaron los niveles de expresion de mRNA de IL-18, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17 y
TNFa (Fig. N°1).
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Figura N°1. Expresion de mediadores proinflamatorios en cultivos de microglias. A partir de 8
cultivos de microglias estimulados con los distintos serotipos capsulares de P. gingivalis se
cuantificaron los niveles de expresion de mRNA IL-18, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17 y TNFa, mediante
gPCR siguiendo la metodologia del 2, utilizando la subunidad ribosomal 18S como control
interno y las células no estimuladas como control negativo. * representa las diferencias entre los

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

experimentales. IL: interleuquina, TNF: tumor necrosis factor. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001,

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

En las microglias estimuladas con el serotipo K1 y K2 se observo un
aumento en la expresiéon de mRNA de IL-1p3, IL-6, IL-17 y TNFa en comparacion
con el grupo control. Ademas, no se detectaron diferencias entre las condiciones
estimuladas con el serotipo K1 0 K2. En los cultivos de microglias estimuladas con
el serotipo K4 se observaron menores niveles de expresion de mRNA en
comparacién con los serotipos K1 o K2, sin ser significativos. Ademas, para las
citoquinas inmunomoduladores IL-4 e IL-10 se observo un incremento significativo
en los niveles de expresion de mRNA de los cultivos estimulados con el serotipo

K4 en comparacion con las otras condiciones experimentales y control.

Luego, debido a que las microglias son células fagociticas y poseen
receptores de reconocimiento de patrones (del inglés pattern recognition
receptors, PRR), como los macrofagos o células dendriticas, se evaluaron los
niveles de expresién de los receptores TLR2 y 4 (Fig. N°2). En las microglias
estimuladas con los serotipos K1 0 K2, se observé un incremento en los niveles de

expresion de mRNA del receptor TLR4 en comparacion al grupo control y a las
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células estimuladas con el serotipo K4. No se detectaron diferencias significativas

en los niveles de expresion de mRNA del receptor TLR2.

Figura N°2. Expresiéon de receptores TLR en cultivos de microglias. A partir de 8 cultivos de

microglias estimulados con los distintos serotipos capsulares de P. gingivalis se cuantificaron los
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niveles de expresion de mRNA de TLR2 y TLR4, mediante qPCR siguiendo la metodologia del
288C ytilizando la subunidad ribosomal 18S como control interno y las células no estimuladas
como control negativo. * representa las diferencias entre los grupos experimentales con su control
y # representa las diferencias entre los grupos experimentales. TLR: toll like receptor. **p<0,01,
##p<0,01.

6.2 Expresion de citoquinas y receptores en cultivos enriquecidos de
neuronas

Posteriormente, los cultivos enriquecidos de neuronas fueron estimulados

IL-1B IL-4 con los serotipos K1, K2 0 K4 de
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observdé un incremento en los
niveles de expresion de mRNA de IL-1B en el cultivo estimulado con K2 en
comparacion con K1. Por el contrario, en el caso de los niveles de expresion de
IL-6 se observd un incremento en la estimulacion con el serotipo K1 en

comparacién con K2.

Figura N°3. Expresion de mediadores proinflamatorios en cultivos enriquecidos de
neuronas. A partir de 8 cultivos mixtos hipocampales estimulados con los distintos serotipos
capsulares de P. gingivalis se cuantificaron los niveles de expresién de mRNA de IL-18, IL-4, IL-6,
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IL-10, IL-17 y TNFa, mediante qPCR siguiendo la metodologia del 2**“, utilizando la subunidad
ribosomal 18S como control interno y las células no estimuladas como control negativo.
*representa las diferencias entre los grupos experimentales con su control y # representa las

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

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

Luego, al igual que con las microglias, se evalud la expresidon de mRNA de

los receptores TLR2 y TLR4 en los cultivos enriquecidos de neuronas con los
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diferentes serotipos de P. gingivalis (Fig. N°4). Se observé un aumento significativo
en la expresion de mRNA de TLR4 en los cultivos estimulados con K1 y K2, en
comparacion con el grupo control y el estimulado con el serotipo K4. Ademas, se
detecté un mayor incremento de TLR4 cuando los cultivos se estimularon con el
serotipo K2 en comparacion con el serotipo K1. No hubo diferencias significativas
para los niveles de expresion de mRNA de TLR-2 en ninguno de los grupos

experimentales y control.

Figura N°4. Expresion de receptores TLR en cultivos enriquecidos de neuronas. A partir de 8
cultivos enriquecidos de neuronas estimulados con los distintos serotipos capsulares de P.
gingivalis se cuantificaron los niveles de expresion de mRNA de TLR2 y TLR4, mediante gPCR

siguiendo la metodologia del 2**“, utilizando la subunidad ribosomal 18S como control interno y las

*

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

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

*k%k

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

Posteriormente, debido a que se ha descrito que las citoquinas IL-1B3, IL-6 y
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TNF-a, y las MMP2 y MMP9 estan involucradas en la ruptura de la BHE, los
niveles producidos de estos mediadores se cuantificaron mediante ELISA en los
cultivos enriquecidos de neuronas estimulados con las distintas cepas de P.
gingivalis (Fig. N°5 y N°6). Se detectd un incremento significativo en la secrecion
de IL-1B en los cultivos estimulados con el serotipo K1 y K2 en comparacion con el
otro grupo experimental y el grupo control. También hubo un aumento significativo
en la secrecion de IL-6 y TNF-a en los cultivos estimulados con K1 en
comparacion con el grupo control y K4, y se detecté un leve aumento de estas

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

Figura N°5. Cuantificacion de citoquinas en cultivos enriquecidos de neuronas. A partir de 8
cultivos enriquecidos de neuronas estimulados con los distintos serotipos capsulares de P.
gingivalis se cuantificaron los niveles de secrecioén de IL-1B, IL-6 y TNFa mediante test de ELISA. *
representa las diferencias entre los grupos experimentales con su control y # representa las

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

* kK,

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

Con respecto a la cuantificacion de MMP, se observd un aumento
significativo en los niveles de secrecion de MMP2 y MMP9 en los cultivos
estimulados con el serotipo K1 en comparacion con el grupo control y los
estimulados con el serotipo K4. El serotipo K2 indujo un incremento significativo en

la secrecion de MMP9, en relacién con el grupo control. Ademas, al comparar la
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secrecion de MMP9 en los cultivos enriquecidos de neuronas estimulados con el
serotipo K1 se detectd un incremento significativo en comparacion con los cultivos

estimulados con el serotipo K2 y K4.
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Figura N°6. Cuantificacién de proteasas en cultivos enriquecidos de neuronas. A partir de 8
cultivos enriquecidos de neuronas estimulados con los distintos serotipos capsulares de P.
gingivalis se cuantificaron los niveles de secrecion de MMP2 y MMP9 mediante test de ELISA. *
representa las diferencias entre los grupos experimentales con su control y # representa las
diferencias entre los grupos experimentales. MMP: matrix metalloproteinases. *p<0,01, ***p<0,001,
#p<0,05, ###p<0,001.

6.4 Factores de transcripcion en cultivos enriquecidos de neuronas

También se cuantificaron los niveles de expresion de mRNA de los factores
de transcripcion Socs3, Stat3y la enzima Sod2 mediante gPCR (Fig. N°7). En este
caso se identifico un aumento significativo de Socs3 en los cultivos estimulados
con el serotipo K4 en comparacién con todas las otras condiciones. En el caso de
Stat3, hubo un incremento significativo en los niveles de expresion de mRNA en
los cultivos estimulados con K2 en comparacion con las células estimuladas con el
serotipo K4 y grupo control, mientras que K1 gener6é un mayor incremento de
Stat3 en comparacion a K2 y K4. Para Sod2 hubo un aumento significativo en la

expresion de mRNA ante la estimulacién con el serotipo K4.
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Figura N°7. Expresiéon de factores de transcripcién. A partir de cultivos mixtos hipocampales
estimulados con los distintos serotipos capsulares de P. gingivalis se cuantificaron los niveles de
expresion de mRNA de Stat3, Socs3 y Sod2 mediante qPCR siguiendo la metodologia del 2-AACH,
utilizando la subunidad ribosomal 18S como control interno y las células no estimuladas como

control negativo. * representa las diferencias entre los grupos experimentales con su control y #
representa las diferencias entre los grupos experimentales. Socs: suppressor of cytokine signaling,

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

6.5 Cuantificacion de MDA en cultivos enriquecidos de neuronas.

Finalmente, se cuantificé la concentracion de MDA para evaluar si los
agentes oxidantes inducidos durante la neuroinflamacion pueden afectar la
membrana plasmatica. Aqui ocurrié que los cultivos estimulados con el serotipo K2
fueron los que presentaron una mayor concentracién de MDA, y los cultivos

estimulados con K1 presentaron un leve aumento de concentracién sin ser

significativo.
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7. Discusion

Los antigenos capsulares de P. gingivalis tienen diferentes potenciales de
virulencia y su diversidad estructural determina la virulencia e inmunogenicidad de
cada serotipo. En el presente estudio, se evalud la respuesta de microglias y
cultivos enriquecidos de neuronas del hipocampo de ratas Sprague-Dawley frente
a los serotipos K1, K2 y K4 de P. gingivalis. Los resultados demuestran que existe
un aumento significativo de mRNA de los mediadores proinflamatorios IL-13, IL-6 y
TNF-a en ambos cultivos al ser expuestos al serotipo K1y, en menor medida, ante
el serotipo K2. En microglias estimuladas con el serotipo K4 hubo un aumento en
las citoquinas inmunomoduladoras IL-4 e IL-10. Al evaluar la expresion de mRNA
de TLR4, hubo un incremento en ambos cultivos expuestos a los serotipos mas
virulentos K1 y K2. Ademas, en los cultivos enriquecidos de neuronas, ambos
serotipos K1 y K2 indujeron un aumento en la secrecion de MMP9, y K1 también
aumento en los niveles de MMP2. También se evidencié un aumento de Stat3 en
los cultivos enriquecidos de neuronas al ser estimulados con los serotipos K1 o
K2, mientras que K4 provocé un aumento de Socs3. Finalmente, en los cultivos
enriquecidos de neuronas estimulados con el serotipo K4 se observé un aumento

de Sod2y con el serotipo K2 se observo un aumento de MDA.

Las microglias son células que se encuentran en todas las regiones del
cerebro y se encargan de la respuesta inmune. Una de sus principales funciones
consiste en la inspeccion constante del cerebro, siendo muy sensibles a los
cambios en su entorno. Las microglias se diferencian a un fenotipo proinflamatorio
M1 o a un fenotipo modulador M2, dependiendo del estimulo que detecten sus
receptores. Cuando el cerebro se ve afectado por una patologia, las microglias M1
sufren cambios morfoldgicos, acortando sus procesos microgliales, agrandando su
cuerpo celular, y proliferando en el sitio afectado. De esta forma, las microglias
secretan mediadores proinflamatorios con el objetivo de desencadenar la
respuesta inmune que devuelva la homeostasis al cerebro (Nakajima y Kohsaka,
2001).
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El estado activado de la microglia puede afectar a la progresion de la EA. En
una revision de la literatura realizada por Hansen y cols. (2018) se planted que la
funcién de las microglias en el cerebro es normalmente protectora, ya que actua
como fagocito para mantener la homeostasis tisular y un espacio extracelular
limpio de péptido AR, previniendo asi la EA (Hansen y cols., 2018). En ciertas
ocasiones, debido al envejecimiento o a la susceptibilidad genética, la funcion
microglial se puede volver inadecuada para prevenir la EA. A medida que se
acumulan las especies amiloides téxicas en la matriz cerebral y la proteina Tau en
las neuronas, la microglia responde generando un estado inflamatorio, secretando

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

En este estudio se expusieron los cultivos de microglias a diferentes cepas
de P. gingivalis pertenecientes a los serotipos K1 (W50), K2 (HG184) y K4
(ATCC®49417™) para cuantificar los niveles de expresion de mRNA de citoquinas
inducidos por la presencia de este patdégeno periodontal. En ellas, se confirmé que
el serotipo K1 es el mas virulento, seguido por el serotipo K2, induciendo un
aumento en los niveles de expresion de mRNA de las citoquinas proinflamatorias
IL-18, IL-6, IL-17 y TNF-a. Estos resultados indican que los serotipos mas
virulentos de P. gingivalis, K1 y K2, son los que inducen una diferenciacion de las
microglias hacia un fenotipo M1. Por el contrario, los cultivos que fueron expuestos
al serotipo K4, demostraron un aumento en los niveles de expresion de mRNA de
las citoquinas IL-4 e IL-10, que son moléculas relacionadas con la modulacion de
la respuesta inmune, lo que sugiere una diferenciacion de las microglias hacia un
fenotipo M2. Con esto, se demuestra que las microglias en presencia de los
serotipos mas virulentos de P. gingivalis generan un estado proinflamatorio, lo que
podria afectar la funcién microglial protectora descrita en los estados iniciales de la
EA.

Ademas, se analizaron los niveles de expresion de mRNA de los receptores
TLR2 y TLR4 para determinar si P. gingivalis es reconocido diferencialmente en
las microglias y las células cerebrales, tal como fue demostrado en otras células

inmunes (Diaz-Zuhiga y cols., 2015). La respuesta observada en ambos cultivos
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fue similar a la descrita para otras células inmunes: distintos serotipos inducen una
respuesta diferencial dependiendo de su virulencia e inmunogenicidad. Asi,
mientras los serotipos mas virulentos K1 y K2 produjeron un incremento en la

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

La reactividad astrocitica es un cambio funcional y morfolégico de los
astrocitos como resultado de una variedad de lesiones cerebrales. Esta se
caracteriza por una mayor expresion génica de proteinas estructurales, hipertrofia
del soma y mayor proliferacion, que es particularmente importante en la formacién
de una cicatriz astrocitica alrededor de las lesiones tisulares (Choi y cols., 2020).
Los astrocitos se han clasificado en A1 y A2 segun su patron de expresion
genética, que indica que los astrocitos A1 tienen funciones y morfologia dafinas,
mientras que los astrocitos A2 tienen funciones neuroprotectoras. Liddelow y cols
(2017) en su estudio demostraron que los astrocitos A1 pueden ser inducidos por
las microglias M1 mediante la secrecion de IL-1B, TNF-a y el complemento
componente C1g. Ademas, demostraron que, en trastornos neurodegenerativos
como la EA, se detectan mas astrocitos A1 en el cerebro que astrocitos A2. En el
presente estudio, se observo un incremento en los niveles de expresion de mRNA
de IL-1B, IL-6, IL-17 y TNF-a en los cultivos enriquecidos de neuronas del
hipocampo, donde el serotipo K1 evidencido una mayor inmunogenicidad seguido
del serotipo K2. En efecto, la presencia de estos mediadores proinflamatorios es
suficiente para generar cambios en el fenotipo de las microglias y los astrocitos
(Liddelow y cols., 2017). Asi, los resultados sugieren que, en estos cultivos
enriquecidos de neuronas, la activacion de las microglias M1 podrian inducir la
activacién de los astrocitos hacia un estado neurodegenerativo y danino para las
funciones cerebrales, ya que los astrocitos A1 pierden la capacidad de promover
la supervivencia neuronal, el crecimiento, la sinaptogénesis y la fagocitosis.
(Liddelow y cols., 2017).

Un hallazgo importante que destacar fue el aumento en los niveles de
secrecion de IL-17, IL-1B, IL-6 y TNF-a en los cultivos enriquecidos de neuronas

estimulados con el serotipo K1, y un aumento de IL-18 e IL-17 en los cultivos
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estimulados con el serotipo K2, ya que estas citoquinas se asocian con un
aumento en la permeabilidad de la BHE, lo que puede contribuir a una mayor
progresion de la EA. En estudios experimentales en ratas se observaron cambios
en la morfologia de los astrocitos en contacto con los vasos sanguineos de la BHE
cuando se encuentran cercanos a depésitos de péptido AB en el cerebro con EA
(Merlini y cols., 2011). Esto ocurre porque durante la respuesta inflamatoria
inducida por los depésitos de péptido AR, los astrocitos secretan citoquinas y
quimioquinas que atraen leucocitos circulantes dentro del cerebro a través de la
BHE y estimulan un proceso inflamatorio cronico. Esto a su vez, activa a las
microglias que se encuentran en la cercania, las que secretan mediadores
proinflamatorios que promueven la neuroinflamacion que estimula la progresion de
la EA (Zenaro y cols., 2017).

La BHE es un barrera fisica y metabdlica que aisla al sistema nervioso
central (SNC) del resto del organismo. Esta conformada por células endoteliales
especializadas que interactuan con pericitos, astrocitos, neuronas, microglias y
componentes de la matriz extracelular (Marchi y cols., 2004). TNF-a es un
mediador proinflamatorio capaz de generar cambios en permeabilidad de la BHE,
ya que induce la produccion de IL-1B e IL-6, la muerte por apoptosis neuronal, la
disfuncién neuroglial y el reclutamiento de mas células inflamatorias (Von
Bernhardi, 2004). En condiciones patoldgicas, la mayor expresion de citoquinas
proinflamatorias en el cerebro disminuye la expresién de uniones estrechas (del
inglés Tight junctions, TJ) en la BHE, produciendo un aumento en la permeabilidad
y transmigracion celular (Hickey, 2001). Las TJ son estructuras dinamicas entre las
células endoteliales de la BHE que controlan la difusiéon de moléculas desde la
circulacion sanguinea al cerebro. Las proteinas de las TJ estan sujetas a cambios
en la expresién, la ubicacién paracelular, la modificacion postraduccional y las
interacciones proteina-proteina en condiciones tanto fisiolégicas como patoldgicas.
La ocludina, la claudina-5 y la zonula occludens-1 (zo-1), son las principales
proteinas de la BHE y se consideran indicadores sensibles de los estados
funcionales normales y alterados (Yang y Rosenberg, 2011). En un modelo in vitro

de BHE se demostr6 que la presencia incrementada de IL-6, IL-17A y TNF-a
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indujo su permeabilizacion, caracterizada por la disminucion en la expresién de

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

En otras infecciones de origen bacteriano como el Meningococo y
Escherichia coli se observd que la infeccion resultante induce un aumento en el
transporte vesicular y una separaciéon de las TJ, o que desencadena la liberacion
tanto de citoquinas proinflamatorias IL-18 y TNF-a como de MMPs (Kim, 2001;
Paul y cols., 1998). En efecto, en el presente estudio se demostré un aumento en
los niveles de expresion de mRNA de MMP2 y MMP9, con un incremento
diferencial entre los cultivos tratados con los serotipos K1 sobre los tratados con el
serotipo K4, mientras que el serotipo K2 causé un aumento unicamente de MMP9.
Esto es importante de mencionar, ya que las MMP2 y MMP9 tienen gran
especificidad de sustrato por las TJ de la BHE (Liu y Rosenberg, 2005). Después
de un accidente cerebrovascular, se activan las MMPs y éstas permeabilizan la
BHE por medio de la degradacién de las proteinas claudina-5 y ocludina (Yang y
Rosenberg, 2011). Asi, en presencia del serotipo K1 y K2, las células del
hipocampo secretarian mayor concentracion de MMP2, MMP9 y mediadores
proinflamatorios, lo que inducird un aumento en la permeabilidad de la BHE,
atrayendo células del sistema inmune que perpetian la inflamacion crénica,

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

Una explicacion del comportamiento de los cultivos enriquecidos de
neuronas frente a los serotipos de P. gingivalis es el hecho de que la ruta
SOCS3-STAT3 se activo o inhibid diferencialmente. Se sabe que tanto IL-10 como
IL-6 inducen la activaciéon de STAT3, generando diferentes respuestas celulares,
donde la estimulacion con IL-6 promueve una respuesta proinflamatoria vy, la
sefalizacion con IL-10 promueve una respuesta antiinflamatoria. En el presente
estudio se observé un aumento considerable de Stat3 en presencia del serotipo
K1, seguido de una leve variacion con el serotipo K2 y sin cambios respecto al

serotipo K4.

STAT3 es activado por IL-6 mediante la via JAK-STATS3, y varias citoquinas,

factores de crecimiento y hormonas utilizan esta via para transmitir su informacion
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al nucleo. En este caso, el receptor de citoquina se activa después de unirse a
IL-6, activando a JAK, quien se une al receptor de IL-6 y lo fosforila. Los STAT
luego se uniran al receptor fosforilado de IL-6 y sufriran una fosforilacién mediada
por JAK. STAT fosforilado sufrira un cambio conformacional, se separara del
receptor y luego se unira a otro STAT fosforilado, formando dimeros de STAT que
translocan al nucleo uniéndose a los promotores de los genes blanco,

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

En conjunto, los datos del presente estudio sugieren que al estimular los
cultivos enriquecidos de neuronas con el serotipo K1 o K2, se producen mayores
niveles de IL-6, y esta secrecion activaria la via JAK-STAT, lo que explicaria, al
menos en parte, el aumento en los niveles de STAT3. Eso implica que, en las
microglias y astrocitos, STAT3 puede estar induciendo sefales en el nucleo que
inhiben la muerte por apoptosis e inducen la sobrevida, perpetuando la
neuroinflamacién y el fenotipo proinflamatorio. En el estudio de Reichenbach y
cols. (2019) se demostré que STAT3 es inductor de la astrogliosis reactiva, la cual
esta relacionada con el progreso de enfermedades neurodegenerativas como la
EA. Se encontré que ratones APP/PS1 deficientes en STAT3 presentan menores
niveles de péptido AB, ya que su deficiencia induce que las microglias cercanas a
la placa amiloide tengan una morfologia mas compleja, internalicen mas péptido
AB e incrementen las vias para su eliminacion, y que los astrocitos produzcan
menos citoquinas proinflamatorias (Reichenbach y cols., 2019). Otro estudio
demostré que la inyeccion intraperitoneal de Stattic —un inhibidor selectivo de
STAT3— posterior a la exposicion de LPS, disminuye la activacion de las
microglias hipocampales y reduce los niveles de IL-6, IL-18 y TNF-a (Millot y cols.,
2020).

Por otro lado, se encontr6 que en cultivos enriquecidos de neuronas
estimulados con los serotipos K1 o K2, los niveles de mRNA de Socs3 se
mantuvieron sin variaciones. Contrariamente, cuando los cultivos fueron
estimulados con el serotipo K4, se observd una respuesta completamente

diferente, con un aumento en los niveles de Socs3 y sin cambios en Stat3.
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Curiosamente, se ha demostrado que el aumento de los niveles de IL-10 podria
estimular los niveles de expresion de Socs3, induciendo la inhibicién de los niveles
de expresion de Stat3. SOCS3 regula la activacién de STAT3 en respuesta a las
citoquinas, uniéndose al receptor de citoquinas gp130, que es el receptor de IL-6.
La capacidad de SOCS3 para unirse simultaneamente a JAK y gp130 explica la
especificidad de la supresion. SOCS3 se une a JAK cuando esta unido a gp130,
impidiendo que STAT3 se pueda unir al receptor, o que inhibe la capacidad de
JAK de fosforilar a STAT3 para que se pueda traslocar al nucleo. Los estudios en
diferentes modelos de ratones demuestran la importancia de SOCS3 para
restringir la inflamacién y permitir niveles éptimos de respuestas protectoras contra

las infecciones (Carow y Rottenberg, 2014).

El cerebro es un 6rgano rico en fosfolipidos, que son fundamentales para los
procesos de neurotransmision y la base de las interacciones neuronales y la
cognicion. Los fosfolipidos cerebrales contienen una alta proporcion de acidos
grasos poliinsaturados, especialmente &acido docosahexaenoico y 4acido
araquidonico. Se ha encontrado que a medida que aumenta la produccion de
ROS, el contenido de acidos grasos poliinsaturados en el cerebro disminuye
gradualmente (Chen y Zhong, 2014). En el presente estudio se observé un
aumento en los niveles de expresion de mRNA de Sod2 en los cultivos
enriquecidos de neuronas estimulados con el serotipo K4, lo que se correlaciond
con una baja concentracion de MDA, sugiriendo su rol en las vias de oxidacion.
Dado que la inflamacion crénica induce un desequilibrio oxidativo en los astrocitos
(Mufioz y cols., 2018), se determind la lipoperoxidacion presente en cultivos
enriquecidos de neuronas, utilizando el ensayo TBARS. El serotipo K1, que indujo
una mayor respuesta proinflamatoria, indujo solo una tendencia de aumento en la
concentracion de MDA. Por el contrario, el serotipo K2 indujo una respuesta
proinflamatoria menor que K1, pero indujo un aumento significativo en la
concentracion de MDA, en comparacion con las otras condiciones. En conjunto,
estos datos sugieren que después de 48 horas de estimulacion con K2, los
cultivos enriquecidos de neuronas experimentan un desequilibrio oxidativo con la

peroxidacion de los lipidos de la membrana. Se ha visto que el estrés oxidativo
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participa en el desarrollo de la EA al promover el depdsito de péptido AR, la
hiperfosforilacion de Tau y la posterior pérdida de sinapsis y neuronas. La relacion
entre el estrés oxidativo y la EA sugiere que el estrés oxidativo es una parte

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

P. gingivalis esta siendo cada vez mas investigada, ya que se ha visto como
su presencia en la microbiota oral puede influir en diversas enfermedades cronicas
no transmisibles, tales como ateroesclerosis y enfermedades cardiovasculares,
dislipidemia, estrés, partos prematuros y bajo peso al nacer (Orrego-Cardozo y
cols., 2015) y, recientemente, con la EA. Es necesario avanzar en estudios
humanos, ya que por ahora la mayor cantidad de evidencia respecto de la relacion
de P. gingivalis con la EA se presenta en estudios in vitro o in vivo. Debido a ello
es importante considerar que de este estudio solo se pueden obtener inferencias
de una posible relacion entre P. gingivalis y la EA, y para poder obtener
conclusiones de causalidad directa entre ambas variables es necesario avanzar en
estudios experimentales o clinicos. Ademas, la evidencia actual es muy
heterogénea, lo que dificulta comparar los resultados de este estudio con otras
bases de datos. Seria importante establecer el uso de los serotipos mas
inmunogeénicos en vez de utilizar cepas carentes de capsula, para asi generar mas
evidencia sobre la virulencia de estos serotipos capsulares y ver su implicancia en
otras enfermedades cronicas no transmisibles. Con esto se podria avanzar en la
linea investigativa y realizar estudios clinicos de serotipificacion a pacientes con
EA y periodontitis, para asi buscar una relacion directa entre la virulencia de los

serotipos de P. gingivalis y la EA.

Los resultados obtenidos en este estudio permiten establecer las bases
celulares de la asociacion entre una bacteria y el origen de la neuroinflamacion,
contribuyendo para determinar la posible asociacion causal entre la periodontitis y
la EA. De esta forma, en pacientes con periodontitis, se podran realizar estudios
de serotipificacion para saber su susceptibilidad frente a la EA. Ademas, es
necesario compartir estos resultados con la comunidad médica, para que los

pacientes geriatricos, con antecedentes de deterioro cognitivo o historia familiar de
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EA, sean derivados al odontdlogo para realizar prevencion y que reciban

tratamiento periodontal oportuno, ademas de mantener controles periédicos que

eviten la progresion de la enfermedad periodontal.

8. Conclusiones

En los cultivos de microglias y en los cultivos enriquecidos de neuronas de
ratas Sprague-Dawley estimulados con los serotipos K1 y K2 existe un
aumento en los niveles de expresion de mRNA de las citoquinas IL-1j3, IL-6,
IL-17 y TNF-a, y un incremento en los niveles de TLR4. Ademas, en los
cultivos enriquecidos de neuronas estimulados con los serotipos K1 y K2 se
observo un incremento en los niveles de expresidon de mRNA de Stat3.

En los cultivos enriquecidos de neuronas estimulados con los serotipos K1 o
K2 existe un incremento en la secrecion de MMP-9, IL- 183, IL-6 y TNF-a. En
los cultivos estimulados con K1 también hay mayor secrecién de MMP-9.

En cultivos enriquecidos de neuronas de ratas Sprague-Dawley se detectd un
aumento significativo de MDA en presencia del serotipo K2.

En base a los resultados obtenidos se puede establecer que los serotipos
capsulares K1 y K2 de P. gingivalis son, en efecto, los que inducen una mayor
respuesta proinflamatoria y oxidativa tanto en microglias como en cultivos

enriquecidos de neuronas.
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