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Resumen:

Introduccion: La periodontitis corresponde a una patologia caracterizada por una
inflamacion mediada por el huésped asociada a microbios, que resulta en pérdida
de insercidn periodontal. Las bacterias asociadas en este proceso podrian generar
bacteremias conllevando a patologias de tejidos especificos. Se ha evidenciado
una relacion entre periodontitis y otras patologias como la enfermedad de
Alzheimer donde la periodontitis podria generar neuroinflamacion. La
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa) es uno de los periodontopatdégenos
mas potentes y se ha asociado a enfermedades periodontales graves, agresivas y
de inicio temprano. Aa es conocida por su capacidad de evadir |la respuesta
inmune. Sus lipopolisacaridos interfieren con las defensas del huésped y
determinan diferentes serotipos bacterianos. De los siete serotipos de Aa
identificados, a, b y c son los méas frecuentes en la cavidad oral. El serotipo c se
asocia mas frecuentemente a sujetos sanos y el b, a mayor severidad en la
patologia oral. A pesar de que ya se ha reportado la presencia de Aa en abscesos
cerebrales, poco se conoce de los efectos que esta bacteria puede causar sobre
las neuronas y células de la glia. En nuestro laboratorio estudiamos los efectos de
los serotipos a, b y ¢ sobre cultivos primarios de hipocampo o corteza de rata,
modelos experimentales utilizados para estudiar el funcionamiento de las células
cerebrales tanto en contexto de salud, como de enfermedad. Nuestro grupo
reporté que el serotipo b, asi como en el contexto oral, es también el mas agresivo
para los cultivos hipocampales, causando una severa reduccion de las
prolongaciones neuronales y secrecion de moléculas pro-inflamatorias. En el
presente estudio el objetivo fue estudiar en detalle si los LPS de diferentes
serotipos de Aa causan alteraciones a la morfologia glial, comparando con los
efectos causados por oligdmeros del péptido beta-amiloide a estas células, que
son agregados proteicos que funcionan como toxinas sinépticas en el contexto de
la enfermedad de Alzheimer, que afecta severamente a la funcion hipocampal. A
pesar de que existen diversas estrategias para estudiar cambios en la morfologia
neuronal (como el analisis de Sholl), los cambios en glia han sido mucho menos
estudiados, demandando el desarrollo y prueba de distintas estrategias para la
observacion y caracterizacion de cambios significativos en su morfologia.
Materiales y métodos: Cultivos primarios de astrocitos y/o microglia de
hipocampo o corteza de rata fueron obtenidos como descrito en trabajos previos
de nuestro laboratorio. Una vez aislados, los cultivos fueron tratados con 50 ug/mL
de LPS de los serotipos a, b y ¢ de Aa o con 500 nM de ABOs (concentracién
subletal) por 48 h. Para los controles negativos se trataron las células con el
vehiculo del LPS bacteriano o de los ABOs. Tras fijacion con paraformaldehido
4%, los astrocitos fueron inmunomarcados con anticuerpos especificos contra la
proteina acidica fibrilar glial y la microglia, con anticuerpos contra la molécula
adaptadora de union a calcio ionizado 1. Para estudiar la morfologia glial, se
evaluo con el software ImageJ (NIH) parametros que permiten obtener informacién
morfologica a 2 dimensiones, como la dimension fractal, la lagunaridad, la
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densidad y el perimetro celulares. Asimismo, a través de la adaptacion del analisis
Sholl para células de la glia, se calcularon intersecciones maximas y el radio
critico de las células. Resultados: Con los analisis morfolégicos que utilizamos
para estudiar la morfologia glial, solo observamos cambio significativo en uno de
los parametros utilizados, y bajo una Unica condicién experimental. Observamos
una disminucion significativa de las intersecciones maximas de los astrocitos
expuestos a los ABOs, comparados con su respectivo control. En los demas
parametros, y bajo el estimulo de los diferentes serotipos de Aa, no se observan
cambios significativos, al menos en los parametros analizados. Conclusiones: La
exposicion de cultivos primarios de astrocitos y microglia de rata al LPS de
diferentes serotipos de Aa no causa cambios significativos en la dimensién fractal,
la lagunaridad, la densidad y el perimetro celulares. Asimismo, no se observaron
cambios en las células de la glia cuando se calcularon las intersecciones maximas
y el radio critico utilizando una adaptacion del analisis de Sholl para las células de
la glia. Sin embargo, observamos que los ABOs generan una disminucién en la
cantidad de intersecciones maximas en comparacion a los astrocitos control. Asi,
con el estimulo neurotoéxico de los ABOs, la adaptacion del analisis de Sholl para
los astrocitos permitio detectar cambios morfolégicos significativos al menos en
uno de los parametros estudiados.



Introduccién / Marco Tebrico:

La periodontitis corresponde a una patologia que se caracteriza por una inflamacion
mediada por el huésped, asociada a microbios, que resulta en pérdida de insercion
periodontal (Tonetti y cols., 2018). La evidencia sugiere que bacterias asociadas a
periodontitis pueden penetrar el tejido gingival e ingresar al torrente sanguineo
durante la masticacion, el cepillado o procedimientos odontoldgicos y podrian de
esta manera inducir una bacteremia transitoria recurrente (Lockhart y cols., 2008).
Asi, las lesiones periodontales se reconocen como reservorios que se renuevan
continuamente para la propagacion de bacterias, antigenos y citoquinas junto a
otros mediadores proinflamatorios. Una vez que la bacteria, sus factores de
virulencia y/o mediadores inflamatorios entran en contacto con érganos distantes en
el cuerpo, se ha postulado que ellos podrian inducir respuestas inflamatorias
similares, resultando esto en patologias de tejidos especificos (Poole y cols., 2013).
En relacion con lo anterior, la periodontitis ha sido ligada a varias enfermedades
sistémicas tales como enfermedad vascular aterosclerdtica (Wu y cols., 2000),
diabetes mellitus (Taylor y Borgnakke, 2008) y enfermedad de Alzheimer (Sparks y
cols., 2007). La posible asociacion entre la periodontitis y la enfermedad de
Alzheimer se ha evidenciado en varios niveles, pero los mecanismos biologicos aln
no son completamente claros (Martande et al., 2014, Wu and Nakanishi, 2014,
Cestari et al., 2016, Pritchard et al., 2017, Teixeira et al., 2017, Aragén et al., 2018,
Holmer et al., 2018).

En los ultimos afios se ha descrito la presencia de periodontopatégenos Gram
negativo como Porphyromonas gingivalis, y Treponema denticola, en tejido cerebral
humano post-mortem de sujetos que presentaron la enfermedad de Alzheimer
durante su vida (Riviere y cols., 2002; Poole y cols., 2013). Ademas, existe evidencia
gue sugiere que la aplicaciéon crénica oral de Porphyromonas gingivalis resulta en
inflamacion cerebral, neurodegeneracion y acumulacion excesiva de agregados del
péptido B-amiloide incluyendo su presencia en neuronas, astrocitos y microglia
hipocampales, pudiendo existir asi, una posible traslocaciéon bacteriana de
periodontopatdégenos al cerebro en modelos de periodontitis experimental en ratas

(llievski y cols., 2018). Otros estudios han mostrado que la infeccion oral con esta


mauriciobudini
Resaltado


9

bacteria puede exacerbar las caracteristicas patoldgicas en ratones transgénicos
con enfermedad de Alzheimer (Ishida y cols., 2017). Esta evidencia acumulada
sugiere que los patdgenos periodontales, bacterias directamente relacionadas con
la instalacion y desarrollo de la periodontitis, pueden ser parte de las variables que
influyen en el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad

de Alzheimer y provocar cambios a nivel tisular y celular.

En este grupo de bacterias, Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa) se
destaca como uno de los periodontopatégenos mas potentes. Es un bacilo Gram
negativo anaerobio facultativo que ha sido implicado en enfermedades
periodontales graves, agresivas y de inicio temprano (Slots y Ting, 1999). Se ha
demostrado que Aa posee diversos factores de virulencia que mejoran su
supervivencia en la cavidad oral y le permiten eludir las estrategias de proteccion
del huésped; estos factores pueden agruparse en tres grupos: 1) Factores que
promueven la colonizacién y persistencia en la cavidad oral (adhesinas e invasinas);
2) Factores que interfieren con las defensas del huésped [leucotoxina,
lipopolisacéaridos (LPS) y proteinas inmunosupresoras] y 3) factores que destruyen
los tejidos del huésped (citotoxinas y colagenasa). Estos factores les confieren a Aa
una variedad de mecanismos de virulencia, que incluyen multiples mecanismos de
evasion inmune que se reflejan en la patologia tisular local particularmente grave de
las periodontitis agresivas (Malik y cols., 2015). La asociacion de Aa con
enfermedades sistémicas como endocarditis, enfermedades cardiovasculares,
diabetes, enfermedad de Alzheimer y Artritis Reumatoide han sido reportadas y
relacionadas con la capacidad de Aa de evadir la respuesta inmune del huésped

(Oscarsson y cols., 2019).

Se han identificado siete serotipos especificos de Aa (denominados con las letras A
a G) hasta la fecha (Malik y cols., 2015). Los serotipos A, B y C, son los mas
frecuentes en la cavidad oral. Los sujetos sanos con frecuencia portan cepas de
serotipo C, y albergan los serotipos A y B con una prevalencia aproximadamente
igual. Sin embargo, la presencia del serotipo B estd aumentada en sujetos menores

de 30 afios afectados de periodontitis etapa Ill o IV, grado C (Malik y cols., 2015).
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Se demostro previamente que el serotipo B de Aa posee una capacidad aumentada
para inducir una respuesta inmune del tipo Th22 en ambas, células dendriticas y
linfocitos T (Diaz-Zdfiga y cols., 2014, 2015). Resultados mas recientes
demostraron que los tejidos periodontales infectados con diferentes serotipos de Aa
exhiben diferentes grados de resorcion 0sea alveolar y respuesta inmune distintas:
el serotipo B provoco niveles significativamente mas altos de resorcion 6sea e
inflamacion (Monasterio y cols., 2018). Interesantemente, un potencial efecto
inmunoprotector por parte del serotipo a fue demostrado tras una co-infecccion de

éste con el serotipo B en células dendriticas (Rojas y cols., 2018).

Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la forma mas comun de demencia entre las
personas mayores (Organizacién Mundial de la Salud, 2015). La edad es el principal
factor de riesgo en el desarrollo de esta patologia neurodegenerativa. La
degeneracion afecta a regiones especificas del cerebro, privando a los pacientes de
su memoria, una funcion cognitiva humana esencial. A pesar de que se haya
estudiado en forma extensiva los mecanismos patogénicos que causan la EA desde
su primera descripcién en 1907 por Alois Alzheimer, aln no es posible prevenir o
curar esta enfermedad. Asi, comprender los mecanismos responsables de la
pérdida de memoria en la EA sigue siendo un gran desafio para la neurociencia

actual.

La hipotesis de la cascada de amiloide es la teoria mas aceptada para explicar la
patogénesis de la EA (Walsh y Selkoe, 2020). Segun esta hipétesis, la acumulacion
del péptido AB en el cerebro es el primer paso de una cascada de eventos que altera
la funcién neuronal, altera las conexiones sinapticas y culmina en la demencia. El
AB es un péptido de 4,5 kDa generado en el cerebro durante la vida a través del
procesamiento proteolitico por gamma y B-secretasas de la proteina precursora
amiloide transmembrana (APP). Por mecanismos que permanecen sin resolver, el
AB comienza a acumularse en el parénquima cerebral de algunos individuos de

edad avanzada (Karran y cols., 2011), provocando una falla progresiva en la funcién
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neuronal, con pérdida significativa de las sinapsis y, en ultima instancia, la muerte

neuronal.

Debido a la naturaleza hidrofobica de los péptidos AB, su acumulacion favorece la
agregacion, dando lugar a la formacién de diferentes estados conformacionales,
que incluyen oligomeros AP solubles (ABOs) vy fibrillas AR insolubles, entre otros
agregados AP toéxicos (Reiss y cols., 2018). Los péptidos AB de 42 aminoacidos
tienen una tendencia particularmente fuerte para formar ABOs y fibrillas. Aunque las
fibrillas que componen las placas amiloides son neurotoxicas (Louzada y cols.,
2001, 2005; Paula-Lima y cols., 2003, 2005, 2009, 2013), la presencia de ABOs se
correlaciona mejor con la pérdida de sinapsis y los deterioros cognitivos que la
aparicion de fibrillas (Ferreira y cols., 2015). Es de destacar que recientemente se
demostrd que, si bien los ABOs intracelulares alteran la funcién sinaptica, los ABOs
extracelulares promueven un circulo vicioso que propaga la patologia sinaptica de
neuronas enfermas a neuronas sanas, lo que corrobora la nocién de que los ABOs

son efectores fundamentales en la patogénesis de la EA (Rolland y cols., 2020).

Sin embargo, otros puntos de vista consideran que la EA es el resultado de
patologias independientes pero cruzadas relacionadas con la edad que afligen al
envejecimiento del cerebro humano (Tse y Herrup, 2017), muchas de las cuales se
relacionan con la neuroinflamacion. Se ha descrito también en la literatura que
células de la microglia en la EA se activan frente a los ABOs y fibrillas insolubles de
AB por medio de receptores celulares de superficie. La unién de AB con los
receptores CD36, TLR4 y TLR6 resulta en la activacion de la microglia, que
comienza a producir citoquinas y quimiocinas proinflamatorias. Por otro lado, la
delecion genética in vitro de CD36, TLR4 y TLR6 reduce la produccién de citoquinas
inducida por AB y previene la acumulacion de amiloide y la activacion de complejos
multiproteicos conocidos como inflamasomas (Heneka y cols., 2015). Junto a la
microglia activada, astrocitos reactivos hipertroficos se acumulan alrededor de
placas seniles y han sido vistas a menudo en tejido humano post-mortem de
pacientes con EA y en modelos animales de la enfermedad. Por otro lado, en
modelos animales de EA, la respuesta temprana estd marcada por una atrofia
astroglial que podria tener efectos de largo alcance en la conectividad sinaptica,

debido a que los astrocitos son centrales para la mantencion de la transmision
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sinaptica contribuyendo asi a los déficits cognitivos. Estas células ademas liberan
citoquinas, interleuquinas, 6xido nitrico y otras moléculas posiblemente citotdxicas
luego de la exposicion a AP, exacerbando la respuesta neuroinflamatoria.
Adicionalmente los astrocitos tienen un rol potencial en la internalizacion y
degradacion de AP in vivo. Ademas, los astrocitos adultos tienen una mayor
expresion de proteasas extracelulares que degradan AB. Junto a lo anterior, los
astrocitos tienen un rol importante en el clearance de ABOs del parénquima a traves

de drenaje paravenoso (Heneka y cols., 2015).

El reconocimiento de patrones asociados a dafio, como los ABOs y el LPS
bacteriano, podrian asociarse a cambios morfolégicos en las células de la glia en el
cerebro. Recientemente se realiz6 un estudio muy detallado de los cambios
morfolégicos de los astrocitos y microglia en un modelo experimental de la
enfermedad de Alzheimer, que consiste en ratones transgénicos APP / PS1. En este
modelo se demostré que se observa un aumento en la expresion de la proteina
acidica fibrilar glial, un marcador de astrocitos, en comparacion a los cerebros de
ratones tipo salvaje (ratones control). Sin embargo, se demostrd que este aumento
no se debe a una proliferacion astrocitaria significativa, sino a cambios morfolégicos
en los cuales los astrocitos exhiben una caracteristica hipertréfica activada, con
cuerpos celulares agrandados y procesos gruesos. Por otro lado, se detectd
marcada proliferacidn celular en células de la microglia en la corteza de los ratones

APP / PS1, en comparacioén con los controles (Li et al., 2020).

Por décadas el foco de estudio mayoritario en el contexto de las enfermedades
neurodegenerativas ha sido el de los cambios morfoldgicos neuronales. Solamente
en los dltimos afos, la atencion de la comunidad cientifica se ha vuelto para los
cambios morfoldgicos gliales, lo que se acompafié de un avance importante en los
métodos de deteccién de cambios morfolégicos en astrocitos y en células de la
microglia (Fernandez-Arjona y cols., 2017, Plata y cols., 2018, Li et al., 2020). En
un estudio reciente, se describi6é una disminucion de las ramificaciones distales de
astrocitos seguido de dafio neurodegenerativo en un modelo de status epilepticus
en ratas, acompafnado de microgliosis en las zonas afectadas del hipocampo (Plata

y cols., 2018). Se evalu6 la morfologia de las células gliales evaluadas utilizando
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parametros como dimension fractal, lagunaridad, densidad y perimetro (Fernandez-

Arjona y cols., 2017).

Periodontitis como factor de riesgo para la enfermedad de Alzheimer

En términos generales, las enfermedades inflamatorias crénicas podrian ser la
causa de alteraciones neuroldgicas y, por lo tanto, asociarse con enfermedades
neurodegenerativas (Heneka y cols., 2015; Roman-Malo y Bullon, 2017). La EA,
que es la principal causa de demencia y por lo tanto una de las patologias
neuroldgicas de mayor importancia global, ha sido recientemente considerada como
el resultado de varias patologias independientes pero cruzadas, relacionadas con
la edad (Tse y Herrup, 2017). En la EA, la primera activacion del sistema inmune
sucede dentro del sistema limbico y, en particular, en la corteza entorrinal y el
hipocampo (Sojkova y Resnick, 2011). Estas dos regiones son también las primeras
en sufrir neurodegeneracién en la EA. El hipocampo es la regiéon responsable del
procesamiento de la memoria en el cerebro, y la pérdida de esta funcién cognitiva

es el principal sintoma de la EA.

Existe creciente evidencia clinica de que la periodontitis estd estrechamente
relacionada con la aparicién y progresion de la EA. La tercera encuesta nacional de
examen de salud y nutricion (NHANESIII) indica una asociacion transversal entre
un marcador seroldgico de Porphyromonas gingivalis (Pg) y un deficiente
rendimiento cognitivo en sujetos mayores de 60 afios (Noble y cols., 2009). Ademas,
los niveles séricos de anticuerpos contra Pg son incrementados significativamente
en los participantes diagnosticados con EA en comparacion con aquellos en
controles sanos de edad similar (Sparks y cols., 2012). La presencia de las tres
principales bacterias periodontales, que agrupadas en este contexto son conocidas
como "El complejo rojo — The red complex”, el cual incluye Treponema denticola,
Tannerella forsythia, y Pg, fue detectado en el tejido cerebral de individuos con y sin
demencia (Poole y cols., 2013), pero sélo los niveles de los antigenos de Pg fueron
significativamente mas altos en el tejido cerebral de los casos de EA en

comparacion con los tejidos de controles sanos.
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Si bien el cerebro esta bien protegido contra la invasion microbiana por la barrera
hematoencefélica, una variedad de microorganismos patdgenos logra alcanzar al
sistema nervioso central, y las infecciones resultantes pueden causar morbilidad y
mortalidad significativas (Dando y cols., 2014). Los patégenos microbianos pueden
acceder al cerebro (i) penetrando la barrera hematoencefalica o el liquido
cerebroespinal o (ii) a través de los nervios olfativo, trigémino (Kristensson, 2011)
y/o vago (Bolte, 1998). Se realiz6 un estudio en cerebros de pacientes con EA para
identificar algunas de las principales bacterias de la enfermedad periodontal
(Treponema denticola, Tannerella forsythia y Porphyromonas gingivalis) y / o
componentes bacterianos en el tejido cerebral a partir de 12 h post-mortem. El cual
demostrd, utilizando un anticuerpo monoclonal especifico para LPS de Pg, que esta
bacteria fue detectada en 4 de los 4 cerebros con EA, mientras que los 4 cerebros
obtenidos de individuos no AD no presentaron inmunoreactividad (Poole y cols.,
2013). Ratones infectados por via oral con Pg, Treponema denticola, Tannerella
forsythia y Fusobacterium nucleatum como infecciones mono y polimicrobianas,
solo exhibieron Pg en el cerebro, y no las otras bacterias, demostrando que Pg tiene
la capacidad de invadir el cerebro, al menos en condiciones patolégicas como la EA
(Poole y cols., 2014).

Una evidencia preclinica mas reciente demuestra que la infeccion oral con Pg
exacerba el defecto en la memoria y las caracteristicas histopatologicas de la EA,
en ratones transgénicos que funcionan como modelos para la enfermedad
neurodegenerativa (Ishida y cols., 2017). También se ha demostrado que esta
bacteria induce deterioro de la memoria y neuroinflamacion dependiente de la edad
en ratones (Ding y cols., 2018). Ademas, la infeccién por Pg indujo la secrecién de
citoquinas proinflamatorias en el cerebro con defectos cognitivos (Wu y cols., 2017;
Zhang y cols., 2018). Notablemente, la mono-infeccion oral por Pg promueve
neurodegeneracion y produccion del péptido AB en ratones de tipo salvaje (llievski
y cols., 2018).

A pesar de la implicancia conocida de Aa en las formas mas severas de periodontitis
y del vinculo clinico entre periodontitis y EA, el Unico articulo que hasta el momento
sugiere posibles implicancias de Aa en la etiologia de la EA es el que recientemente

publicamos bajo el titulo “Serotype b of Aggregatibacter actinomycetemcomitans
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triggers pro-inflammatory responses and amyloid beta secretion in hippocampal
cells: a novel link between periodontitis and Alzheimer’s disease?” (Diaz-Zufiga y
cols., 2019). En este estudio experimental in vitro, el objetivo fue determinar si las
células cerebrales, que incluyen la microglia, células inmunes fagociticas del
cerebro, son capaces de reconocer la variabilidad en la conformaciéon del LPS de
los diferentes serotipos Aa. En el trabajo citado, determinamos los efectos del LPS
purificado de los serotipos a, b o ¢ de Aa sobre cultivos primarios de microglia o
células mixtas del hipocampo. En este trabajo, nuestro grupo demostré que ambos
tipos de cultivo exhiben niveles mas altos de citoquinas pro-inflamatorias (IL-18, IL-
6 y TNFa) cuando tratados con el LPS del serotipo b, en comparacion con el control,
y con los otros serotipos a y ¢. Ademas, los cultivos tratados con LPS del serotipo a
mostraron niveles aumentados de expresion de citoquinas IL-4 e IL-10. Los cultivos
mixtos de hipocampo tratados con LPS del serotipo b exhibieron cambios
morfolégicos neuronales severos y niveles aumentados de péptido AR1-42
secretado. Estos resultados indican que el LPS de diferentes serotipos Aa
desencadenan respuestas inmunes discriminatorias, que afectan diferencialmente
a las células primarias del hipocampo en el caso del desafio con el LPS del serotipo
b en particular. En conjunto, los resultados publicados en este articulo revelan que
el tratamiento con el LPS del serotipo b de Aa desencadena la secrecion de
citocinas proinflamatorias por la microglia, induce la reduccion de las neuritas y
aumenta los niveles extracelulares de AB1-42, todas las caracteristicas anteriores

se relacionan a la patologia neurodegenerativa EA (Diaz-Zufiga y cols., 2019).

Recientemente, se demostré que las células de la microglia, en condiciones
inflamatorias, presentan morfologias diferentes en comparacion con las células de
la microglia en una situacion de control (Ferndndez-Arjonay cols., 2017) y que estos
cambios morfolégicos estan estrechamente relacionados con la funcion de estas
células (Fernandez-Arjona y cols, 2019). Ademas, se observa una heterogeneidad
en los fenotipos de los astrocitos, asi como se discute su posible impacto en la
funcién cerebral durante el envejecimiento y las enfermedades neurales (Matias y
cols.., 2019,). Sin embargo, y a pesar de que se sabe que estas células responden
de manera discriminatoria a diferentes serotipos de Aa (Diaz-Zufigay cols., 2019),

hasta la fecha no existen reportes en que se haya comparado la morfologia de las
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células de la microglia y de los astrocitos en respuesta a factores de virulencia de
diferentes periodontopatdégenos y a agregados del péptido B-amiloide. Debido a
esto, es necesario establecer los efectos que pudieran tener estos agentes a nivel
de la morfologia tanto de las células de la microglia y los astrocitos, con el fin de
avanzar en el conocimiento de las consecuencias patoldgicas que subyacen a su
presencia en el cerebro. También, seria interesante conocer si los posibles efectos

provocados por estos agentes pudieran ser potenciados entre si.
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Hipotesis y objetivos:

HIPOTESIS

Los factores de virulencia de los serotipos A, B y C de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans y los oligobmeros del péptido beta-amiloide afectan
diferencialmente la morfologia de la microglia y de los astrocitos en cultivos

primarios de hipocampo de rata.

OBJETIVO GENERAL.

Determinar los cambios morfolégicos en la microglia y los astrocitos presentes en
cultivos primarios de hipocampo de rata expuestos a factores de virulencia de
diferentes serotipos de Aggregatibacter actinomycetemcomitans y a los oligdmeros

del péptido beta-amiloide.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Determinar grado de arborizacion, cambios en los parametros morfol6gicos
dimensién fractal, lagunaridad, densidad y perimetro de la microglia en
cultivos primarios de hipocampo de rata expuestos a LPS de los serotipos A,

B y C de Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

2. Determinar grado de arborizaciéon, cambios en los parametros morfolégicos
dimensién fractal, lagunaridad, densidad y perimetro de astrocitos obtenidos
de cultivos primarios de hipocampo de rata y expuestos a LPS de los
serotipos A, B y C de Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

3. Determinar grado de arborizaciéon, cambios en los parametros morfolégicos
dimensién fractal, lagunaridad, densidad y perimetro en astrocitos obtenidos

de cultivos primarios de hipocampo de rata expuestos a AROs.
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Materiales y métodos:

Cultivos primarios expuestos a factores de virulencia de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans

Obtencion de LPS bacteriano:

Para este estudio se uso6 LPS purificado de cepas de Aa ATCC® 43717™ (serotipo
a), ATCC® 43718™ (serotipo b) o ATCC® 43719™ (serotipo c) para tratar las
células tal y como se describioé previamente (Diaz-Zudiga y cols., 2014; 2019). Se
obtuvo LPS de Aa tal y como se describio previamente (Al-Qutub y cols., 2006, Diaz-
Zuaiiga et al., 2019). Brevemente, se resuspendié 1 x 1010 CFU/mL de Aa en Tris-
reagent y se afiadidé cloroformo para incubar a temperatura ambiente por 15-30
minutos. Ademas, se obtuvo el sobrenadante por centrifugacion por 10 minutos a
11.000 x g, el cual se purifico por liofilizacion durante la noche. Después, el LPS se
resupendio en 1 mL de MgCl2 0.375 M en 95% etanol y se transfirio a un tubo
Eppendorfde 1.5 mL, y después de completar la mezcla, la suspension se centrifugo
a 5.000 x g por 5 min. Este paso se repiti6 dos veces. El segundo supernadante se
decanto y se afiadié 1 mL de etanol al 100% y la suspensién se centrifug6 a 5.500
X g por 5 min. El pellet final fue resuspendido en 0.1 mL de agua libre de endotoxina.
El LPS se visualizé por medio de electroforesis en gel de poliacrilamida al 14% de
sulfato de sodio y dodecilo (SDS-PAGE) y tincién periddica de &cido de plata como
se ha descrito previamente (Tsai y Frasch, 1982).

Cultivos Primarios de Hipocampo:

El Comité de Bioética en Animales de Experimentacién de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile aprobé el protocolo bioético que se uso6 en
este estudio (17085-ODOUCH Protocolo). Todos los procedimientos se realizaron
de acuerdo con la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del
Instituto Nacional de Salud, USA. Los animales se mantuvieron con comida y agua
ad libitum y se eutanasiaron bajo anestesia profunda para evitar el sufrimiento
animal en cada etapa de los experimentos. Los cultivos se prepararon de embriones
de 18 dias de edad obtenidos de ratas Sprague—Dawley embarazadas como se ha

descrito previamente (Paula-Lima y cols., 2005). Brevemente, después de la
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remocion los cerebros fueron colocados en un plato con solucion de glucosa de
Hank y los hipocampos fueron disecados por disociacion mecanica suave en
solucién de glucosa de Hank. La suspensién de células fue centrifugada y
resuspendida en Medio Eagle Modificado de Dulbeco (DMEM) suplementado con
suero de caballo al 10% y posicionado en placas tratadas con polilisina. Luego de
40 minutos, el DMEM se reemplazé por medio Neurobasal suplementado con B-27.
Las células se mantuvieron in vitro por 18-21 dias a 37°C en una atmésfera de CO2

humidificada al 5% preferente para manipulacion experimental.
Cultivos Primarios de Microglia:

Se obtuvo microglia cortical de rata como se ha descrito previamente (Mufioz y cols.,
2018; Diaz-Zuiiga et al., 2019). Brevemente, se diseco corteza cerebral de recién-
natos de rata Sprague—Dawley macho o hembra de 1-3 dias de edad en solucién
salina tamponada de Hank, con 0.25% de tripsina suplementada y 0.5 mg/mL
DNase I. Los cultivos mixtos de astrocitos y microglia se incubaron en DMEM que
contiene 10% de suero fetal bovino. Luego de 13 dias en cultivo, las células se
agitaron vigorosamente en una agitadora a 2 xg por 72 h para despegar las células
microgliales. Las células microgliales se posicionaron en medio suplementado con
DMEM hasta 80% de confluencia.

Cultivos Primarios de Astrocitos:

Después de agitar los cultivos mixtos de astrocitos y microglia como se describié en
la sesidn anterior, los astrocitos se tripsinizaron y se volvieron a sembrar en placas

de 35 mm o placas P60, y crecido hasta la confluencia antes de su uso
Tratamientos:

Para evaluar si las células del hipocampo reconocen y responden
diferenciadamente a la variabilidad estructural de LPS de diferentes serotipos de Aa
y a los ABOs, se trataron células hipocampales mixtas o células corticales
microgliales con 50 ng/mL de LPS de Aa o 500 nM ABOs por 48 h. Las células
incubadas con 50 ng/mL de LPS de los serotipos a o ¢ de Aa fueron consideradas

como controles; para los controles negativos (no inducido, ni), los cultivos celulares



20

fueron suplementados con tampon fosfato salino (PBS)(1X), el vehiculo del LPS, tal

como se ha realizado previamente (Diaz-Zufiga y cols., 2014).

Inmunofluorescencia:

Para analizar los efectos en la morfologia celular en respuesta a los diferentes
serotipos de Aa sobre los cultivos celulares, se marcaron astrocitos con anticuerpos
especificos contra la proteina acidica fibrilar glial (GFAP), y la microglia con
anticuerpos contra la molécula adaptadora de union a calcio ionizado 1 (Ibal). Se
evalu6 la morfologia celular por medio de inmunofluorescencia. Después de la
estimulacion con LPS, los cultivos primarios fueron fijados en paraformaldehido al
4%, se bloqued y permeabilizé por 2 h con BSA al 2.5% y Triton X-100 al 0.3% en
PBS. Las células de hipocampo fueron entonces incubadas durante la noche con
los anticuerpos primarios anti-GFAP monoclonal de raton (Cell Signaling
Technologies (Danvers, MA, USA) a 1:300 o con anti-lbal policlonal de conejo
(Abcam®, Cambridge, MA, USA) a 1:100 diluido en solucién de bloqueo, y lavado 3
veces con PBS. Las células microgliales fueron incubadas durante la noche a 4°C
con el anticuerpo primario anti-lbal, diluido en solucién blogueadora a 1:300, y
lavada tres veces con PBS. Mas tarde, las células se incubaron con el anticuerpo
secundario anti-cabra (Alexa Fluor® 633, Abcam®) a 1:2000 o anticuerpo anti-
conejo (Alexa Fluor® 488) y anti-raton (Alexa Fluor® 635, Thermo Fisher Scientific)
ambos a 1:2000 diluido en solucion blogqueadora y se afiadio a las células de
acuerdo con el protocolo previamente descrito (Paula-Lima y cols., 2011). Después
de 2 h de incubacién a temperatura ambiente, las células se lavaron tres veces con
PBS y se montaron en medio con DAPI (Abcam®) para poder visualizar los nucleos.
Las células fueron examinadas con un microscopio espectral confocal C2 Plus
(Nikon, USA) y las imagenes fueron procesadas usando el software Image J (NIH,
MD, USA). Las imagenes fueron obtenidas de al menos cinco campos elegidos de
manera aleatoria por cubreobjetos, de al menos tres cubreobjetos por cada cultivo.
La proporcidbn de células marcadas fue determinada contando las células
positivamente tefiidas por el anticuerpo primario en relacion con el total de células

tefiidas con DAPI. Se realiz6 analisis Sholl usando el software Image J. Tres a cinco
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experimentos independientes se realizaron con cultivos obtenidos de embriones de

diferentes ratas.

Analisis morfométricos:

Estos analisis se realizaron tanto para la microglia y astrocitos de cerebros de
roedores expuestos a LPS de Aa como para los astrocitos de los cultivos celulares
tratados con oligobmeros del péptido beta-amiloide. Se midieron 6 parametros
utilizando el software gratuito FracLac para Imaged (Karperien, A., FracLac for
ImageJ1 1999-2013; disponible en el sitio web de ImageJ, National Institutes of
Health; Karperien et al., 2013) como se ha descrito previamente (Fernandez-Arjona,
2017):

1. Dimension Fractal (D): Un D mas alto significa un patron de mayor
complejidad. Se defini6 un acercamiento matematico para definir patrones
fractales, donde D es el exponente que indica la escala a la cual (¢) es
elevado para obtener el nimero de idénticas partes de si mismo (Ng ;
Ecuacion 1). Por lo tanto, D puede ser calculado de la relacion entre In Ne y
In € dentro de una estructura (ecuacion 2) como la pendiente de una regresion

lineal simple entre los datos de In N¢ frente a los datos de In €.

Ne=¢P (1)
D = InN¢g/Ing (2)

El software de conteo de cajas se utilizé para contar el nimero de cajas que
contuviera cualquier pixel en primer plano de las imagenes procesadas en
grillas de calibres sucesivamente mas pequefios. La escala del tamafio de
caja se obtuvo como una serie de potencias, lo que significa que la base se
eleva al exponente agregado para realizar tamafos sucesivos. La pendiente
obtenida finalmente para cada imagen fue el promedio de 12 medidas con

posicionamientos de la grilla diferentes y aleatorios.
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2. Lagunaridad (A): El valor de A obtenido calculado con el contador de cuadros
del software FracLac es el coeficiente de variacién expresado como densidad
de pixel por cuadro como una funcion del tamafio del cuadro. Para evitar
parcialidad en los resultados de la A, el promedio de distribucién de masa por
escala de series de potencia y también con 12 locaciones de cuadricula
fueron calculados (Karperien y cols., 2015).

3. Area: El nimero total de pixeles presentes en la forma llena de la imagen
celular, transformado a micrometros cuadrados (area de pixel = 0.013 pm2).

4. Area del casco convexo (CHA): Donde el casco convexo es el poligono
convexo mas pequefio (aquel con todos los &ngulos interiores menores a
180°) conteniendo la forma celular completa.

5. Densidad: Se calcula dividiendo el area de la célula por su CHA.

Perimetro: Se mide basado en el contorno unico de la forma celular como el

namero de pixeles expresado en micrones (lado de pixel = 0.115 pum).

De los 6 parametros anteriormente mencionados el area y el CHA se calcularon
para poder obtener la densidad. También se realizé el analisis Sholl con el software
Image J. De este se obtuvieron la cantidad de intersecciones maximas vy el radio
critico, este ultimo corresponde a la distancia de la prolongacién mas larga de la

célula.

Analisis de datos

Los datos fueron estadisticamente analizados usando el software GraphPad de
Prism. La distribucion normal de los datos fue determinada usando el test Shapiro-
Wilk. Diferencias entre grupos y comparaciones multiples fueron analizadas con los
test ANOVA-Tukey o Kruskal Wallis-Dunn para distribucion paramétrica o no
paramétrica, respectivamente. Diferencias entre dos grupos fueron analizadas con
test-t de student para distribucién paramétrica y con el test Mann Whitney para
distribucion no paramétrica. Las diferencias fueron consideradas estadisticamente

significativas con p < 0.05.
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Resultados:

Se muestran los parametros morfolégicos perimetro celular, densidad celular,
dimensién fractal, lagunaridad, intersecciones maximas y radio critico evaluados en
microglia y astrocitos hipocampales de cultivos primarios expuestos a LPS de
distintos serotipos de Aggregatibacter actinomycetemcomitans y en astrocitos
expuestos a 500 uM de agregados del péptido beta amiloide (AbOs). Se compararon
las distintas muestras expuestas a los LPS A, B y C con sus respectivos controles
y entre ellas mismas. Ademas, se realiz6 la comparacion de los astrocitos expuestos

a agregados del péptido beta amiloide con sus controles.

Perimetro celular:
Se midié el perimetro celular de cada astrocito (figura 1 a) basado en el contorno
anico de la forma celular como el nimero de pixeles expresado en micrones (lado

de pixel = 0.115 um) utilizando el software ImageJ, como indicado en la figura 1 b.

b. Tras 48 h de tratamiento
r ! con 50 ug/mL de LPS de

los serotipos a, by c de Aa

~- (figura 1c) o, con 500 nM
ABOs (figura 1 d) se realiz6
¢ la  cuantificacion  del
perimetro celular en cada
d condicion  experimental.
ns
F 30007 i E 50007 — Como se observa en la
=3 =3
5,000 P il B figura 1c el perimetro
3 ® 2 3000 .
3 AP 3 celular de los astrocitos
2 1000 £ 200
2 2 expuestos a LPS de los
= = 1000
£ ol - serotipos A, By C de Aano
o Lo 4 O ., .
4 & &5 sufrio cambios
significativos respecto a su
Figura N°1 : Se muestra la imagen binaria de la proyeccion en Z de un astrocito (a), el Contr0| ni entre estos

mismo astrocito con el perimetro demarcado en amarillo (b), el perimetro de astrocitos
expuestos a los distintos serotipos A, By C de Aa (c) y el perimetro de astrocitos

expuestos a ABOs. mismos. Esto también se



mauriciobudini
Comentario en el texto
Indicar el número (n) de células individuales cuantificadas y/o de duplicados biológicos realizados.


24

ve en la figura 1d donde los astrocitos expuestos a ABOs tampoco tuvieron cambios

significativos en este parametro comparados con su control.

1500+

1000 ©

500

Perimetro celular (pm)

Figura N°2 : Se muestra la imagen binaria de la proyeccion en Z de una microglia (a), el perimetro
marcado en amarillo de la misma imagen (b) y el perimetro celular de microglia tratada con LPS de los
distintos serotipos A, By C de Aa (c).

En la figura 2 a se observa la
representacion de una
microglia marcada con lba-1, y
en la figura 2 b, se indica el
perimetro en amarillo obtenido
a través del software Image J.
En la figura 2c se muestra la
cuantificacién del perimetro
trds el tratamiento de la
microglia con los diferentes
seortipos de Aa. LNo se
observan cambios
significativos en el perimetro
de la microglia expuesta a LPS
de los serotipos A, B ni C de Aa
respecto al control ni tampoco

entre estos mismos.
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Se cuantificé el area celular como el nimero total de pixeles presentes en la forma

llena de la imagen celular que luego se transformé a micrometros cuadrados (area

de pixel = 0.013 um2). Posteriormente se calculéo el CHA, que corresponde al

poligono convexo mas pequeiio (aquel con todos los angulos interiores menores a

180°) conteniendo la forma celular completa. Finalmente se cuantificé la densidad

celular dividiendo el area de la célula por su CHA.

Densidad celular

Figura N°3 : Se muestra la imagen binaria de la proyeccién en z de un astrocito con su area
delimitada en amarillo (a), la misma imagen con el area de casco convexa (CHA) delimitada con el
mismo color (b), la densidad celular de astrocitos tratados con LPS de los distintos serotipos A, B

y C de Aa (c) y de astrocitos tratados con ABOs (d).

Densidad celular

0.4+

0.34

ns

En la figura 3a se muestra la
representacion binaria de un
astrocito marcado con GFAP
control y su perimetro en
amarillo. En la figura 3b se
observa el CHA para esta
célula, obtenido a través del
software image J. En la figura
3c, que muestra la
cuantificaciéon de la densidad
celular luego del tratamiento
con los diferentes serotipos
de Aa. Se puede observar
gue la densidad celular de
los astrocitos expuestos a
LPS de los serotipos A, By
C de Aa no sufri6 cambios

significativos respecto a su

control ni entre estos mismos. Esto también se ve en la figura 3d donde los astrocitos

expuestos a ABOs tampoco tuvieron cambios significativos en este parametro

comparados con su control.
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Figura N°4 : Se muestra la imagen binaria de la proyeccion en z de una microglia con su area
delimitada en amarillo (a), la misma imagen con el area de casco convexa (CHA) delimitada con
el mismo color (b) y la densidad celular de microglia tratada con LPS de los distintos serotipos
A, By Cde Aa (c).

B ni C de Aa respecto al control ni tampoco entre estos mismos.
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En la figura 4a se
observa la
representacion  binaria
de una microglia control
marcada con lba-1y el la
figura 4 , el CHA para la
misma célula. El la figura
4c se muestra la
cuantificacion de la
densidad celular luego
del tratamiento de la
microglia con el LPS de
los diferentes serotipos
de Aa. No se observan
cambios significativos en
la densidad celular de la
microglia expuesta a

LPS de los serotipos A,
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Se calculé la dimension fractal con el software FracLac de Image J.
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Figura N°5 : Se muestra la imagen binaria de la proyeccion en Z de un astrocito (a), la tabla
generada a partir de esta misma imagen donde la pendiente de la recta corresponde a su
dimension fractal (b), la dimensidn fractal de astrocitos tratados con LPS de los distintos
serotipos A, B y C de Aa (c) y de astrocitos tratados con ABOs (d).

los ABOs comparados con su control.

En la figura 5a se muestra
una representacion binaria
de un astrocito control
immunomarcado con
GFAP. Como se puede
observar en la figura 5c, la
cuantificacion  de la
dimension fractal de los
astrocitos expuestos a
LPS de los serotipos A,
B y C de Aa no sufrio
cambios  significativos
respecto a su control ni
entre estos mismos. En
la figura 5d tampoco se
observan cambios
significativos para la
dimensioén fractal de los

astrocitos expuestos a
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Figura N°6 : Se muestra la imagen binaria de la proyeccion en Z de una microglia (a), la tabla

generada a partir de esta misma imagen donde la pendiente de la recta corresponde a su dimension
fractal (b) y la dimensién fractal de microglia tratada con LPS de los distintos serotipos A, By C de Aa

(c).

respecto al control ni tampoco entre estos mismos.
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En la figura 6a se
muestra una
representacion  binaria
de una microglia control
immunomarcada  con
Iba-1. En la figura 6c,
que muestra la
cuantificacion de la
dimension fractal tras
los tratamientos, se
observa que no
ocurren cambios
significativos en la
dimension fractal de la
microglia expuesta a
LPS de los serotipos
A, B ni C de Aa

Se calculé la lagunaridad con el contador de cuadros del software FracLac, este es

el coeficiente de variacion expresado como densidad de pixel por cuadro como una

funcion del tamafo del cuadro. Para evitar parcialidad en los resultados de A, el
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promedio de distribuciéon de masa por escala de series de potencia y también con

12 locaciones de cuadricula se calcularon (Karperien y cols., 2015).
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Figura N°7 : Se muestra la imagen binaria de la proyeccién en Z de un astrocito (a), la imagen
escaneada de la misma célula para calcular su lagunaridad (b), la lagunaridad de astrocitos tratados
con LPS de los distintos serotipos A, B y C de Aa (c) y de astrocitos tratados con ABOs (c).

En la figura 7a se
muestra una
representacion
binaria de un
astrocito control
immunomarcado
con GFAP.
Podemos
observar en la
cuantificacion
mostrada en la
figura 7c que la
lagunaridad de los
astrocitos
expuestos a LPS
de los serotipos A,
By C de Aa no
sufrié cambios

significativos

respecto a su control ni entre estos mismos. Esto también se ve en la figura 7d

donde los astrocitos expuestos a ABOs tampoco sufrieron cambios significativos en

este parametro comparados con su control.
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Figura N°8 : Se muestra la imagen binaria de la proyeccién en Z de una microglia (a), la imagen
escaneada de la misma célula para calcular su lagunaridad (b) y la lagunaridad de microglia
tratada con LPS de los distintos serotipos A, By C de Aa (c).
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En la figura 8a se
muestra una
representacion
binaria de una
microglia control
immunomarcada
con Iba-1. La
cuantificacion
mostrada en la
figura 8c revela
gue no existen
cambios
significativos en
la lagunaridad de
la microglia

expuesta a LPS de los serotipos A, B ni C de Aa respecto al control ni tampoco entre

estos mismos.
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Figura N°9 : Se muestra la imagen binaria de la proyeccion en Z de un astrocito (a), la misma
imagen con los circulos concéntricos utilizados en el analisis Sholl (b), las intersecciones
méaximas evaluadas con analisis Sholl de astrocitos tratados con LPS de los distintos serotipos
A, By C de Aa (c) y de astrocitos tratados con ABOs (c).
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Con una adaptacion
del analisis Sholl para
los astrocitos, se
obtuvo la cantidad
méaxima de
intersecciones  para

este tipo celular.

En la figura 9a se
observa la
representacion binaria
de un astrocito control
marcado con GFAP,
mientras que en la
figura 9 b se muestran
los circulos
concéntricos que se

determinan durante el

analisis de Sholl para una célula como esta. En la figura 9c se puede observar la

cuantificacion de las intersecciones maximas de los astrocitos expuestos a LPS de

los serotipos A, B y C de Aa. Esta figura muestra que los astrocitos no sufrieron

cambios significativos respecto a su control ni entre estos mismos. Sin embargo,

observamos que si ocurre una disminucion significativa de las intersecciones

maximas de los astrocitos expuestos a ABOs comparados con su control (figura 9d).
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En la figura 10a se observa la representacion binaria de una microglia control

marcada con Iba-1, y en la figura 10 b se muestran los circulos concéntricos que se

ns

N° intersecciones

misma imagen con los circulos concéntricos utilizados en el analisis Sholl (b) y las
intersecciones méaximas evaluadas con analisis Sholl de microglia tratada con LPS de los
distintos serotipos A, By C de Aa (c).

Figura N°10 : Se muestra la imagen binaria de la proyeccién en Z de una microglia (a), la

determinaron
durante el analisis
de Sholl para una
célula como esta.
En la figura 10c se
puede observar la
cuantificacion de
las intersecciones
méximas de las
microglias
expuestas al LPS
de los diferentes
serotipos de Aa.
Los resultados
indican que no

ocurren cambios

significativos en las intersecciones maximas de la microglia expuesta a LPS de los

serotipos A, B ni C de Aa respecto al control ni tampoco entre estos mismos.
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Radio critico:

Se calculd el radio critico de las células. Este concepto se refiere a la distancia de
la prolongacion celular més larga. Para esto se realiz6 el andlisis Sholl con el
software Image J. La figura 11a muestra la representacion binaria de un astrocito
control immunomarcado con GFAP. En la figura 11 b se muestran los circulos
concéntricos que se establecen para este tipo celular con el analisis de Sholl y se
ejemplifica el radio critico con una linea roja. La figura 11c muestra que el radio
critico de los astrocitos expuestos a LPS de los serotipos A, B y C de Aa no sufrio
cambios significativos respecto a su control ni entre estos mismos. Esto también se
ve en la figura 11d, en la cual los astrocitos expuestos a ABOs tampoco tuvieron

cambios significativos en este parametro comparados con su control.
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Figura N°11 : Se muestra la imagen binaria de la proyeccién en Z de un astrocito (a), la misma imagen
con los circulos concéntricos utilizados en el analisis Sholl (b), el radio critico evaluado con analisis Sholl
de astrocitos tratados con LPS de los distintos serotipos A, By C de Aa (c) y de astrocitos tratados con
ABOs (d).
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En la figura 12a se observa la representacion binaria de una microglia control

marcada con Iba-1, y en la figura 12b se muestran los circulos concéntricos que se

determinaron durante el analisis de Sholl para una célula como esta, marcando en
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Figura N°12: Se muestra la imagen binaria de la proyeccién en Z de una microglia (a), la misma imagen
con los circulos concéntricos utilizados en el analisis Sholl (b) y el radio critico evaluado con analisis
Sholl de microglia tratada con LPS de los distintos serotipos A, By C de Aa (c).

rojo su radio critico
evaluado. En la
figura 12c se puede
observar la
cuantificacion de las
intersecciones
maximas de las
microglias
expuestas al LPS de
los diferentes

serotipos de Aa.

En la figura 12c se
observa que no hay

diferencias
significativas en el

radio critico de la

microglia expuesta a LPS de los serotipos A, B, ni C de Aa respecto al control ni

tampoco entre estos mismos.
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Discusion:

Para poder comprender los factores de riesgo y causas de la EA se han realizado
estudios de genoma completo de la EA que han descubierto que diversas
variaciones de alelos en lugares especificos estan asociadas con un aumento o una
disminucién del riesgo del inicio tardio de la EA (Villegas-Llerena et al., 2016). La
mayoria de estos genes identificados en los lugares de riesgo estan muy implicados
en las funciones del sistema inmune y de la microglia (Harold et al., 2009).

Es conocido que la morfologia y funcion de la microglia estan estrechamente
relacionadas con los cambios que se producen durante eventos neuroinflamatorios.
Estas células son fagocitos del cerebro cuya activacion cronica de TLR2 y TLR4
lleva a una respuesta secretora y a una diferenciacion fenotipica proinflamatoria
conocida como M1 (Block and Hong, 2005). Por otro lado, en respuesta a una
inflamacion cerebral aguda se activa el fenotipo inmunoregulador de la microglia
conocido como M2 (Block y Hong, 2005). Asi, un aumento de citoquinas
proinflamatorias y la respuesta de la microglia inducen un ambiente de inflamacién
cronica en el cerebro que desencadena la generacion y acumulacion de péptido A
(Fang et al. 2016), lo que se considera tiene un rol fundamental en la patogénesis
de la EA (Ferreira et ali, 2015; Paula-Lima 2013).

Bajo condiciones fisioldgicas la microglia esta en un estado de “vigilancia” en el cual
adquieren un fenotipo con una morfologia ramificada (Mecca, 2018). Bajo una injuria
aguda, adquieren un estado “activado” y experimentan un cambio fenotipico a una
morfologia ameboide; producen una liberacién diferente de moléculas inflamatorias,
tales como citoquinas (IL-18, TNF-a) o especies oxidantes como 6xido nitrico (NO),
el cual puede ser téxico, pero también se requiere para combatir la injuria (Hickman
y cols., 2018). Sin embargo, con el envejecimiento, las células de la microglia
experimentan un cambio en su fenotipo a un estado activado constante, conocido
como microglia “cebada”, creando un circulo de retroalimentacion y promocion de
la atrofia del tejido, neurotoxicidad y deterioro cognitivo (Mecca, 2018; Norden y
cols., 2016; Valles y cols., 2019).


mauriciobudini
Comentario en el texto
Esto habría que desarrollarlo un poco más. Es importante comprender la relación entre cambios morfológicos, sobre todo los estudiados en esta tesis, y la relación con la función de estas células. 
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En relacion a esta neuroinflamacion, se ha descrito en la literatura una disminucion
en el valor de la dimensién fractal, lagunaridad y perimetro junto a un aumento en
el valor de la densidad celular de la microglia de cerebros de ratas expuestos a una
neuroinflamacion aséptica generada por inyeccion intracerebral de neuraminidasa
(Fernandez-Arjonay cols., 2017). Los resultados del presente estudio, sin embargo,
no han mostrado diferencias significativas para estos mismos parametros en
cultivos primarios de astrocitos y microglia tratados con diferentes serotipos de Aa
y sOlo en las intersecciones maximas evaluadas a través del analisis de Sholl fue
posible detectar diferencias significativas en los astrocitos tratados con ABOs en

comparacién con los controles.

En una investigacion realizada anteriormente en nuestro laboratorio para determinar
si las células cerebrales son capaces de reconocer los distintos serotipos de Aa, se
midio la secrecion de mediadores proinflamatorios, la acumulacién extracelular de
AB1-42 y la morfologia celular. Para ello se trataron cultivos mixtos hipocampales
de ratas Sprague—Dawley con LPS A, By C de Aa y se observé un aumento de la
expresion de mRNA de IL-18, IL-6, IL-17 and TNF-a en células tratadas con LPS
del serotipo B comparadas con los controles no inducidos y con aquellas células
tratadas con LPS de serotipos Ay C. Cuando las células se expusieron al serotipo
A, se detectd un incremento de los niveles de expresion de IL-4 e IL-10 al
compararlos con los controles y con las células tratadas con sertipos B o C. Ademas,
se observaron niveles de expresion de mRNA TLR2 mas altos en microglia tratada
con LPS de serotipos A o B comparados con los controles no inducidos. También
se detectaron diferencias significativas en los niveles de mRNA de TLR 2 cuando
las células se expusieron a LPS del serotipo B comparadas con las expuestas al
LPS de serotipos A o C. Por el contrario, niveles de expresion mas altos fueron
detectados para mRNA de TLR4 cuando las células se expusieron a todos los
serotipos comparados con los controles no inducidos. Una diferencia significativa
fue detectada en los niveles de mRNA de TLR4 de células tratadas con LPS de
serotipo a comparadas con las tratadas con el serotipo ¢ (Diaz-Zuafiga et al., 2019).
Todo esto nos hacia pensar que encontrariamos diferencias fenotipicas
significativas expresadas en la morfologia de las células de los cultivos primarios

evaluados similares a las reportadas anteriormente en ambientes con gran cantidad


mauriciobudini
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Está relacionado con mi conmentario de más arriba. Sería importante mencionarlo también en la introducción. Acá se pueden asociar mejor los cambios morfológicos respecto de la función celular. 
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En conclusión, estas células no se activan por el agregado del LPS, en estas condiciones?
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de citoquinas proinflamatorias e inmunoreguladoras. Sin embargo, al menos con las
técnicas utilizadas para analizar la morfologia de los astrocitos y microglia utilizados
en el presente estudio, no encontramos diferencias significativas en la morfologia

de microglia ni de astrocitos tratados con los LPS de serotipos A, B ni C de Aa.

Los datos sugieren, por lo tanto, que a pesar de la respuesta diferencial que las
células de la glia tienen en relacion al patron de citoquinas liberado en respuesta a
los LPS oriundos de diferentes serotipos de Aa, no se reflejan cambios morfol6gicos
significativos tras estos estimulos. Sin embargo, considerando que las técnicas de
analisis de la morfologia glial no son tan desarrolladas como las utilizadas para
determinar la morfologia neuronal, es posible también discutir que necesitamos
emplear metodologias alternativas de determinacion de la morfologia glial,
incluyendo analisis en tres dimensiones (3D) y otros marcadores celulares que
pudiesen entregar informaciéon mas detallada acerca de la morfologia de estas
células y que respondan mas sensiblemente a eventuales cambios que estas
puedan sufrir en respuesta a estimulos. De lo anterior, destacamos que en una tesis
realizada en nuestro laboratorio se observaron cambios significativos al realizar el
andlisis en 3 D Skeleton de Image J de astrocitos expuestos con otro
periodontopatégeno involucrado en la periodontitits, la Porphyromonas gingivalis
(Moscoso, V y cols, 2021). Cabe resaltar que en dicha tesis, se observaron los
cambios morfolégicos, realizando el andlisis 3D skeleton en el tejido hipocampal de
las ratas modelo de periodontitis experimental. Los andlisis expuestos en la
presente investigacion trabajo, en cambio, fueron llevados a cabo en imagenes de
2D en cultivos primarios tratados in vitro, por lo que no podemos descartar que
ciertas variaciones morfolégicas en las células podrian no haber sido percibidas con
el método aqui utilizado, requiriendo indagar mas profundamente en la

investigacion.

Como otra posible explicacién para no haber notado diferencias significativas en la
morfologia de los astrocitos, es interesante notar que la proteina GFAP marca solo
las ramificaciones principales de los astrocitos, y que las mas pequefias no son
reactivas a esta proteina. Se reconoce que estas Ultimas tienen mayor cantidad de

mitocondrias con respecto a las otras ramificaciones, de modo que el metabolismo
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oxidativo es parte importante para el metabolismo energético de los astrocitos
(Matyash y Kettenmann, 2010) y, por lo tanto, eventualmente éstas podrian estar
sufriendo cambios que no estariamos pudiendo detectar con la técnica de marcaje
utilizada. Asimismo, los pardmetros utilizados en esta tesis con base en un trabajo
realizado en cortes de tejido y no en cultivos celulares (Fernandez-Arjona y cols.,
2017), es decir, la dimension fractal, la lagunaridad, el area, el area del casco
convexo, la densidad y el perimetro, pueden no ser adecuadas para medir cambios
morfologicos tras estimulacion con el LPS de Aa. Esta hipotesis gana fuerza cuando
se analizan los resultados obtenidos con las células estimuladas con ABOs, que
tampoco muestran cambios morfoldgicos significativos, aunque los efectos de los

ABOs ya hayan sido reportados en estas células (Hickman y cols., 2018).

Otro factor a considerar es que el nUmero de células que pudimos evaluar en este
trabajo no fue tan alto, pero a pesar de ello se puede ver cierta tendencia en algunos
parametros por lo que creemos que seria de gran utilidad aumentar la cantidad de
células analizadas y asi probar si se pueden encontrar cambios fenotipicos

significativos.

Por lo tanto, considerando las limitaciones de las técnicas utilizadas, rechazamos la
hipétesis planteada inicialmente en esta tesis, sin desconocer que es necesario
seguir probando técnicas que nos permitan distinguir variaciones morfolégicas mas
sutiles de la microglia y astrocitos y asi poder evaluar con mas detalle los posibles
cambios morfolégicos de estas células en respuesta a diversos estimulos

bacterianos y agregados proteicos téxicos como son los ABOs.
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Conclusiones:

1.- No se observan cambios estadisticamente significativos en las intersecciones
maximas y radio critico evaluados mediante analisis Sholl ni en los parametros
morfologicos dimension fractal, lagunaridad, densidad celular y perimetro de
microglia y astrocitos en cultivos primarios de hipocampo de rata expuestos a LPS
de los serotipos A, B y C de Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

2.- No se observan cambios estadisticamente significativos en el radio critico
evaluado mediante analisis Sholl ni en los parametros morfolégicos dimension
fractal, lagunaridad, densidad celular y perimetro de astrocitos en cultivos

primarios de hipocampo de rata expuestos a AROs.

3.- Existe una disminucion significativa en el nimero de intersecciones maximas
evaluadas mediante andlisis Sholl de astrocitos en cultivos primarios de

hipocampo de rata expuestos a ABOs.
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