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1. RESUMEN

La periodontitis es una enfermedad cronica no transmisible caracterizada por
generar un estado inflamatorio cronico de bajo grado. La causa principal es la
disbiosis de la microbiota subgingival, que induce una respuesta inmune en el
hospedero que desencadena la destruccion de los tejidos de soporte del diente.
Recientemente, diversos estudios han vinculado la disbiosis y la inflamacion
periodontal con la neuroinflamacion y neurodegeneracion. Sin embargo, no esta
claro si la periodontitis experimental es capaz de inducir un deterioro neurolégico
equivalente a la Enfermedad de Alzheimer (EA), de manera similar a lo observado
en los modelos experimentales de EA. Asi, este trabajo busca determinar si el
modelo experimental de periodontitis inducido por mono-infeccion de P. gingivalis
induce neuroinflamacion, astrogliosis o alteraciones cognitivas de manera similar a

lo observado en un modelo de EA.

Metodologia: se utilizaron 24 ratas Sprague-Dawley macho de 6 semanas de edad,
divididos en 4 grupos de 6 animales cada uno: 1) Periodontitis experimental, 2)
Control de periodontitis experimental, 3) EA experimental y 4) Control de EA. Para
el modelo de periodontitis experimental, se inocularon 10° UFC/mL en 100uL de
volumen de la cepa W50 de P. gingivalis en la mucosa palatina. El grupo control de
periodontitis experimental, fue generado mediante inoculacion del medio de
transporte bacteriano. Para inducir EA se realizaron 3 inyecciones bilaterales, cada
una de 0,5 uL de oligébmeros de amiloide B (AB) en la region CA3 del hipocampo,
mediante canulas guias previamente implantadas. El grupo control de EA, fue
generado mediante 3 inyecciones bilaterales e intra-hipocampales de 0,5 pyL de
solucion salina cada una. Para evaluar el efecto cognitivo de la periodontitis o la EA,
todos los animales fueron entrenados en el OASIS Maze, que es un protocolo
conductual que evalla la memoria y aprendizaje espacial. Ademas, a partir de de
suero y homogenizados de hipocampo se cuantificaron mediadores pro-
inflamatorios y moléculas asociadas a la EA. Finalmente, mediante
inmunofluorescencia se observé la morfologia y el nimero de astrocitos en las

distintas regiones del hipocampo.
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Resultados: tanto en la periodontitis como en la EA experimental se detectd
neuroinflamacion, astrogliosis y alteracion en el aprendizaje y memoria espacial, en
comparacion a sus respectivos controles. Ademas, no se detectaron diferencias

entre el modelo de EA con el de periodontitis.

Discusion: La periodontitis experimental inducida por mono-infeccion de P.
gingivalis es capaz de inducir cambios con la misma severidad a nivel de hipocampo
que la inducida por la inoculacion de ABOs. Esto sugiere que la periodontitis

experimental induce cambios similares a la EA.



12

2. INTRODUCCION

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria cronica no transmisible producida
por la disbiosis de la microbiota subgingival (Hajishengallis y cols., 2012;
Hajishengallis, 2014; Hajishengallis, 2015). Entre las bacterias responsables de esta
disbiosis se describen Treponema denticola, Tannerella forsythia, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Filifactor alocis y Porphyromonas gingivalis, siendo esta
tltima la que se considera clave (keystone) para el inicio y progresion de la
periodontitis (Darveau y cols., 2012; Hajishengallis y cols., 2012; Hajishengallis,
2014). La principal manifestacioén de la periodontitis es la destruccion de los tejidos
de soporte de los dientes, que se desencadena por una respuesta inmune por parte
de células del hospedero, tales como neutrdéfilos, macrofagos, células dendriticas y
linfocitos T colaboradores (del inglés T helper, Th) (Garlet, 2010; Hernandez y cols.,
2011; Silva y cols., 2015). Estas células pueden secretar citoquinas, como
interleuquinas (IL)-1, IL-6 y factor de necrosis tumoral (del inglés tumor necrosis
factor TNF)-a, quimioquinas, metaloproteinasas de matriz (del inglés matrix
metalloproteinases, MMPs), factores de crecimiento y factores pro-resortivos, en
respuesta a determinadas bacterias que residen en la microbiota subgingival
(’Empaire, 2006; Diaz-Zuaiiga y cols., 2014; Diaz-Zufiga y cols., 2015; Laine y
cols., 1996; Soto et al. 2015; Vernal y cols., 2014a; Vernal y cols., 2014b; Vernal y
cols., 2008). Entre las bacterias keystone, P. gingivalis es la mas prevalente en sitios
afectados por periodontitis (Hajishengallis y cols., 2012; Hajishengallis, 2014) .

2.1 Porphyromonas gingivalis

P. gingivalis es una bacteria Gram-negativo, capnofilica y asacarolitica, que posee
la capacidad de colonizar la microbiota subgingival, invadir al hospedero, inducir
una respuesta inmuno-inflamatoria local, destruir los tejidos periodontales v,
posteriormente, ingresar a la circulacion periférica e inducir la aterogénesis adrtica
y coronaria, la secrecion de proteina C reactiva (del inglés C Reactive Protein, CRP)
e IL-6 a nivel hepatico y de colonizar los vasos placentarios generando riesgo de
parto prematuro (Bagavad y cols., 2019; Demmer y cols., 2010; Lopez y cols., 2005;
Lépez y cols., 2002; Thanakun y Azumi, 2016; Udagawa y cols., 2018). En muestras

de fluido crevicular gingival (FCG) y biopsias de tejido gingival afectados de
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periodontitis, la presencia de P. gingivalis se asocia con un incremento en los niveles
de expresion del ligando del receptor activador del factor nuclear kB (del inglés
Receptor of Activator Nuclear Factor kB Ligand, RANKL), de secrecion de interferén
(IFN)-y y de infiltrado de linfocitos Thly Th17 (Dutzan y cols., 2009; Vernal y cols.,
2005; Vernal y cols., 2006; Yamamoto y cols., 2006). Diversos estudios sustentan
el rol etiolégico de P. gingivalis en la periodontitis y su deteccion se relaciona con la
destruccion progresiva de los tejidos periodontales (Silva y cols., 2015; Socransky
y cols., 1999; van Winkelhoff y cols., 2002).

Esta respuesta inmune del hospedero frente a P. gingivalis est4 dada por distintos
factores de virulencia propios de la bacteria, como gingipainas, fimbria,
lipopolisacarido (LPS) y polisacaridos capsulares, que le otorgan funciones
diferentes y se asocian con su patogenicidad. Los polisacaridos capsulares, también
llamados antigenos K, constituyen la principal macromolécula de la membrana
externa y es la responsable de la serotipificacion, que define su clasificacién
taxonOGmica y contribuye con la virulencia de P. gingivalis (van Winkelhoff y cols.,
1993; Whitfield and Roberts, 1999). Sobre la base de su antigenicidad se describen
6 serotipos capsulares (K1 a K6) y cepas no encapsuladas o K (Laine y cols., 1997;
van Winkelhoff y cols., 1993).

A $ Figura 1. Estructura de los polisacaridos
/ a i capsulares de P. gingivalis. Imagen extraida
de Diaz-Zufiga y cols., 2019, donde se aprecia

S

en las imagenes de microscopia electronica de

barrido tomadas de Laine y cols., 1996, y el

esquema estructural de cada uno de los
ﬁ ﬁ serotipos capsulares de P. gingivalis.

K1 K2 K3 K4 K5 K6 K-

200000
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Distintos estudios demuestran que existe una respuesta diferencial por parte de las
células inmunes del hospedero frente a los distintos serotipos de P. gingivalis
(’Empaire y cols, 2006; Vernal y cols, 2014a). Al estimular células dendriticas con
los distintos serotipos de P. gingivalis, se ha evidenciado un incremento en los
niveles de citoquinas pro-inflamatorias ante la presencia de los serotipos K1 o K2,
una respuesta moduladora ante K3, K4, K5 o K6 y una respuesta reguladora ante
la cepa no encapsulada K- (Vernal y cols., 2008; Vernal y cols., 2009). Respecto a
la respuesta en linfocitos TCD4* activados por células dendriticas estimuladas con
los distintos serotipos de P. gingivalis, se detectd una respuesta Thl y Thl7 ante
los serotipos K1 0 K2, una respuesta Th2 ante K3, K4, K5 o0 K6 y una respuesta T

reguladora (Treg) ante la cepa K-, no encapsulada (Vernal y cols., 2014a).

En modelos animales de ratones o ratas wild-type, al inducir periodontitis
experimental con el serotipo K1, se observa la generacion de abscesos en sitios
distantes al sitio de inoculacion, mayor resorcibn 6sea y una respuesta
predominantemente Thl y Th1l7, en comparacion con la cepa no encapsulada K-
(Diaz-zdfiga y cols, 2020; Laine and van Winkelhoff, 1998; Monasterio y cols.,
2018b). Asi, se ha logrado identificar que los serotipos K1 o K2 se asocian a
inflamacion y resorcion 6sea mediante una respuesta predominantemente Thl7 y
Th22, ademas de Thl y Th9, en comparacién con los otros serotipos capsulares
que se asocian a una condicién de salud o remisién de la enfermedad mediante la
estimulacion de una respuesta linfocitaria predominantemente Th2 o Treg (Vernal y
cols., 2009; Vernal y cols., 2014%; Vernal y cols., 2014b).

En términos generales, la elevada concentracion de mediadores inflamatorios
originados en los tejidos periodontales por las células inmunes, asi como la difusién
de bacterias o0 sus factores de virulencia a la circulacion sanguinea periférica,
vinculan a la periodontitis con el desarrollo de otras enfermedades tales como parto
prematuro y bajo peso al nacer (Lépez y cols., 2005) y mas recientemente, se
especula que podria participar del inicio de la enfermedad de Alzheimer (EA) (Diaz-
Zufiga y cols., 2020).
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2.2 Enfermedad de Alzheimer, neuroinflamacion, amiloide By proteina Tau

La EA es el desorden neurodegenerativo mas prevalente en la poblaciéon mayor de
60 afos a nivel mundial (Alzheimer's Disease International, 2019) v,
lamentablemente, en Chile no existen datos oficiales de su prevalencia. La EA se
caracteriza clasicamente por la acumulacion del péptido de amiloide B (AB) y la
formacion de ovillos neurofibrilares (del inglés neurofibrillary tangles, NFT),
compuesto por la proteina Tau hiperfosforilada en el cerebro, acompafado del
deterioro cognitivo (Forner y cols., 2017). La hipotesis aceptada para explicar la
patogénesis de la EA es la cascada amiloide, la que se inicia con los eventos
neuroinflamatorios que inducen en las microglias la produccion de mediadores pro-
inflamatorios, lo que genera la modificacion del fenotipo de los astrocitos (Hardy y
Allsops, 1991; Hardy y Higgins, 1992). Los astrocitos fisiol6gicos cambian a un
fenotipo de astrocito reactivo caracterizado por la produccién de mediadores pro-
inflamatorios y un incremento en la produccién de la proteina precursora de amiloide
(del inglés Amyloid Precursor Protein, APP) y de las enzimas B y y-secretasas que
produciran AB (Fang y cols., 2016; Glass y cols., 2010; Heppner y cols., 2015). El
incremento en la produccién de AB en las condiciones inflamatorias permitir4 su
agregacion y la formacién de placas seniles extracelulares (Frost & Li, 2017).
Ademas, el cambio fenotipico del astrocito genera un desbalance energético,
metabdlico y oxidativo en las neuronas, las que ven afectada la fosforilacion y
desfosforilacion de la proteina Tau (Frost & Li, 2017). Asi, la hiperfosforilacion de la
proteina Tau origina los NTF intracelulares (Cline y cols., 2018) que se relaciona

con la neurodegeneracion (Abbayya y cols., 2015).

Por otro lado, otra teoria propuesta, es la teoria neuroinflamatoria, que describe que
la presencia cronica de mediadores pro-inflamatorios en la circulacion periférica
producidos por una respuesta inmune crénica distante al cerebro pueden afectar la
homeostasis del cerebro (Heneka y cols., 2015). En este contexto, moléculas
inflamatorias tales como IL-13, IL-6 y TNF-a, podrian difundir por la barrera hemato-
encefalica (BHE) y ser reconocidas por los receptores de citoquinas de las
microglias. Inicialmente, las microglias pueden contrastar la inflamacién actuando
como microglias moduladoras o M2, mediante la secrecion de IL-4, IL-10 y factor de

crecimiento transformante (del inglés Transforming Growth Factor, TGF)-f1, o
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agravarla convirtiéndose en el fenotipo pro-inflamatorio M1, que se caracteriza por
la produccion de IL-1B, IL-6 y TNF-a (Alonso y cols. 1997; Block y Hong, 2005;
Doens y Fernandez, 2014). Las microglias son las células fagociticas del cerebro y
se reconoce que la activacion cronica de los receptores tipo Toll (del inglés Toll Like
Receptor, TLR)2 o TLR4 —clasicamente activados por antigenos bacterianos—,
TLR6, TLR9, o de sus correceptores, como lo son CD36, CD14 y CD47, como
también del receptor desencadenante expresado por células mieloides 2 (del inglés
triggering receptor expressed by myeloid cells 2, TREM)-1 y TREM2, SCARAL,
integrina a6B1, entre otros, inducen una diferenciacion al fenotipo M1 (Block y Hong,
2005; Heneka y cols., 2015; Heneka y cols., 2014). El incremento en los niveles de
citoquinas pro-inflamatorias y la respuesta M1 induciria la modificacion del fenotipo
astrocitario. Asi, las microglias M1 y los astrocitos reactivos inducirian
neuroinflamacién, la acumulacién del péptido AR extracelular y el incremento de la
proteina Tau hiperfosforilada intracelular, desencadenando la produccién de los
marcadores histopatologicos de la EA (Fang y cols., 2016; Glass y cols., 2010;
Heppner y cols., 2015).

Los péptidos AB pueden detectarse tanto en su forma soluble como insoluble, donde
se organizan como fibrillas, protofibrillas y oligdbmeros. En efecto, los oligébmeros de
AB (ABOs) constituyen la forma mas téxica y soluble (Paula-Limay cols., 2011). Asi,
en cerebros de pacientes afectados por la EA, se detectan tanto los ABOs solubles
como agregados de AR insolubles, pero solo la presencia de ABOs en el cerebro o
LCE se ha correlacionado directamente con la pérdida de sinapsis y el deterioro
cognitivo (Lue y cols; 1999, Mastrangelo y cols., 2006; Santos y cols., 2012). Es
importante notar que el diagndstico patologico de la EA incluye la deteccion del
péptido AB, por lo que su presencia es necesaria para establecer que se trata de
EA (Jack y Vemuri, 2018). En este contexto, existe un método experimental
estandarizado para inducir EA en roedores, donde mediante la inoculacién de ABOs
sintéticos en la region CA3 del hipocampo se inducen eventos inflamatorios (Calvo-
Flores Guzman y cols., 2020a), aumento del estrés oxidativo y alteracion del
aprendizaje y memoria espacial (More y cols., 2018, Figueroa y cols., 2020),
similares a la EA, que evidencia en los animales la alteracion del aprendizaje y la

memoria espacial (More y cols., 2018).
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De acuerdo con la hipétesis de la cascada amiloide, la formacion de NFTs es un
proceso neurodegenerativo secundario a la agregacion del ABOs en la EA (Alonso
y cols., 1997; Santacruz y cols., 2005; Wang y Mandelkow, 2016). Los NFTs son
conformados por una forma hiperfosforilada de la proteina Tau, que forma parte de
las proteinas asociadas a microtubulos y se expresa principalmente en neuronas.
Al fosforilarse, la proteina Tau cumple un rol esencial en el ensamblaje de los
monomeros de tubulina y la estabilizacion de los microtdbulos a la dineina y kinesina
en los axones neuronales, contribuyendo al mantenimiento de la forma celular y
permiten el transporte vesicular (Danysz, 2001; Minghetti y cols., 2005; Halliwell,
2006; Lin y Beal, 2006). Tanto los ABOs como la respuesta inmune inducida ante
ABOs genera la hiperfosforilacion de la proteina Tau y la formacion de NFTSs,
provocando disfuncion axonal que a su vez, genera mayor acumulacion de ABOs
en los espacios sinapticos (Ferreira y cols., 2015; Elobeid y cols., 2016; Xu y cols.,
2016).

2.3 Rol de los microorganismos en la patogenia de EA

Actualmente, existen diversos estudios epidemiolégicos que han evaluado la salud
oral de pacientes afectados de EA. En ellos, existe una asociacion entre la severidad
de la EA o el grado de deterioro cognitivo con una mayor pérdida de dientes, mayor
pérdida del nivel de insercién clinica, mayor indice gingival y mayor indice de
sangrado (Aragoény cols, 2018; Gurav, 2014; Ide y cols, 2016; Kramer y cols., 2007;
Martande y cols, 2014), indicando que existe una relacién entre el aumento en la
severidad del dafo cognitivo y la presencia de periodontitis (Holmes y Cotterell,
2009; Ide y cols, 2016). Recientemente, se ha postulado que la periodontitis podria
estar relacionada con el inicio o progresién de EA. El principal mecanismo de
asociacion seria mediante la migracion de los microorganismos al cerebro durante
toda la vida del individuo, los que se alojarian en distintas zonas del cerebro v,
dependiendo de su virulencia, podrian desencadenar eventos neuroinflamatorios.
En este sentido, varios estudios han demostrado la presencia de virus, tales como
Virus del Herpes Simplex tipo 1 (VH1), Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH),
hongos tales como Candida albicans o bacterias, como Borrelia burgdorferi o

Treponema denticola (Balin y cols, 1998; Heneka y cols, 2014; Heneka y cols, 2015,
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Itzhaki y cols, 2016; Jamieson y cols, 1991; Miklossy y cols, 2006) en cerebros de
pacientes afectados de EA. Cuando evaluaron la presencia de distintas
espiroquetas orales en el cerebro identificaron la presencia de T. denticola en el
hipocampo de sujetos que estaban afectados de EA. Ademas, T. denticola fue
detectada en el ganglio trigeminal y en el nucleo pontino del nervio trigeminal. Asi,
se definié que al menos las espiroquetas, podrian migrar al cerebro via nerviosa
(Miklossy, 2015; Reviere y cols, 2002). De manera similar, se ha propuesto que
bacterias de la microbiota respiratoria o intestinal podrian migrar al cerebro por el
nervio olfatorio, vago o mesentérico (Conti y cols, 2003; Leung y cols, 2008). En
términos generales, las bacterias de la microbiota oral capaces de inducir una
disbiosis podrian potencialmente migrar al cerebro y participar del fendmeno

neuroinflamatorio.

Mas recientemente se ha propuesto la teoria infecciosa como un mecanismo
adicional para explicar la patogenia de la EA. Esta teoria propone una invasion al
cerebro por bacterias orales mediante dos mecanismos. El primer mecanismo de
asociacion entre la periodontitis y el cerebro seria mediante la difusién o circulacién
de los mediadores pro-inflamatorios generados en el tejido periodontal hacia el
cerebro, a través de la circulacion sanguinea periférica (Abbayya y cols, 2015). El
segundo mecanismo, seria mediante la invasion directa de patégenos hacia el
cerebro, los que pueden ser reconocidos por las microglias, via TLR2 o0 4 y asi,
iniciar una respuesta inflamatoria cerebral (Abbayya y cols, 2015). En efecto, tanto
T. denticola como P. gingivalis se han detectado en el LCE o el IV ventriculo cerebral
de sujetos que fallecieron y estaban afectados de EA (Dominy y cols., 2019; Poole
y cols., 2013; Reviere y cols., 2002). Estas bacterias o sus factores de virulencia
pueden difundir a la circulacion sanguinea y provocar dafos a otros tejidos u
organos distantes a la cavidad oral. Los niveles aumentados de IL-1(3, IL-6, IL-17 y
TNF-a podrian incrementar la permeabilidad de la BHE e inducir su ruptura
(Abbayya y cols, 2015, Poole y cols., 2013; Reviere y cols., 2002). En pacientes
afectados de EA, los niveles de estas citoquinas en suero son mayores comparados
con pacientes de la misma edad sin EA (Kramer y cols, 2009). Una vez en el
cerebro, estas bacterias podrian ser reconocidas por los receptores tipo TLR4 de

las microglias e inducir la secrecion de IL-13, IL-6 y TNF-a generando como parte



19

de la respuesta cerebral, la activacién de los astrocitos reactivos (Singhrao y Olsen,
2019). El astrocito reactivo secreta mayor cantidad de péptido AB, que tendria un
rol antimicrobiano, con el objetivo de encapsular a las bacterias, facilitando su
reconocimiento y posterior fagocitosis (Gosztyla y cols., 2018). Asi, alrededor de la
bacteria se genera un infiltrado de AB y microglias, creando regiones con un
aumento en la concentracion de mediadores inflamatorios, que podrian afectar la

funcién de los astrocitos adyacentes (Kitazawa y cols., 2005; Lee y cols., 2008)
2.4 Planteamiento del problema

Recientemente, en un modelo de periodontitis experimental inducida por la
inoculacion palatina de distintas cepas de P. gingivalis se demostrd que luego de 55
dias se detecta la presencia de diversos factores de virulencia tanto en el hipocampo
como en la corteza cerebral (Diaz-Zufiiga y cols., 2020). La deteccion de estos
factores de virulencia fue independiente de la virulencia bacteriana, detectandose la
presencia de los serotipos K1, K2, K4 o la cepa no encapsulada K. No obstante, los
serotipos K1 y K2 se asociaron con la presencia de periodontitis y neuroinflamacion,
el serotipo K4 y la cepa no encapsulada K se asociaron con una respuesta
moduladora. Ademas, la presencia de los serotipos K1 o K2 en el hipocampo con
alteraciones en el aprendizaje y memoria espacial similares a las reportadas
previamente en un modelo experimental de la EA (More y cols., 2018; Figueroa y
cols., 2020).

Considerando que la periodontitis se origina por la disbiosis de la microbiota
subgingival y que existe susceptibilidad microbiolégica, la cual depende del serotipo
0 cepa que coloniza al hospedero, seria interesante verificar si la periodontitis
experimental inducida por el serotipo K1 de P. gingivalis es capaz de originar los
eventos neuroinflamatorios similares a los generados por la EA experimental. Asi,
podriamos establecer como se comparan los efectos neuroinflamatorios en estos
dos modelos experimentales, que inducen neuroinflamacién y alteraciones de

memoria espacial y aprendizaje.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 Hipotesis

La periodontitis experimental inducida por la inoculacion del serotipo K1 de P.
gingivalis desencadena neuroinflamacion, alteracion en la memoria espacial y
activacion de astrocitos de manera equivalente al producido por la inyeccion bilateral
de oligdmeros de AB en el hipocampo de ratas Sprague-Dawley wild-type.

3.2 Objetivo general

Determinar si la periodontitis experimental inducida por la inoculacion del serotipo
K1 de P. gingivalis desencadena eventos neuroinflamatorios, defectos cognitivos y
alteracién en la memoria espacial equivalentes a los producidos a un modelo
experimental de enfermedad de Alzheimer inducido por inyeccion bilateral de

oligobmeros de AB en el hipocampo de ratas Sprague-Dawley wild-type.
3.3 Objetivos especificos

1. Evaluar el aprendizaje y memoria espacial en ratas Sprague-Dawley wild-
type afectadas de periodontitis inducida por mono-infeccion o de enfermedad

de Alzheimer inducidas por inyeccion de oligdmeros de AB.

2. Cuantificar los niveles de producciéon de los mediadores pro-inflamatorios IL-
1B, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a e IFN-y en homogenizados de hipocampo y suero
de ratas Sprague-Dawley wild-type afectadas de periodontitis inducida por
mono-infeccion o de enfermedad de Alzheimer inducidas por inyeccion de

oligbmeros de AB.

3. Determinar la presencia de astrogliosis en el hipocampo de ratas Sprague-
Dawley wild-type afectadas de periodontitis inducida por mono-infeccion o de

enfermedad de Alzheimer inducidas por inyeccion de oligdmeros de Ap.

4. Comparar el aprendizaje y memoria espacial, los niveles de produccion de
los mediadores pro-inflamatorios y la activacion de astrocitos en ratas

Sprague-Dawley wild-type afectadas de periodontitis inducida por mono-
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infeccion con ratas afectadas de enfermedad de Alzheimer inducidas por

inyeccion de oligébmeros de AB.
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4. METODOLOGIA

4.1. Modelo de infeccion periodontal y enfermedad de Alzheimer

Para la induccion de la infeccion periodontal, EA o controles, se utilizaron 24 ratas
Sprague-Dawley macho de 6 semanas de edad, divididos en grupos de 6 ratas cada
uno, que fueron obtenidas del Bioterio de la Facultad de Medicina de la Pontificia
Universidad Catdlica de Chile. Las ratas se alojaron en jaulas separadas, con filtros
de aire y en condiciones estandar bajo un ciclo de 12:12 horas de luz/oscuridad, a
22 + 0,5°C, 40-70% de humedad relativa, con agua y alimentacion ad libitum,

excepto cuando se indicaron otras condiciones.

Cada animal fue distribuido de manera aleatoria a los distintos grupos
experimentales o control. Para generar el modelo de periodontitis experimental, se
utilizaron 6 animales de 6 semanas de edad que fueron anestesiados con isoflurano
3% e inoculados mediante una inyeccion en la mucosa palatina, frente al primer
molar, posterior a las rugas palatinas, con 100 yL de medio de cultivo bacteriano
con 1 x 10%° UFC/mL del serotipo K1 (cepa W50) de P. gingivalis, tal como fue
descrito anteriormente (Diaz-Zufiiga et al., 2020). La inoculacién se realizé en 2
ocasiones, el dia 0 y el dia 7 y los animales se mantuvieron en la unidad de
mantencion de animales sin otras intervenciones, hasta que cumplieron un periodo
de 45 dias post tratamiento (Garlet y cols., 2007, Trombone y cols., 2009). Como
control de inyeccion se utilizaron 6 ratas inyectadas con medio de transporte de
bacterias (Ratas sham). Luego de 45 dias, se procedi6 a evaluar el aprendizaje y la
memoria espacial mediante el OASIS Maze, que es una version seca del Laberinto
Acuatico de Morris (Clark y cols., 2005), con un protocolo experimental resumido a

continuacion en el item 4.3 (More y cols., 2018).

Para inducir la EA de manera experimental, se utiliz6 un protocolo descrito
previamente (More y cols., 2018). Brevemente y bajo anestesia general con
isoflurano 3%, 12 animales se ubicaron en un estereotaxico e instalaron canulas de
inyeccion en la region CA3 bilateralmente, para inyectar ABOs (AB1-42 Bachem Inc.,
Torrance, CA) (6 animales experimentales) o solucién salina NaCl 0,9%, pH 7,4 (6

animales control). A cada animal se le realizaron 3 inoculaciones de ABOs o solucién
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salina en un periodo de 48 hrs distribuidas de la siguiente manera: la primera
inyeccion 24 hrs antes del inicio de la primera tarea de OASIS Maze, la segunda
inyeccion se realiz6 1 hora posterior a la primera tarea y la tercera inyeccion, 17
horas después de la segunda inyeccion. 2 horas posterior a la ultima inoculacion,
cada animal realiz6 el segundo dia de tarea en el OASIS Maze. Todos los
procedimientos fueron desarrollados con anterioridad y para el desarrollo de esta
tesis se trabajo con las muestras bioldgicas obtenidas (el protocolo de extraccion en

detalle mas adelante).

Todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité Institucional de Cuidado
y Uso de Animales (17085-ODO-UCH) (Anexo N°3) y CBA 755 (FMUCH) y por el

Comité Institucional de Bioseguridad (Anexo N°4).
4.2. Cultivo bacteriano y curva de crecimiento bacteriano

Para la inoculacion de bacterias en la mucosa palatina se utilizd la cepa
encapsulada W50 (Serotipo K1) de P. gingivalis usada en estudios previos
(Monasterio y cols., 2018b; Vernal y cols., 2009). Brevemente, la cepa de P.
gingivalis W50 (K1), se cultivdo en medio agar infusién cerebro-corazén (Oxoid Ltd,
Ba-singstoke, Hampshire, England) a 37°C en condiciones de capnofilia (8% O2y
12% CO2), usando el generador CampyGen™ (Oxoid Ltd). Luego la cepa se cultivd
en 10 mL de caldo de cultivo BHI suplementado con hemina y menadiona hasta
lograr una densidad 6ptica (DO) de 0,05 que fue medida en espectrofotdmetro a
una longitud de onda de 560 nm (Halo RB-10 UV-VIS Spectophotometer, Dynamica,
Germany). Se midieron lecturas de espectrofotometro adicionales en distintos
tiempos hasta que el microorganismo alcanzé la fase de crecimiento estacionario.
Con cada medicién de DO se tomd una muestra de 100 uL, la cual se diluyé de
forma seriada (logio) en tampon fosfato salino (PBS) y 100 uL de cada dilucion se
sembré en agar sangre de caballo al 5% suplementado con hemina y menadiona.
Luego de 5-7 dias, se cuantifico el niumero de unidades formadoras de colonias
(UFC) y se contrastaron con las densidades opticas correspondientes. Las curvas
DO versus tiempo y DO versus UFC se graficaron para obtener un nimero conocido
de bacterias en fase de crecimiento exponencial para realizar la inoculacion con una

concentracion conocida de bacterias.
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4.3. Oasis Maze

Para todos los animales, tanto experimentales como controles se procedi6 a evaluar
el aprendizaje y la memoria espacial utilizando el protocolo de Oasis Maze. Para el
modelo de periodontitis, luego de 45 dias, el estrés se evalué mediante un test de
ansiedad, donde cada animal estuvo en la arena sin ningan pocillo y con la clave
visual durante 15 min. Luego, cada animal fue privado de agua durante 23 horas
previas a las sesiones de evaluacion y se realiz6 el pre-entrenamiento que consistid
en 10 min de actividad dentro de la arena con 21 pocillos con agua y una clave
visual. Finalmente, se realizé el entrenamiento que consistié en 6 dias de evaluacion
consecutiva, registrando 15 ensayos por dia, cada uno con una duracién de 1 min
maximo o menos si el animal encuentra la recompensa ubicada en uno de los 21
pocillos presentes en la arena. La recompensa se ubicdé en un solo pocillo sin
modificar su ubicacién durante los 15 ensayos, cambiando su ubicacion durante los
6 dias. Para el modelo de EA, a cada animal se le realiz6 una habituacién o handling,
luego, el test de ansiedad y el pre-entrenamiento. Posteriormente, se realizo la
cirugia y un nuevo pre-entrenamiento para comenzar la tarea y las posteriores
inoculaciones que se detallaron en el item 4.1 (Anexo 5). Cada video se registré
mediante una cdmara digital en posicidn cenital y analizé posteriormente utilizando
el software MatLab (MathWorks, MITRE, MA, USA). Para cada video se registraron
la distancia total recorrida por el animal (m), el tiempo de duracién de cada ensayo
(s), la tasa de éxito, y la razén de distancia observada v/s distancia ideal y la

velocidad en actividad (cm/s).
4.4. Obtencion de muestras

Después de 1 hora de finalizado el Oasis Maze, las ratas de todos los grupos
experimentales o controles se eutanasiaron segun las muestras a aislar, siendo
distribuidas para cada grupo 4 ratas para extraccion de sangre periférica y

aislamiento de hipocampo y 2 ratas destinadas a histologia.

4.4.1. Extraccion de sangre periférica y cerebro

Una hora después de finalizar el Oasis Maze, 4 ratas por grupo se anestesiaron con

Isofluorano al 3% utilizando sistema de anestesia controlada y se extrajeron de 2,5



25

a 3,5 mL de sangre periférica mediante puncion cardiaca y se continué con la
eutanasia. La sangre se traspaso a un tubo Falcon de 50 mL y se incubd durante
30 min a 60°C, seguido de 5 min a 4°C y se centrifugd a 1.500 xg por 5 min para

obtener el suero. El suero que se obtuvo se almacend a -80°C.

En las mismas ratas, e inmediatamente después de ser eutanasiadas, el cerebro ad
integrum se extrajo y mantuvo en una solucion de diseccion compuesta por KCI 3
mM, NaH2PO4 1,25 mM, NaHCOs mM, suplementado con Sacarosa 7,28%,
dextrosa 0,18%, 2 mL de MgCl2 1M, 100 pL de CaCl2 1My 1 mL de Piruvato 0,3
mM. De cada cerebro se aislo el hipocampo e inmediatamente se preservd en
nitrégeno liquido y se almacené a -80°C.

4.4 .2. Extraccion de hueso maxilar

Posteriormente, cada hemimaxilar se separ6 del resto del craneo para aislarlo.
Brevemente, con un bisturi N°15 se realiz6 una incision inmediatamente anterior a
la primera rugosidad palatina y se decol6 toda la mucosa palatina. Luego, a cada
hemimaxilar se elimind todo el tejido blando y cartilaginoso e incubd
secuencialmente durante 2 hrs en etanol 70%, seguido de etanol 90% y etanol
100%. Cada maxilar se almacenoé en etanol 100% a temperatura ambiente hasta el

analisis a realizar.

4.4.3.Extraccién de cerebro para inmunofluorescencia

Luego de finalizado el Oasis Maze, 2 ratas por cada grupo se destinaron para
analisis mediante inmunofluorescencia. Para el analisis histolégico del cerebro, las
ratas se perfundieron con 300 mL de solucion salina 0,9% seguido de 300 mL de
paraformaldehido (PFA) 4%. Luego de aislar el cerebro ad integrum, se almacend
durante 2 hrs en PFA 4% y posteriormente, en solucion de sacarosa 30% con Azida
de sodio. Una vez transcurridas 72 h se procedio a realizar cortes de 30 uym de
grosor en criéstato y almacenaron en PBS 1x con azida de sodio a 4°C hasta su

uso.
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4.5. Cuantificacion de mediadores inflamatorios y resorcion 6sea

Para confirmar que la inoculacion bacteriana genera periodontitis experimental, en
los animales inoculados con el serotipo K1 de P. gingivalis y las ratas sham se
cuantificé la resorcion ésea y los mediadores inflamatorios en mucosa palatina. La
cuantificacion de los mediadores pro-inflamatorios en suero se realizé para detectar

inflamacion sistémica y, en el hipocampo, para evaluar la neuroinflamacion.

4.5.1. Cuantificacion de resorcion 6sea

Para evaluar la posible pérdida de hueso, cada maxilar fue escaneado con un
equipo Bruker microCT (SkyScan 1278; Bruker, Kontich, Belgium) utilizando los
siguientes parametros: 59 kV, 588 pA, 0,5° de rotacion y 360° de rango angular.
Posteriormente se obtuvieron imagenes en 3D y la cuantificacién de la resorcion
Osea fue realizada utilizando el software Nrecon (Bruker, Kontich, Belgium) segun
las mediciones descritas previamente (Park y cols., 2007). Brevemente, se
realizaron mediciones lineales desde el limite amelocementario a la cresta 0sea

alveolar de todas las raices de los molares superiores del lado derecho e izquierdo.

4.5.2. Deteccion de moléculas mediante ELISA

Para la cuantificacion de las moléculas IL-1p3, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y y AB1-
42 cada muestra se prepard segun el siguiente protocolo. Cada hipocampo se
descongel6 y homogeneizé en una solucion que contuvo Tris-HCI 0,5M, NaCl 2M,
CaClz 250 mM, Tx100 25% e inhibidor de proteasas. Brevemente, cada hipocampo
se lavé con 1 mL de NaCl 0,9% 3 veces, para luego agregar 10 yL de PBS por cada
mg de peso de la muestra y se tritur6 con un homogenizador eléctrico para luego
centrifugar a 10.000 xg durante 5 min a 4°C. Posteriormente, se recupero el
sobrenadante, midié la concentracion en un espectrofotometro (Bio-Tek, Winooski,
VT, USA) y almacend en alicuotas de 200 pL a -80°C.

A partir de 100 yL de muestras de suero u homogenizado de hipocampo se
cuantifico la secrecion de las moléculas IL-183, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y y AB1-
42 mediante ELISA, siguiendo las instrucciones del fabricante (R&D, Minneapolis,
USA), y se evaluo la absorbancia a 460 nm y 560 nm usando un espectrofotometro

de placas (Bio-Tek).
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4.5.3. Cuantificacion de malondialdehido

Para determinar la lipoperoxidaciéon, se cuantificé el malondialdehido (MDA) en
homogeneizado de hipocampo mediante el método colorimétrico (Thiobarbituric
Acid Reactive Substances, TBARS) de acuerdo con las instrucciones del fabricante
(R&D, Minneapolis, USA). Brevemente, las muestras se sometieron a un tratamiento
con acido tricloroacético 0,6 N para precipitar cualquier proteina que pueda interferir
con la lectura. Luego a partir de 50 uL de cada muestra, se incubaron con el reactivo
TBA y se ley0 la densidad Optica de la placa a 532 nm. Luego de incubar de 2 a 3
horas a 50°C se leyé nuevamente la densidad oOptica a 532 nm. Para cuantificar la
concentracion de las sustancias reactivas derivadas del acido tiobarbiturico, la
lectura final se sustrajo a la lectura inicial y cuantific6 segun la curva

concentracion/densidad Optica obtenida de la curva estandar.
4.6. Analisis histolégico

Para las inmuno-fluorescencias se utilizaron anticuerpos primarios anti-Tublll
(Abcam, Ab18207), anti-GFAP (Abcam, ab10062), anti-phosphoTau (Phospho
S404, Abcam, ab64193) y anti-Tau (Abcam, ab254150), seguido de un anticuerpo
secundario anti-ratén, cabra o conejo (Alexa Fluor® 488, Alexa Fluor® 594 o Alexa
Fluor® 647, Abcam US). Para poder visualizar los nucleos se utilizé un medio de
montaje que contiene DAPI (Abcam, ab104139). La obtencién de las imagenes se
realiz6 mediante el Microscopio Confocal C2 Plus Espectral (Nikon, USA) y el
analisis de las imagenes se realiz6 con los software NIS Elements Viewer (Nikon
Instruments Inc., Mitsubishi, JPY) e ImageJ 5.0 (NIH, MD, USA).

4.7. Anédlisis de datos

Los datos de los niveles de secrecion y expresion de citoquinas se expresaron como
el valor promedio de la concentracion (pg/mL) y niveles relativos de expresion +
desviacidon estandar, respectivamente. Los datos del OASIS Maze se representd
como el valor promedio en unidades de tiempo (s) o distancia (cm) * desviacion
estandar. La distribucion de los datos se determino usando la prueba de Levene y
se analizaron utilizando la prueba ANOVA-Tukey. Los datos se analizaron

estadisticamente usando el software SPSS v.15.0 (Lead Technologies Inc.,
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Charlotte, NC, USA). Las diferencias se consideraron estadisticamente

significativas cuando p-value <0,05.



29
5. RESULTADOS

5.1 Cuantificacion de la resorcion 6sea.

Para confirmar que la inoculacién palatina del serotipo K1 de P. gingivalis genero
periodontitis experimental, se cuantificé la resorcion ésea en cada hemimaxilar
mediante microCT en los animales experimentales y sham (Diaz-Zadiga et al, 2020).
En este sentido, los ratones inoculados con el serotipo K1 de P. gingivalis
presentaron resorcion Osea patologica en comparacion a las ratas sham,

confirmando la presencia de periodontitis (Figura 2).

[] sham

B Infectada K1

1° Molar

=y
(=1
o

-~
(5]

(2]
o

Distancia
LAC - cresta alveolar (nm)
2]
o

o

Raiz mesial Raiz palatina Raiz distal Raiz mesial Raiz palatina  Raiz mesial

Maxilar izquierdo Maxilar derecho

linea punteada: linea amelo
J J cementaria (LAC).
i linea roja: Distancia entre LAC

y la cresta dsea alveolar.

Figura N°2. Cuantificacion de la resorcion 0sea en primeros molares maxilares de ratas con
enfermedad periodontal experimental y su respectivo control . A partir de 4 ratas de ambos
grupos se procedié a evaluar la distancia existente, en las tres raices de los primeros molares
maxilares, entre la linea amelocementaria y la cresta alveolar 6sea. A y B: Imagen tomada con
MicroCT donde se aprecia modelo en tres dimensiones las estructura dentaria de molares maxilares
y de tejido 6seo de soporte de ambos grupos. C: Esquema que indica los limites que fueron
establecidos para determinar cuantitativamente la resorcién 6ésea. LAC: Linea amelocementaria, nm:

nandémetro. Diferencias entre grupo experimental con ratas control: *p<0,05, **p<0,01.



30

5.2 Cuantificacion de mediadores pro-inflamatorios.

Posteriormente, se evaluaron los niveles de produccion de los mediadores pro-
inflamatorios IL-1B, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a e IFN-y en muestras de suero y

homogenizados de hipocampos de ratas en todos los grupos (Figura N°3).

Para el modelo de periodontitis experimental se detectd un incremento significativo
en los niveles de IL-1B3, IL-6, TNF-a e IFN-y en suero en comparacion a las ratas
controles. De manera similar, para el modelo de EA experimental se detectd un
incremento en los niveles de IL-1B, IL-6 e IFN-y. Es importante de destacar que para
las citoquinas IL-13 e IL-6 los niveles producidos fueron similares para ambos
modelos experimentales. Curiosamente, al evaluar los niveles de IL-4 en el modelo
de periodontitis experimental, se observdo una disminucién significativa en
comparacion con las ratas control, siendo similar a los niveles de los grupo control
salino y EA experimental. En cuanto a IFN-y, en muestras de suero se encontraron
valores menores en el grupo de periodontitis experimental en comparacion al grupo
de EA experimental, siendo esta diferencia estadisticamente significativa y siendo

mayor al grupo control sham y al grupo de control salino.

Al evaluar los mismos mediadores en muestras de hipocampo, se observaron
diferencias para IL-1B, IL-6, TNF-a e IFN-y. En el modelo de periodontitis
experimental, se detecté un incremento en los niveles de IL-1B3, IL-6 e IFN-y en
comparacion a las ratas control. Contrariamente, para el modelo de EA sélo se
detectd un incremento significativo en los niveles de IL-6 en comparacién a las ratas
controles. Para IFN-y, de igual manera que en suero, también existi6 una menor
concentracion de esta molécula en el grupo de periodontitis en comparacion al
grupo de EA experimental, siendo esta diferencia estadisticamente significativa. Por
otro lado, y de manera similar a lo observado en suero, en los homogenizados de
hipocampo de las ratas afectadas de periodontitis también se observé una
disminucion significativa en los niveles secretados de IL-4 en comparacion a su
respectivo control, siendo también menor, pero no significativamente, a los grupos
control salino y de EA experimental. Finalmente, y al igual que lo observado en las
muestras de suero, es importante destacar que las concentraciones de IL-1p3 e IL-6

fueron similares entre ambas condiciones experimentales. Para los niveles de IL-10
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no se observaron diferencias significativas ni en suero ni en hipocampo en los
distintos grupos experimentales y controles. Sorprendentemente, los niveles de
TNF-a entre el grupo experimental de EA y su respectivo control fueron similares,

tanto en muestras de suero como en hipocampo.
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Figura N°3. Cuantificacién de mediadores en suero e hipocampo de ratas controles y
experimentales. A partir de 4 ratas por grupo se midieron los niveles de secrecion de IL-18, I1L-4, IL-
6, IL-10, TNF-a e IFN-y mediante ELISA. Valores promedio de concentracion para cada citoquina
por cada grupo: IL-18 (Suero) Sham 79,91 pg/mL * 14,43; Periodontitis 151,89 pg/mL * 14,50; Salino
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36,4 pg/mL + 2,43; EA 141,74 mg/mL + 8,42 (Hipocampo) Sham 95,63 pg/mL * 11,76; Periodontitis
162,81 pg/mL * 34,77; Salino 153,04 pg/mL * 0,64; EA 155,33 mg/mL + 2,78. IL-4 (Suero) Sham
74,3 pg/mL + 5,22; Periodontitis 39,11 pg/mL + 18,01; Salino 38,92 pg/mL * 5,62; EA 39,02 mg/mL
*+ 2,55 (Hipocampo) Sham 70,03 pg/mL + 8,48; Periodontitis 26,5 pg/mL + 3,29; Salino 40,88 pg/mL
+1,25; EA 40,42 mg/mL + 2,55. IL-6 (Suero) Sham 114,60 pg/mL + 50,43; Periodontitis 285,31 pg/mL
+ 12,88; Salino 97,04 pg/mL + 19,51; EA 302,17 mg/mL * 32,04 (Hipocampo) Sham 202,69 pg/mL +
35,40; Periodontitis 375,42 pg/mL + 104,20; Salino 107,67 pg/mL + 13,91; EA 342,39 mg/mL + 21,98.
IL-10 (Suero) Sham 123,46 pg/mL £ 17,50; Periodontitis 106,69 pg/mL * 4,52; Salino 56,49 pg/mL +
3,09; EA 63,93 mg/mL + 5,72 (Hipocampo) Sham 149,24 pg/mL + 28,45; Periodontitis 132,54 pg/mL
+ 12,06; Salino 73,38 pg/mL + 18,69; EA 69,6 pg/mL + 11,16. TNF-a (Suero) Sham 6,46 pg/mL +
2,59; Periodontitis 20,82 pg/mL * 1,81; Salino 24,05 pg/mL = 0,99; EA 25,29 pg/mL = 1,55
(Hipocampo) Sham 12,71 pg/mL + 6,50; Periodontitis 19,41 pg/mL + 1,69; Salino 22,28 pg/mL * 6,96;
EA 24,36 mg/mL + 1,96. IFN-y (Suero) Sham 16,41 pg/mL % 0,95; Periodontitis 76,96 pg/mL + 8,09;
Salino 86,05 pg/mL + 22,22; EA 193,71 pg/mL % 25,01 (Hipocampo) Sham 63,93 pg/mL + 19,05;
Periodontitis 115,48 pg/mL + 9,39; Salino 264 pg/mL £ 40,20; EA 292,29 mg/mL + 40,50. IL:
Interleuquina, TNF: Factor de necrosis tumoral, IFN: Interferén, pg: picogramo, mL: mililitro.
Diferencias entre grupos: *p<0,05, ***p<0,001.

5.3 Aprendizaje y memoria espacial

Al evaluar el aprendizaje y la memoria espacial en ambos modelos por separado,
se detectd que tanto las ratas afectadas con periodontitis como aquellas afectadas
de EA tuvieron un peor desempefio en comparacion a sus respectivos controles. En
particular, ambos grupos experimentales presentan una mayor razén de distancias,
una mayor latencia y una menor tasa de éxito en comparacion a sus respectivos
controles (Figura N°4). Curiosamente, las ratas afectadas de EA tuvieron una mayor
razon de distancias en comparacion con las ratas afectadas de periodontitis y, para
el modelo de periodontitis siendo estadisticamente significativa. Por otro lado, se
observé una mayor latencia que las observadas en las ratas con EA, sin ser esta
tltima diferencia estadisticamente significativa. Curiosamente, para ambos modelos
experimentales se observd una disminucion en la tasa de éxito, siendo similares

entre si y estadisticamente menores a sus respectivos controles.
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Figura N°4. Memoria espacial y aprendizaje. A partir de 6 ratas por grupo, las gréaficas representan
el valor promedio de los 15 ensayos por cada animal en el dia 6 de la tarea. A: Representa la razon
de la distancia observada y esperada. B: Representa el tiempo que los animales tardaron en
encontrar la recompensa, con un maximo de duracion de 60 segundos. C: Representa la tasa de
éxito de la cantidad de veces en que los animales encontraron su recompensa por el total de ensayos
realizados. Valores promedio para cada grupo de la razén distancia observada/esperada: Sham,
0,93 £ 0,45; Periodontitis, 1,37 £ 0,91, Salino 2,38 £ 0,5; EA 4,68 £ 0,46. Valores promedio para cada
grupo de la latencia: Sham, 14,56 s + 7,84; Periodontitis, 35,29 s £ 12,59; Salino 11,03 + 3,21; EA
21,67 s +2,19. Valores promedio para cada grupo de la razon de éxito en completar la prueba: Sham,
0,98 * 0,01; Periodontitis, 0,85 + 0,10; Salino 0,99 + 0,01; EA 0,92 + 0,04. s: segundos. Diferencia
entre grupos: *p<0,05. **p<0,01, p***<0,001, ns: no significativa.
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5.4 Niveles de AB42 y MDA en hipocampo.

Posteriormente y para evaluar si la neuroinflamacion permite explicar, al menos en
parte, las alteraciones en la memoria espacial y aprendizaje evidenciada en las ratas
afectadas de periodontitis 0 EA, determinamos los niveles de produccién de Ap42
en el hipocampo (Figura N°5). Para las ratas afectadas de periodontitis o las ratas
con EA se observaron mayores niveles de produccion de AB42 en comparacion con
sus respectivos controles. Curiosamente, los niveles secretados de AB42 en las

ratas afectadas de periodontitis fue mayor a la detectada en las ratas con EA.

Posteriormente, evaluamos los niveles de MDA, que es un producto de reaccién
entre el lipoperéxido y el &cido tiobarbitdrico y representa el efecto del incremento
de especies reactivas de oxigeno (del inglés Reactive Oxygen Species, ROS) y
nitrogeno (del inglés Reactive Nitrogen Species, RNS) en la oxidacion de los lipidos
de la membrana celular. Sélo en las ratas con periodontitis experimental se observé
una mayor concentracion de MDA en comparacién a su respectivo control y el
modelo experimental de EA. Para las ratas afectadas de EA no se detectaron

diferencias en la concentracion de MDA en comparacién con sus ratas control.
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Figura N°5. Cuantificacién de AB42y MDA. A partir de 4 ratas por grupo se cuantificaron los niveles
de AB42 (Fig. 5A) y MDA (Fig. 5B) mediante ELISA. Valores promedio para cada grupo de AB42:
Sham, 16,78 pg/mL + 1,24; Periodontitis, 24,93 pg/mL * 1,30; Salino 17,79 pg/mL + 0,74; EA 20,5
mg/mL + 1,44. Valores promedio para cada grupo de MDA: Sham, 7,21 pg/mL * 0,72; Periodontitis,
22,89 pg/mL £ 0,47; Salino 5,27 pg/mL + 0,52; EA 10,81 mg/mL % 2,86. AB42: Amiloide 3, MDA:

malondialdehido. Diferencia entre grupo experimentales y su respectivo control **p<0,01, ***p<0,001.
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5.5 Activacion de astrocitos en hipocampo.

Posteriormente y con el objetivo de determinar si la neuroinflamacion, la mayor
produccion de AB42 y MDA vy la alteracion en el aprendizaje y memoria espacial se
asocian con una mayor activacion de astrocitos en el hipocampo, evaluamos
morfologicamente a estas células mediante inmunofluorescencia (Figura N°6A, B y
C). Tanto en las ratas afectadas de periodontitis como de EA se observo un mayor
namero de astrocitos, definido como astrogliosis, en comparacién con sus controles
respectivos. Ademas, al cuantificar el porcentaje de células GFAP positivas, se
observé un incremento en ambas condiciones experimentales con relacion a sus
respectivos controles (Figura N°7). Es sumamente importante destacar que el
aumento del porcentaje de células GFAP positivas fue similar entre ambas

condiciones experimentales.
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Figura N°6A. Analisis de inmunofluorescencia. A partir de los hipocampos se evalué mediante
inmunofluorescencia la morfologia de los astrocitos y neuronas en la region CAl para todas las
condiciones controles y experimentales. Las figuras representan la proyeccién 3D de 36 imagenes
para cada condicién. En azul los nucleos tefidos con DAPI, en verde la proteina GFAP especifica
de astrocitos, en rojo las neuronas marcadas con tubulina lll y en merge la sobreposicion de todos

los canales. GFAP: proteina acidica fibrilar glial, ABOs: oligdmeros de Amiloide .
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Figura N°6B. Analisis de inmunofluorescencia. A partir de los hipocampos se evalué mediante
inmunofluorescencia la morfologia de los astrocitos y neuronas en la region CA3 para todas las
condiciones controles y experimentales. Las figuras representan la proyeccién 3D de 36 imagenes
para cada condicién. En azul los nucleos tefidos con DAPI, en verde la proteina GFAP especifica
de astrocitos, en rojo las neuronas marcadas con tubulina 11l y en merge la sobreposicion de todos

los canales. GFAP: proteina acidica fibrilar glial, ABOs: oligdémeros de Amiloide 8
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Figura N°6C. Analisis de inmunofluorescencia. A partir de los hipocampos se evalué mediante
inmunofluorescencia la morfologia de los astrocitos y neuronas en la regién GD para todas las
condiciones controles y experimentales. Las figuras representan la proyeccién 3D de 36 imagenes
para cada condicién. En azul los nucleos tefidos con DAPI, en verde la proteina GFAP especifica
de astrocitos, en rojo las neuronas marcadas con tubulina lll y en merge la sobreposicion de todos

los canales. GFAP: proteina acidica fibrilar glial, ABOs: oligdmeros de Amiloide 8.
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Figura N°7. Cuantificacion de células en hipocampos de ratas afectadas de periodontitis o
enfermedad de Alzheimer experimental. Las graficas representan el porcentaje + desviacion
estandar del recuento de astrocitos (GFAP/DAPI, Fig. 7A) y de neuronas (Tublll/DAPI, Fig. 7B) en
las regiones CAl, CA3 y GD del hipocampo. El recuento se normalizé al total de DAPI. Valores
promedio del recuento de astrocitos para cada grupo en distintas regiones del hipocampo: CA1,
sham 14,46 + 2,2; Periodontitis 21,30 + 1,61; Salino 12,64 + 1,42; EA 25,47 + 2,39. CA3, sham 10,20
+ 0,7; Periodontitis 19,61 + 4,00; Salino 9,73 + 2,4; EA 21,34 + 3,99. GD, sham 7,79 + 1,5;
Periodontitis 18,95 + 1,04; Salino 7,13 + 3,3; EA 18,60 * 1,7. Valores promedio del recuento de
neuronas para cada grupo en distintas regiones del hipocampo: CA1, sham 43,02 + 10,3;
Periodontitis 32,49 + 9,30; Salino 33,48 + 7,50; EA 45,63 + 3,08. CA3, sham 27,52 + 3,80;
Periodontitis 32,49 + 8,30; Salino 27,90 + 4,7; EA 23,11 + 2,2. GD, sham 53,91 + 5,44; Periodontitis
52,30 £ 7,60; Salino 43,51 + 4,99; EA 48,66 + 2,97. Diferencias entre grupos experimentales y su

respectivo control: **p<0,01, ***p<0,001, ns: no significativo.

5.6 Razdn proteina Tau fosforilada y proteina Tau total.

Finalmente, y con el objetivo de determinar si la neuroinflamacion, produccion de
AB42 y MDA, alteracion en el aprendizaje y memoria espacial y astrogliosis se
asocian con wuna mayor fosforilacion de la proteina Tau, mediante
inmunofluorescencia determinamos la presencia de las formas fosforiladas y no
fosforiladas de la proteina asociada a microtabulos Tau (Figura N°8A y B). Tanto en
las ratas afectadas de periodontitis como de EA se observé una mayor sefial de

pTau. Para determinar si existe un incremento real de la proteina pTau se determiné
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la razon pTau/Tau total, detectdndose un incremento en esta razén en las ratas
afectadas de periodontitis y EA experimental en comparacion a sus respectivos
controles (Figura N°9). Sin embargo, las ratas afectadas de EA experimental
presentaron mayor razén en comparacion a las ratas afectadas de periodontitis

experimental.

CA1

Tau total Tau fosforilada Merge

Periodontitis Sham

Salino

EA

Figura N°8A. Inmunofluorescencia de Tau y fosfo Tau en hipocampos de ratas afectadas de
periodontitis o enfermedad de Alzheimer experimental. Las figuras representan la proyeccion 3D
de 36 imagenes para cada condicidn de la region CA1 de hipocampos. En verde la proteina Tau, en
rojo la proteina Tau fosforilada, en azul los nucleos de las células (DAPI) y en merge la sobreposiciéon

de los canales.
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Figura N°8B. Inmunofluorescencia de Tau y fosfo Tau en hipocampos de ratas afectadas de
periodontitis o enfermedad de Alzheimer experimental. Las figuras representan la proyeccion 3D
de 36 imagenes para cada condicion de la region CA1 de hipocampos. En verde la proteina Tau, en
rojo la proteina Tau fosforilada, en azul los ntcleos de las células (DAPI) y en merge la sobreposicion

de los canales.
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CA3

Figura N°9. Razén Tau fosforilada/Tau total. A partir del total de células fosfo Tau*/DAPI se

determind la razén respecto de las células Tau*/DAPI en la region CAly CA3 del hipocampo. Valores

promedio de la razén pTau/tTau para cada grupo en distintas regiones del hipocampo: CA1, sham
0,11 + 0,05; Periodontitis 0,34 + 0,09; Salino 0,14 + 0,03; EA 0,41 + 0,08. CA3, sham 0,17 £ 0,04;
Periodontitis 0,32 £ 0,04; Salino 0,14 + 0,02; EA 0,53 £ 0,07. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ns: no

significativo.
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6. DISCUSION

El presente trabajo logré determinar que la periodontitis experimental inducida por
mono-infeccion del serotipo K1 de P. gingivalis es capaz de inducir cambios
inflamatorios y celulares en el hipocampo asociados con alteracion en el aprendizaje
y memoria espacial y, que estos cambios, también se producen en un mayor grado
en un modelo de EA experimental. En este sentido, al cuantificar en suero y
homogenizados de hipocampo los mediadores pro-inflamatorios tanto en EA como
en la enfermedad periodontal, se pudo evidenciar que ambos modelos
experimentales presentaron un aumento de los niveles IL-6 tanto en suero como
hipocampo, en comparacién a sus respectivos controles. Para IL-13 e IFN-y a nivel
sérico, se detectaron incrementos tanto en las ratas con periodontitis como con EA
en comparacion a sus controles (Fig N°2), siendo las concentraciones de estos
mediadores pro-inflamatorios similares entre ambas condiciones experimentales.
Por otro lado, al evaluar el aprendizaje y memoria espacial mediante la prueba de
OASIS Maze, en el 6° dia de tarea las ratas afectadas por enfermedad periodontal
tuvieron una alteracion de estos procesos cognitivos de una magnitud similar al
modelo experimental de EA a excepcion de la razon de distancias donde se aprecio
que las ratas del modelo experimental de EA presentaron un aumento
significativamente mayor en comparacion al modelo experimental de periodontitis
(Fig N°3). En la misma linea, al evaluar los niveles de AB-42 y MDA (Fig. 4),
marcadores utilizados para evaluar los efectos de la neuroinflamacién, en ambos
modelos experimentales se evidenci6 un aumento significativo de ambos
marcadores en los modelos experimentales en comparaciéon a sus controles, siendo
curiosamente, mayores los niveles de MDA en el modelo experimental de
periodontitis en comparacion al modelo experimental de EA. Finalmente, v,
mediante inmunofluorescencia, evidenciamos una mayor astrogliosis y razén de
pTau/Tau total en ambos grupos experimentales en comparacién a sus respectivos
controles, lo que nos demuestra que la periodontitis podria provocar cambios

morfologicos en el hipocampo similares a los provocados por la EA.

Los resultados obtenidos producto de esta investigacion concuerdan con lo que se

ha reportado en la literatura hasta la fecha. En esta linea Ding y su grupo de estudio
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evidencio que en ratones afectados de periodontitis inducida por oral gavage de la
cepa ATCC®33277™ de P. gingivalis, tuvo alteraciones en la memoria espacial y
aprendizaje, junto con un aumento de la expresidon de los mediadores pro-
inflamatorios IL-1B, IL-6 y TNF-a en el tejido cerebral, en comparaciéon al grupo
control (Ding y cols, 2018). Por otro lado, el grupo de investigacion de Hu, en ratas
Sprague-Dawley afectadas de periodontitis experimental inducida mediante
inoculacién de LPS de P. gingivalis, evidencio un deterioro en la memoria espacial,
aprendizaje y presencia de neuroinflamacién, caracterizada por una mayor
concentracion de los mediadores pro-inflamatorios IL-1p, IL-6, IL-8, IL-21. Ademas,
en las ratas afectadas de periodontitis se detecto la presencia de LPS en la corteza
cerebral, la presencia de astrogliosis y activaciéon microglial (Hu y cols., 2020). Sin
embargo, ninguno de estos estudios y ninguno dentro de la literatura actual
disponible evalia efectivamente si la neuroinflamacion y las alteraciones de
memoria espacial y aprendizaje inducidas por la periodontitis o bacterias orales son
compatibles con la generada en un modelo de EA, como si fue el caso de nuestro

trabajo.

Los mediadores pro-inflamatorios evaluados en este trabajo, tales como IL-183, IL-4,
IL-6, IL-10, TNF-a e IFN-y estan involucrados en diversos procesos fisioldgicos y
patolégicos en distintos sistemas del organismo. Especialmente el aumento de la
concentracion de IL-1B, IL-6 y TNF-a se han detectado en enfermedades como
diabetes mellitus tipo Il (Liu y cols., 2006), parto prematuro y bajo peso al nacer
(Lépez y cols., 2005), reparaciéon muscular (de Souza y cols., 2020), y la EA, entre
otras. Como evidenciamos en nuestro trabajo, la periodontitis aumenté los niveles
séricos e hipocampales de estos mediadores, siendo para algunas citoquinas
similares a los generados por la EA. Inusualmente, las ratas inoculadas
bilateralmente con solucion salina en la regibn CA3 también tuvieron mayor
concentracion de TNF-a y de manera similar a las ratas con EA, lo que nos evidencia
que la canulacion e inyeccion de solucion salina genera inflamacion, pero no
alteraciones en el aprendizaje. Esto se podria deber al trauma mismo de la
intervencién quirdrgica para poder instalar las canulas de inyeccion. Asi, el aumento
de los niveles de citoquinas pro-inflamatorias afectadas de periodontitis podria

promover una mayor severidad de la EA al aumentar la carga inflamatoria a nivel
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sistémico y cerebral, por lo que existe la importancia de prevenir, controlar y tratar
la enfermedad periodontal. Curiosamente, los niveles de IL-4 fueron menores en los
grupos de periodontitis, EA y control salino, lo cual se podria deber al breve tiempo
de exposicion a la intervencion, por lo cual la respuesta inmune moduladora no
alcanza a elevarse para llevar a cabo su funcion. Por otro lado, sorpresivamente los
niveles de INF-y fueron mayores en el grupo de EA en comparacion al grupo de
periodontitis tanto en suero como en hipocampo. En relacién con esta ultima
estructura, esta diferencia significativa se podria explicar por un posible brea-down
de la barrera hematoencefalica de las ratas con periodontitis experimental. Se ha
evidenciado que la neuroinflamacion originada por la microglia y astrocitos reactivos
provoca este breakdown de la BHE (Hannoks y cols, 2017), permitiendo asi el
ingreso o salida de moléculas pro-inflamatorias (Bowman y cols, 2018). Para que
este breakdown ocurra se deben dar ciertas condiciones, como lo son un incremento
de los niveles de IL-17 y TNF-a, disminucién de los niveles de INF-y y que la razén
de MMP9/MMP2 aumente. En nuestro modelo de periodontitis se cumplieron dos
condiciones, ya que se obtuvieron bajos niveles de INF-y y altos de TNF-a. Sin
embargo, no podemos concluir que la BHE esté afectada dado que nos falta
informacion respecto a las demas condiciones, ya que no fueron objetivo de nuestro
trabajo. Otra explicacion para esta diferencia en los niveles de INF-y se puede deber
al periodo de tiempo en que las ratas estuvieron expuestas al fendbmeno
neuroinflamatorio, ya que el modelo experimental de periodontitis fue un modelo de
enfermedad cronica, donde las ratas estuvieron expuestas por un mayor tiempo al
proceso neuroinflamatorio. En cambio, el modelo de EA fue un modelo de
inflamacion aguda, por tanto, al ser menor el tiempo entre el inicio de la enfermedad
y la eutanasia para estudio, la BHE no estuvo expuesta a la neuroinflamacién un
tiempo suficiente para presentar signos de breakdown. Es por ello, que se necesitan
mayores ensayos futuros para evaluar la integridad de la BHE en ambos modelos

de enfermedad.

Actualmente, existe la hipotesis que indica que el AR seria secretado por astrocitos
para cumplir un rol antimicrobiano en presencia de un ambiente de neuroinflamacién
o frente a la invasién de un microrganismo externo al tejido cerebral, lo que permitiria

unirse al macroorganismo infectante y facilitar de esa forma su fagocitosis por las
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microglias (Perry y cols, 2010a; Shaked y cols, 2004; Sierra y cols, 2014). Sin
embargo, se ha demostrado que la capacidad de las microglias para eliminar los
péptidos de AB disminuye a medida que aumenta la edad del sujeto (Streit, 2004;
Streit y cols 2009). Es por ello que se ha utilizado este péptido como marcador para
establecer un diagnéstico clinico de EA (Jack y Vemuri, 2018). En nuestro estudio,
el grupo de periodontitis experimental presenté un aumento de los niveles de Ap42
en comparacion a su control, siendo incluso mayor la concentracién que el grupo de
EA experimental. Estos resultados confirman lo reportado en la literatura, donde
Kantarci y su grupo evidencié un aumento en los niveles de este péptido en el grupo
de periodontitis experimental inducida por ligadura en comparacion al grupo control
sin ligadura (Kantargci y cols, 2020). Asi, la periodontitis puede contribuir a una mayor
acumulacion del péptido AB, aumentando la neuroinflamacién y astrogliosis,
pudiendo favorecer la formacién de placas seniles y mayor severidad de la EA.

El MDA corresponde a un marcador de oxidacion lipidica u oxidacién de lipidos de
la membrana plasmatica, es producto de la reaccion entre el lipoperédxido y el &cido
tiobarbiturico, representa un efecto del incremento de ROS y RNS en el tejido y su
concentracion nos da un acercamiento al grado de estrés oxidativo (Gegotek y
Skrzydlewska, 2019). En nuestro trabajo, en el grupo de periodontitis experimental
el aumento de este marcador fue mayor que su control y, curiosamente, mayor en
comparacién al grupo de EA experimental. Los altos niveles de MDA dan como
resultado la formacion de aductos de MDA con proteinas a través de la generacion
de Ne-(2 propenal) lisina, de 1-amino-3-iminopropeno-type o de reticulaciones
piridilo dihidropiridina-type de lisina-lisina (Del Rio y cols., 2005). Un producto comun
de las interacciones MDA-proteina son los aductos de acetaldehidoproteina MDA
(McCaskill y cols., 2011). La formacién de aductos MDA-proteina y MDA-
acetaldehido-proteina se asocian con una mayor respuesta pro-inflamatoria (Wang
y cols., 2012). El mecanismo de estos aductos se basa en la activacion de proteina
quinasas, como la proteina quinasa C (PKC) (Ayala y cols., 2014), que conduce a
la activacion del factor NF-kB. Sin embargo, el aumento de los niveles de MDA-
acetaldehido en plasma, por modificacion de la albiumina, influye en la activacion de
los factores de la molécula de adhesién intercelular 1 (ICAM-1) y de la molécula de

adhesion vascular (VCAM), lo que conduce directamente a un aumento en la
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expresion de TNF-a (Busch y Binder, 2017). En el caso de MDA, similar a 4-HNE —
intermediario secundario de estrés oxidativo y biomarcador de lipoperoxidacion
(Breitzig y cols., 2016)—, tras la formacion de aductos de proteinas también afecta
la biosintesis de proteinas por medio de la generaciéon de aductos con el factor de
elongacion eucariota-2 (eEF-2), proteina esencial para la sintesis proteica (Kaul y
cols., 2011). EI MDA bloquea directamente las interacciones eEF-2-ribosoma, lo que
resulta en una alteracién del movimiento de los ribosomas a lo largo de la traduccién
del mRNA y la inhibicion de este proceso (Arguelles y cols., 2009). Por otro lado, el
coldgeno es una molécula susceptible a las modificaciones de MDA, donde la MDA
forma aductos con residuos de cisteina y favorece las reacciones de glicacion
(Slatter y cols., 2000). Por lo tanto, los aductos de proteina MDA pueden afectar la
regeneracion y reorganizacion de los tejidos. Ademas, el MDA conduce a la
reticulacion del coldgeno y a modificaciones covalentes adicionales, lo que provoca
una pérdida de la elasticidad y una alteracion en la remodelacion tisular, induciendo
al desarrollo de patologias dentro del organismo, con especial énfasis en los vasos

sanguineos (Avery y Bailey, 2006; Yamada y cols., 2009).

La astrogliosis corresponde a un fendbmeno que ha sido asociado con la severidad
de la EA y también con la capacidad de recuperacion de la salud cerebral. Este
fenbmeno se produce por respuesta del astrocito frente a diversos patrones
moleculares asociados a patdgenos (del inglés pathogen-associated molecular
patterns, PAMPs) o a dafio (del inglés damage-associated molecular patterns,
DAMPSs), contribuyendo a la proteccion de la salud cerebral, contencion del dafio o
aumentando la inflamacién (Olabarria y cols., 2010). Los mediadores pro-
inflamatorios liberados por otras células del sistema nervioso central, tales como
microglias, neuronas, oligodendrocitos, entre otras, producen la activacién de los
astrocitos a un fenotipo reactivo (Frost y Li, 2017). Este fenotipo de astrocito puede
reparar alteraciones presentes en la BHE, junto con rodear a los oligdmeros de AR
y producir ROS y RNS, las cuales provocan neurotoxicidad (Olabarria y cols., 2010).
Por otro lado, los moléculas estudiadas en este trabajo tales como IL-13, IL-6, TNF-
a y Ap42 pueden ser reconocidas por este astrocito reactivo quien, a su vez,
responde secretando mayores niveles de estas mismas moléculas (Olabarria y cols.

2010). EIl incremento de estas citoquinas, especialmente IL-13, IL-6 y TNF-q,
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inducen la activacion del factor de transcripcion de proteina activadora 1 (del inglés
activator protein 1, AP-1) y de la enzima B secretasa (del inglés -site APP cleaving
enzyme, BACE), las cuales regulan la expresion de APP y la formacion AB (Bourne
y cols., 2007; Johnstone y cols., 1999; Thal, 2012). De esta forma, el aumento de
las citoquinas pro-inflamatorias evidenciadas en nuestro trabajo se asocia con una
mayor produccion de AB y una mayor produccién de mediadores pro-inflamatorios.
Por otro lado, los astrocitos al modificar su fenotipo provocan un desbalance
oxidativo, energético y metabdlico que altera el funcionamiento de las neuronas,
provocando asi una mayor produccion por parte de estas células, de AB40 y una
mayor acumulacién de pTau (Frost y Li, 2017). Estos fendbmenos tienen como
consecuencia la neurodegeneracion, con pérdida de la integridad de las membranas
y la formacion de NFTs. Finalmente, las microglias y los astrocitos reactivos rodean
las placas seniles y los NFTs, continuando con la generacion de mediadores pro-
inflamatorios, creando asi un ciclo vicioso de neuroinflamacion (Alonso y cols., 1997;
Frost y Li, 2007; Ghosh y cols, 2013; Saido y cols, 1995; Santacruz y cols, 2005; Xu
y cols., 2016).

Un &rea importante para destacar corresponde al reporte de distintos grupos de
investigacion sobre diversos mecanismos para contrarrestar el dafio cognitivo y
neuroinflamacion inducido por la periodontitis. En este sentido, Dominy y sus
colaboradores estudiaron un tratamiento con pequefias moléculas inhibidoras de las
principales gingipainas de P. gingivalis como son RgpA, RgpB y Kgp. Para ello
infectaron células SH-SY5Y, que corresponden a células de neuroblastoma
humano, con la cepa W38 de P. gingivalis y observaron que los inhibidores de las
gingipainas provocaron la muerte de P. gingivalis y, a su vez, protegian a las células.
Ademas, el tratamiento con antibiéticos de amplio espectro, como el moxifloxacino
y la doxiciclina también provocoé la muerte de P. gingivalis, pero no protegio a las
células de su efecto. Posteriormente, tras infectar a ratones con las gingipainas de
P. gingivalis, observaron la presencia de neurodegeneracion, la que pudo ser
prevenida con la accion de los inhibidores especificos de las gingipainas (Dominy y
cols, 2019). También existe evidencia relacionada con la inhibicion de TLR4, donde
el bloqueador selectivo TAK-242 ha demostrado tener efecto en la disminucion de

la produccion de TLR4, lo que contribuiria a disminuir la neuroinflamacion. Esto,
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debido a que el principal receptor que utilizan las microglias y los astrocitos para
reconocer AB es el TLR4. Por ello, es necesario investigar mas en este tipo de
terapias a futuro con el fin de poder disminuir la ocurrencia de una EA o su severidad

en pacientes que ademas presenten periodontitis.

Como se mencioné anteriormente, este es el primer trabajo, segun la evidencia
disponible actualmente en la literatura, que compara la neuroinflamacion y dafio
cognitivo generado por la periodontitis con un modelo de EA, constituyendo asi una
gran fortaleza de nuestro estudio y sirviendo como base para ser contrastado y
discutido con futuros estudios que profundicen més en esta area del conocimiento.
Los resultados obtenidos en este estudio nos demuestran el posible rol de la
periodontitis en la patogenia de la EA. Esto nos lleva a reflexionar sobre nuestro rol
como odontélogos y mas alla, como personal de la salud, sobre nuestro rol en la
mantencion del estado de salud oral y general de la poblacion. Debemos educar a
la poblacién para que comprenda que la salud oral no es anexa al resto del
organismo, sino que esta relacionada con la salud de todo el sistema, pudiendo
contribuir a la prevencion o a una mayor incidencia de patologias en 6rganos
distantes a la cavidad oral. Como odontélogos también debemos ser conscientes
de que nuestros tratamientos no son centrados soélo en el diente, sino que tratamos
también otros 6rganos, como en este caso, al cerebro, disminuyendo la posibilidad
de sufrir patologias como la EA. Debido a ello, debemos realizar un correcto
diagndstico, tratamiento y terapia de soporte de la patologia periodontal, motivando
al paciente a comprometerse a mantener un estado de salud oral 6ptimo mediante
una correcta higiene y controles periédicos con su profesional tratante. En esta
misma linea, debemos involucrarnos dentro de un equipo de salud para, en
conjunto, llevar a cabo el mejor tratamiento, mejorar el estado de salud del paciente

y marcar la importancia de la salud oral en la salud general del paciente.
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7. CONCLUSIONES

1. Tanto en el modelo de periodontitis como en la enfermedad de Alzheimer se

observo alteraciones al aprendizaje y memoria espacial.

2. Tanto en el modelo de periodontitis como en la enfermedad de Alzheimer se
detectdé un incremento en los mediadores pro-inflamatorios en suero y la

presencia de neuroinflamacion.

3. Tanto en el modelo de periodontitis como en la enfermedad de Alzheimer
existe mayor astrogliosis, siendo mayor en el modelo de enfermedad de

Alzheimer en comparacion al modelo experimental de periodontitis.

4. Tanto en el modelo de periodontitis como en la enfermedad de Alzheimer se
observd una mayor producciéon de AB en homogenizados de hipocampo,
mayor concentracion de MDA y una mayor razén de pTau/Tau total en la
region CA1 del hipocampo. Ademas, el modelo de enfermedad de Alzheimer
presenté una mayor razén pTau/Tau total en comparacion con el modelo de

periodontitis.

5. Asi, se comprueba que la enfermedad tipo Alzheimer detectada en las ratas
afectadas de periodontitis experimental posee un componente celular y
molecular similar al generado en el modelo experimental de Alzheimer, por
tanto, es posible que la periodontitis experimental pueda ser un factor causal
real de los eventos neuroinflamatorios que lleven al establecimiento de este

tipo de demencia.
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9.3 Anexo N°3

“VID= CICUA

CORNTE WSTITUCIKINAL DE

£ UNIVERSIDAD DE CHILE CUIDADS Y LSO DE AMMALES

Santiago, a 16 de noviembre de 2017

Certificado n®: 17085-0D0-UCH

CERTIFICADO

El Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales ({CICUA) de la Universidad de Chile, certifica
que en el protocolo nidmero FOUCH-041702, del Proyecto de Investigacidn titulado: “Asecdiacion
entre enfermedad periodontal y enfermedad de Alzheimer®, cuyo Investigador es Jaime Diaz
ZuRiga y cuyo Patrocinante e Investigadora Responsable es la Dra. Andrea Paula-Lima del
Laboratorio de Biologia Periodontal, Facultad de Odontologia, Universidad de Chile, no se plantean
acciones en sus procedimientos gue contravengan las normas de Bioética de manejo y cuidado de
animales, asi mismo la metodologia experimental planteada satisface lo estipulado en el Programa
Institucional de Cuidado y Uso e Animales de la Universidad de Chile.

Los Investigadores, se han comprometido a la ejecucidn de este proyecto de investigacion dentro
de las especificaciones sefialadas en el protocolo revisado y autorizado por el CICUA, a mantener los
procedimientos experimentales planteados y a no realizar ninguna modificacidn sin previa
aprobacidn por parte de este Comiteé.

Se otorga la presente certificacion para el uso de 42 ratas Rattus norvegicus (cepa Sprogue-
Dowley), provenientes del Bioterio de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile, desde marzo
de 2017 hasta marzo de 2019 tiempo estimado de ejecucidn del proyecto, el cual serd finandado
con por los siguientes proyectos RDP-IADR 2017-2019, Fondecyt N21150736, Fondecyt
N21140904 y BNI P-09-015F.

EI LA de Ja Universided de Chile, forma parte de lo Vicerrectoria de investigacidn y Desarrollo, p estd
constituide por 43 miembros: § médicos weterinarios, 39 ocodémicos (12 de ellos médicos veterinarios), y 9
miembros no asocledos alo acodemio o investigacidn, ¥ gue cuenton con experiencia en bioética relocionoda
a mantencidn y uso de animaoles. El certificado que emite el Comité procede de la aprobacidn del “Protecolo
de Manejo y Cuidedo de Animales” despuéds de un estudio ocucloss ¥ de fo ocogido de los investigodores de

Ios observociones exigldas por el Comité,
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9.4 Anexo N°4

’% UNIVERSIDAD DE CHILE

Adrmunistrac nLConjuntat

Comité Institucional de Bioseguridad
Administracién Conjunta Campus Norte
FDO N°®102

Santiago, 10 de Mayo de 2017.

CERTIFICADO

El Comité Institucional de Bioseguridad (CIB) ha analizado el Proyecto de
Investigacion FIOUCH 2016 titulado “Asociacién entre Enfermedad Periodontal y
Enfermedad de Alzheimer”. El Investigador Responsable de este proyecto es el Prof.
Jaime Diaz Zahiga, Profesor Asistente del Departamento Odontologia Conservadora.

Los ensayos propuestos en este Proyecto involucran el manejo de:

-Moléculas de ADN Recombinante,

-Organismos y Virus que contienen las moléculas antes mencionadas,

-Bacterias: Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans
(ambas de NBS-2),

-Lineas celulares primarias de animales: neuronas de hipocampo de Sprague Dawley.
-Muestras Biolégicas de Sprague Dawley: Liquido Cefalorraquideo, Sangre, Tejido
Animal, Biopsia Animal.

-Compuestos Quimicos de tipo irritantes, inflamables, téxicos y que producen vapores
toxicos.

-Instrumento que utiliza Rayos X.

Los ensayos se realizaran en el Laboratorio de Biologia Periodontal y Laboratorio de
Biologia Celular y Molecular, ambos pertenecientes a la Facultad de Odontologia. El
personal que manipulara las muestras biol6gicas, lineas celulares, bacterias,
compuestos quimicos y el manejo del micro-CT, se encuentran debidamente
entrenados en estas areas. Ademas, técnicos de laboratorio y/o estudiantes que
trabajaran con el equipo de investigacién estaran bajo la supervisién del Prof. Diaz o
de algunos de los Co-Investigadores del presente Proyecto.

Los ensayos con las ratas Sprague Dawley respecto a OASIS Maze, procedimientos
quirargicos, inyecciones palatinas, extraccion de cerebros de los embriones,
infecciones periodontales y eutanasia se realizaran en la Estacion Experimental
dirigida por el Dr. José Luis Valdés, la cual esta ubicada en Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile. Por lo tanto, la bioseguridad y ética animal respecto a los
ensayos mencionados anteriormente son competencia de los Comités pertenecientes
a dicha Facultad.



9.5 Anexo N°5

lerainoculacién ¢

palatina

2dainoculacion  u——

palatina

Modelos de periodontitis experimental

Pre-entreamiento

Dia 2: 1era Sesion (16 hrs)

Dia 3: 2da Sesion (16 hrs)

Dia 4: 3era Sesion (16 hrs)

Dia 5: 4ta Sesion (16 hrs)

Entrenamiento

Dia 6: 5ta Sesion (16 hrs)

Dia 7: 6ta Sesion (14 hrs)
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Dia 45: INICIO OASIS Maze para todos los grupos

lerainoculacién
intrahipocampal C3

2dainoculacién intrahipocampal
(1 hr post sesion)

3erainoculacion intrahipocampal
(6 hr pre sesion)

Eutanasia y toma de muestras
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