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.Prefacio -

Papers para todos es una revista de divul-
gacion que tiene el propésito de vincular
la ciencia con las personas de la sociedad y
motivar el interés por la ciencia de manera
universal e inclusiva, especialmente como
una contribucién a la ensefianza de la cien-

cia en colegios.

Con el objetivo de que este material llegue
a un publico mds amplio desarrollamos un
audiolibro para personas en situacién de disca-
pacidad visual. Las investigaciones cientificas
incluidas en este libro fueron realizadas en el
Instituto de Neurociencia Biomédica (BNI) de
la Facultad de Medicina de la Universidad de
Chile. Este proyecto fue realizado gracias a la
conformacién de un equipo multidisciplinario,
que incluyé docentes, ilustradores, investigado-
res e investigadoras y personas en situacion de
discapacidad visual. Esperamos que contribuya
a acercar la ciencia hecha en Chile a la comuni-

dad en general.
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Glosario

Anticuerpo: son
proteinas producidas
por el sistema inmune
al detectar sustancias
dariinas, llamadas
antigenos, que pueden
ser microorganismos o

quimicos.

Patogeno: es aquel
agente infeccioso que
puede causar una
enfermedad en un

organismo hospedador.

Neuronas: son
células altamente
especializadas del
sistema nervioso,

a nivel estructural
se componen de un

s0Mma o cuerpo 'y
un axon. A nivel

funcional responde a
los estimulos al generar
un impulso nervioso
que se transmite a otra
neurona, a un musculo

o0 a una glandula.
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1. Introduccion

¢Cudntas veces tus padres te re-
cordaron que te lavaras los dientes
después de cada comida? ;Por qué
crees que lo hacian? El motivo es
porque en nuestra boca habitan nu-
merosas bacterias, la mayoria de es-
tas no nos generan dafio, sin embargo
existen otras bacterias que nos pue-
den generar enfermedades, incluso,
algunas podrian participar en el de-
sarrollo de la enfermedad de Alzhei-
mer (EA). ;COomo? te preguntards, una
cosa es olvidar cepillarse los dientes,
pero olvidar todos nuestros recuerdos
parece algo.... increible.

Existen diversas enfermedades que
pueden generarse dentro de nuestra
boca. Entre las enfermedades mds co-
nocidas podemos encontrar la gingi-
vitis, en donde la agrupacién de bac-
terias forma una biopelicula conocida
como placa bacteriana o “sarro”, pro-
vocando la inflamacién de las encias
ocasionando sangrado al cepillar, o
sin razén aparente. Cuando la gingi-
vitis no es tratada, se genera un des-
equilibrio en las comunidades bacte-
rianas, progresando a Periodontitis o
también conocida como Enfermedad
Periodontal (EP) (1). En esta enferme-
dad ademads de la inflamacién, se ge-
nera la pérdida del hueso que soporta
al diente, pudiendo llegar a la pérdida
de las piezas dentales (1). Tanto la gin-
givitis como la EP son enfermedades
odontolégicas bastante silenciosas y
pueden pasar desapercibidas durante
mucho tiempo.
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La inflamacién observada en la EP se
produce debido a toxinas producidas
por las bacterias, donde nuestro orga-
nismo al encontrarse con esta inva-
sion, responderd activando al sistema
inmune a través de diferentes meca-
nismos, como por ejemplo la produc-
cién de anticuerpos. Sin embargo, en
ocasiones estos microbios pueden via-
jar por el torrente sanguineo llegando
a otras zonas u 6rganos del cuerpo,
como al cerebro (2).

Algunas de las bacterias patogenas
que pueden causar estas enferme-
dades son la Porphyromonas gin-
givalis (Pg) y la Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (Aa). Las
bacterias Aa no son todas iguales, por
lo que han sido clasificadas en sub-
tipos o también llamados serotipos,
siendo los mds frecuentes en huma-
nos el subtipo a que mayormente estd
presente en encias saludables, y los
subtipos b y ¢ que se asocian a perso-
nas con periodontitis agresiva (3-6) .

Pero volvamos a la pregunta inicial,
icomo participan las bacterias en el
desarrollo de la EA? Todo empez6
cuando un grupo de investigadores
detect6 en pacientes mayores de 60
afios diagnosticados con la EA, una
mayor cantidad de anticuerpos contra
la bacteria Pg. Este hallazgo iba acom-
pafiado de un pobre rendimiento
cognitivo en comparacion a personas
sanas (7). Similares resultados fue-
ron obtenidos en el cerebro de ratas,
donde se evidencié la presencia de
Pg acompafiado de un deterioro en la



memoria y un aumento en la infla-
macion de las células cerebrales de
estos animales (8).

Entonces, para comenzar a enten-
der cémo se relaciona la EP con la
EA, debemos saber qué células hay
en el cerebro. En el cerebro existen
diferentes tipos celulares, como
neuronas, astrocitos y microglias.
Especificamente, las microglias par-
ticipan en la defensa del tejido cere-
bral, a través de un proceso llamado
fagocitosis.

Diferentes tipos de dafios o microor-
ganismos invasores generan un es-
tado de inflamacién crénica en el ce-
rebro, promoviendo el desarrollo de
enfermedades neurodegenerativas
) ;Cémo sucede esto? Cuando las
microglias reciben estos estimulos,
responderdn especializandose y mo-
dificando su funcién en 2 tipos: M1
o M2(10). La microglia tipo M1, au-
menta la liberacién de moléculas pro-
inflamatorias que permitirdn com-
batir una infeccién. Por otro lado, la
microglia tipo M2, ocurre el proceso
contrario, produce moléculas anti-in-
flamatorias que ayudan a revertir el
dafio y cicatrizar el tejido (10).

Sin embargo, si prevalece por tiem-
pos largos la presencia de microglia
de tipo M1 (por ejemplo una in-
feccién crénica) y la de tipo M2 no
puede neutralizar a las moléculas
inflamatorias, las células del cere-
bro estdn inflamadas permanente-
mente, lo que podria generar mads

dafo cerebral (10). Este proceso indu-
ce un estrés en el cerebro (menor nivel
de glucosa y oxigeno), lo que afecta el
funcionamiento de las neuronas que
puede inducir su muerte. Cuando en
nuestro cerebro ocurren estos epi-
sodios de inflamacién, se genera un
ambiente ideal que desencadena la
produccién y acumulacién de OfAs,
relacionado con la EA (11-13).

Las investigaciones previas indican
que las EP estdn relacionadas con la
EA (7, 14), mostrando una asociacion
entre los anticuerpos producidos con-
tra la bacteria Pg presente en la boca.
Sin embargo, no hay reportes de una
posible relacién de la bacteria Aa con
esta enfermedad neurodegenerativa,
a pesar de su conocido papel en for-
mas agresivas de periodontitis.

Debido a esto en este trabajo propo-
nemos que “Los serotipos de la bacte-
ria Aa relacionados a la periodontitis
agresiva, es decir los serotipos b y ¢,
generan una respuesta inflamatoria
en las células cerebrales (por activa-
cién de las microglias tipo M1), cau-
sando dafios neuronales similares a
los observados en la EA”.

2. Métodos

cDe qué manera podemos observar
como actiian los diferentes tipos de
bacterias Aa en las células cerebra-
les?

Para responder esta pregunta trabajamos
con cultivos celulares, que corresponden
a un proceso de obtencién de células a
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Glosario

Microglia: un tipo

de célula glial que se

encuentra en el sistema

nervioso que actiia
como célula inmune y
poseen la capacidad de

realizar fagocitosis.

Astrocitos: es

una célula glial del
sistema nervioso que
mayoritariamente
poseen forma de
estrella. Se ha definido
que los astrocitos
S0M necesarios para
la comunicacion
entre neuronas,
como también para
el suministro de los
metabolitos que las
neuronas necesitan

para funcionat.

Fagocitosis: es el

proceso donde células

especializadas absorben

o endocitan agentes
patégenos o células

muertas.



Diserio
experimental

Se adicioné lipopo-
lisacdrido (LPS) de
los distintos sero-
tipos de la bacteria
Aa, a cultivos de
células de hipocam-
po enriquecidas en
neuronas, astroci-
tos y microglias.
Posteriormente, se
evalud los niveles
de ARN mensajero
de moléculas anti y
pro-inflamatorias a
través de la técnica
de RT-qPCR

Glosario

OpAs: es un péptido
de 36 a 42 aminodcidos
que se sintetiza a
partir de la proteina
precursora del
amiloide. Se relaciona
con la Enfermedad

de Alzheimer ya que
compone las placas

amiloides.

Lipopolisacdrido
(LPS): es el mayor
componente de la
membrana externa
de las bacterias Gram

negativas.
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LPS de Aa

RT-qPCR

Cultivo de células

Cerebro
Microglia I
Neurona
{ ]
°
Astrocito

partir de un tejido especifico para ser
cultivadas y manipuladas en condicio-
nes controladas. Los cultivos celulares
son mantenidos dentro de una cdmara
que posee la temperatura adecuada para
su crecimiento, y se cultivan en placas
tipo petri con un medio liquido que con-
tiene todos los nutrientes necesarios para
su supervivencia. En el drea de la biolo-
gla celular son ampliamente utilizados
para simular el impacto que podrian te-
ner ciertos tratamientos, en este caso los
distintos serotipos de bacteria Aa. En
este estudio, se obtuvieron células y de
hipocampo, enriquecidos en neuronas,
astrocitos y microglias de ratas (15). Al
medio liquido del cultivo celular se adi-
ciond una parte de la estructura externa
de los diferentes serotipos de la bacteria
Aa, llamado lipopolisacdrido (LPS)
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de hipocampo

(16). Cabe destacar que en una correcta
investigacion, los resultados siempre de-
ben ser comparados con una condicién
control o basal, en este experimento se
compard con una condicién control de
células cerebrales a las que no se agregd
LPS en el cultivo.

(Como podemos saber si existe un
aumento en los niveles de una pro-
teina que produce la célula en res-
puesta a la bacteria Aa?

Las células contienen informacién en
su material genético o ADN. Asi, se-
gun la informacién o genes que con-
tenga su ADN, son los tipos de protei-
nas que expresard. La expresion de un
gen tiene 2 etapas, la transcripcién, en
donde la célula codifica la informa-
cién del ADN vy la convierte en una



hebra de ARN mensajero (ARNm).
Luego el cédigo contenido en el ARN
mensajero o molde, es traducido para
que la célula genere una proteina.

Para evaluar si se genera un aumento
en la produccién de proteinas pro-in-
flamatorias o anti-inflamatorias se
mide si hay un aumento de ARNm de
estas proteinas. Para ello se realiza una
técnica llamada transcripcion reversa
acoplada a la reaccién de la polimera-
sa en cadena cuantitativa (RT-qPCR)
(16). Esta técnica permite cuantificar
la cantidad del ARNm presente en la
célula que codifica para proteinas con
funcién inflamatoria.

Finalmente, ;Como podemos estu-
diar el efecto de los serotipos a, b
y c de la bacteria Aa en la forma y
tamaiio de las células cerebrales?

Para estudiar los efectos que tiene el
LPS de los distintos serotipos de bac-
terias en la forma (morfologia) de las
células cerebrales, se realizé una téc-
nica llamada inmunofluorescencia
mediante la cual usando marcadores
especificos de los distintos tipos celu-

lares (neuronas, astrocitos v la micro-

cambios en su morfologia y abundan-
cia a través del uso de un microscopio
especializado.

Por otra parte, las neuronas son célu-
las altamente especializadas que po-
seen tres regiones el cuerpo o soma,
las dendritas y el axén (muy fino y
largo) que se ve solo con técnicas es-
pecializadas. Desde el cuerpo o soma
se extienden las dendritas que permi-
ten la comunicacién con otras neuro-
nas. El andlisis de Sholl en neuronas,
es un método que permite evaluar las
dendritas en i) la cantidad de ramas
que presentan y ii) la distancia en la
cual se producen la mayor cantidad
de ramas partiendo desde el cuerpo o
soma de la neurona.

Los resultados obtenidos fueron ana-
lizados a través de diferentes progra-
mas computacionales y estadisticos
que permiten evaluar matemdtica-
mente si las diferencias entre las con-
diciones tienen una alta probabilidad
de ser verdaderos.

3. Resultados

a) El serotipo b de la bacteria Aa

P

S
indice de
Ramificaciones ramificaciones Radio critico
() 1) X *
8 5 8 17 r T A11O L N
g 4 g 13 g 83
c 3 c 9 B’ 55
S 1 S 4 T 28
o o
Z 0 Zz 0! X o!
a b c a b c¢ a b c
Serotipos Serotipos Serotipos
bacteria Aa bacteria Aa bacteria Aa
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Figura 1.

Grdficos muestran
la cantidad de veces
que aumentaron las
concentraciones de
ARNm de molécu-
las pro-inflamato-
rias (IL-1B, IL-6), y
anti-inflamatorias
(IL-4, IL-10), para
los cultivos expues-
tos a los serotipos a,
b, ¢, y sin exposicion
(control). Lo an-
teriormente men-
cionado se realizo
mediante andlisis de
RT-qPCR.



Control

Figura 2.

Cuerpo
Neuronal
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En el sistema inmune participan di-
versas proteinas que se activan en
respuesta a la presencia de patégenos,
algunas promueven la inflamacion,
mientras que otras por el contrario
tratan de detenerla. A las primeras las
llamamos pro-inflamatorias, ejemplos
de estas moléculas son la interleuqui-

Imagenes B
fusionadas

Nucleo
Neuronal

N° de neuritas
T
0 W ~

[=T -

na 1 beta (IL-1p) y la interleuquina 6
(IL-6). Por el contrario, las anti-infla-
matorias como su nombre lo indica,
ejercerdn la accién opuesta. Dentro de
este ultimo grupo encontramos a la
interleuquina 4 (IL-4) y la interleuqui-
na 10 (IL-10).

Ramificaciones

ii)

N° de neuritas
o =2 W A O

a b c contra
o Serotipos
bacteria Aa
ir]dice de v) Radio critico
ramificaciones
- 110 | A=
T 1 £
=
1o
°
5]
| o
a b ¢ control a b c control
Serotipos Serotipos
bectortaAa bacteria Aa

(A) Morfologia neuronal de cultivos mixtos de hipocampo, evaluada con tincion para MAP2 (cuerpos, dendritas y
axones neuronales en rojo). Los cultivos fueron expuestos a LPS de los serotipos a, b, c de Aa, y los controles no fueron
inducidos. Los niicleos celulares se observan en azul (DAPI), y se aprecia la colocalizacion de ambas tinciones en las
imdgenes fusionadas. (B) Cuantificacion de arborizacion denditrica mediante andlisis Sholl de neuronas de cultivos
mixtos de hipocampo tratados con 50 ng [ mL de LPS purificado de los serotipos a, b o ¢ de Aa y tefiidas con MAP2
(i) Esquema de andlisis Sholl, esta técnica describe las arborizaciones neuronales de las marcas iniciales. Cada neurona
es marcada en los niicleos y las dendritas, y el programa crea circulos concéntricos de 10 a 100 micrones alrededor del
niicleo y cuenta cudntas veces las dendritas intersectan cada circulo. El programa cuantifica (i1) el niimero de ramas
o dendritas iniciales, (iii) el indice de ramificacion de Schoenen (la relacion entre la interseccion mdxima y el niimero
principal de dendritas) y (iv) el radio critico (representa a qué distancia estd la dendrita mds larga). Los datos se presen-
tan como el promedio + la desviacion estdndar de cinco experimentos independientes. Luego de obtener los resultados,
éstos se evaliian con andlisis estadisticos para identificar si los resultados son significativos ( *** p <0,001).
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Los cultivos celulares obtenidos a par-
tir del hipocampo, regién del cerebro
que es afectado por la EA, que contie-
nen microglias, astrocitos y neuronas
fueron expuestos a la bacteria Aa se-
rotipo a, b y ¢ donde se observé que
el serotipo b se asocié a un aumento
en el ARN mensajero que se traduce
en las moléculas pro-inflamatorias IL-
1B e IL-6, comparado con el control.
Por otro lado, al evaluar las moléculas
anti-inflamatorias con los mismos tra-
tamientos, el serotipo b no se asoci6 a
cambios significativos en sus niveles,
mientras que el serotipo a se asocié a
un aument6 de los niveles de molécu-
las antiinflamatorias (Figura 1). Por
lo tanto, el serotipo a aumenta los ni-
veles de ARNm de moléculas anti-in-
flamatorias y el serotipo b aumenta
los niveles de ARNm de moléculas
pro-inflamatorias.

b) La administracion de LPS corres-
pondiente al serotipo b de la bacte-
ria Aa induce cambios en la morfo-
logia de neuronas hipocampales.

Por los efectos que se observaron en
los niveles de moléculas pro-inflama-
torias se evalud el efecto de los LPS
provenientes de los distintos serotipos
de la bacteria Aa en la morfologia de
las células hipocampales. En la Figura
2A se observaron cambios en la mor-
fologia de las neuronas tratadas con el
serotipo b, donde se muestra una des-
aparicién o disminucién de las dendri-
tas. Para cuantificar estos resultados
se realiz6 el andlisis de Sholl (Figura
2B), los resultados evidenciaron que el

serotipo b genera cambios morfolégi-
cos significativos en las células hipo-
campales produciendo encogimiento
y una disminucién tanto en la canti-
dad ramas dendriticas como en la ra-
mificacion (arborizacion) (Figura 2B).

4. Discusion

Recordemos que en la enfermedad de
las encfas (enfermedad periodontal)
existe liberacién de moléculas infla-
matorias, lo cual ademds de contri-
buir al desarrollo de diabetes y enfer-
medades cardiovasculares, también
podrian migrar, atravesar la barrera
hematoencefdlica y contribuir a una
mayor inflamacién cerebral (17).

Estudios previos demostraron que al-
gunas bacterias tienen la capacidad de
activar la respuesta inmune en células
cerebrales, especificamente se vié que
las células encargadas de defender al
cerebro (microglia) se activaron gene-
rando inflamacién sugiriendo su par-
ticipacién en el desarrollo de la EA (8,
18).

En este trabajo estudiamos si los sero-
tipos de la bacteria Aa relacionados a
la periodontitis agresiva podrian ge-
nerar una respuesta inflamatoria en
las células cerebrales, causando dafnos
neuronales similares a los observados
en la EA. Nuestros resultados aportan
nueva evidencia indicando que el LPS
del serotipo b de la bacteria Aa es ca-
paz de provocar una mayor respues-
ta del sistema inmune de células del
cerebro, la que se caracteriza por una
mayor producciéon de moléculas infla-
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matorias como IL-1(3 e IL-6 en células
del hipocampo.

Sibien los diferentes tipos de bacterias
Aa estudiados en este trabajo pueden
activar una respuesta inmune esta no
serd la misma para todas. Nuestros
resultados sugieren que el serotipo b
corresponde a la cepa mds agresiva
mostrando un cambio de la morfo-
logia de las neuronas (encogimiento,
disminucién de las ramas dendriticas
y del indice de ramificacién) que se
acompafié de un aumento en la pro-
duccién de OBAs, (datos no mostra-
dos) molécula clave en la EA.

Interesantemente, los resultados obte-
nidos con el serotipo a muestran que
esta cepa promueve la sintesis de mo-
léculas anti-inflamatorias. Mientras
que el serotipo ¢ no mostré diferencias
significativas con el grupo control.

En conclusién, se demostré que el se-
rotipo b de la bacteria Aa., presente en
la enfermedad periodontal, causa una
respuesta inmunolégica especifica en
las células cerebrales, lo cual podria
aumentar el riesgo de la EA.

Este trabajo ademds de estudiar la
EA, pretende promover el cuidado de
la salud bucal, no sélo por las impli-
cancias odontolégicas sino también
por las eventuales consecuencias en
el desarrollo de enfermedades neuro-
degenerativas.
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