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1. RESUMEN

Introduccion: La respuesta inflamatoria producida por bacterias patdgenas en
individuos afectados por periodontitis podria ser un factor predisponente para la
neuroinflamacion. Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) es patdgeno clave
asociado a inicio y progresion de la periodontitis, y sus antigenos capsulares
determinan los distintos serotipos bacterianos. Mientras que los serotipos K1 y K2
inducen una respuesta pro-inflamatoria asociado a las citoquinas pro-inflamatorias
IL-1B, IL-6 y TNF-q, los serotipos K3 a K6 se asocian con IL-4, vinculandose con
una respuesta moduladora y la cepa no encapsulada K con una respuesta
reguladora, asociado a IL-10. Por su parte, la enfermedad neuroinflamatoria se
produce por la presencia cronica de mediadores pro-inflamatorios producidos por
una enfermedad inflamatoria cronica afectando la homeodinamia cerebral. Este
estudio pretende determinar la presencia de citoquinas pro-inflamatorias a nivel
cerebral en ratas Sprague-Dawley afectadas de periodontitis experimental.
Metodologia: En ratas Sprague-Dawley macho de 6 semanas de edad se indujo
periodontitis experimental mediante la inoculacién en mucosa palatina del serotipo
K1 de P. gingivalis. Como control, negativo se utilizaron ratas inyectadas con medio
de cultivo bacteriano sin bacterias (sham). Luego de 55 dias, las ratas se
eutanasiaron y se obtuvieron las muestras bioldgicas de hipocampo, cerebelo,
corteza y mesencéfalo. Finalmente, se cuantificaron los niveles de citoquinas IL-1j3,
IL-6, IL-4, IL-10 y TNF-a mediante ELISA.

Resultados: En las ratas afectadas por periodontitis se detectaron concentraciones
significativamente mayores de IL-1B y de IL-6 en el hipocampo, en comparacién con
el grupo sham. A su vez, se detectaron concentraciones significativamente bajas de
IL-4 en el grupo de ratas con periodontitis experimental en comparacion con el grupo
control en el hipocampo. No se detectaron diferencias para los demas mediadores
en los otros tejidos cerebrales.

Conclusiones: luego de 55 dias la periodontitis experimental induce un aumento de

mediadores pro-inflamatorios a nivel hipocampal y no en los demas tejidos cerebrales.
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1. MARCO TEORICO

2.1 Periodontitis

La periodontitis es una enfermedad crénica no transmisible muy comun en la
poblacion humana (Singhrao et al., 2015). Se origina por una disbiosis en la
microbiota subgingival que induce una inflamacion y destruccion de los tejidos de
soporte del diente: ligamento periodontal, cemento radicular y hueso alveolar
(Singhrao et al., 2015; Papapanou et al., 2018, Caton et al., 2018). La destruccion
de los tejidos periodontales es la manifestacion principal de la periodontitis y, sin
tratamiento, puede llevar a la pérdida de los dientes (Hernandez et al., 2011).
Cuando la periodontitis esta establecida desencadena una respuesta inmune por
parte de células del hospedero, tales como neutrofilos, macréfagos, células
dendriticas y linfocitos T colaboradores (del inglés T helper, Th) (Garlet et al., 2007;
Hernandez et al., 2011; Silva et al., 2015). Estas células pueden secretar citoquinas,
quimioquinas, metaloproteinasas de matriz (del inglés matrix metalloproteinases,
MMPs), factores de crecimiento y factores pro-resortivos en respuesta a ciertas
bacterias que residen en la microbiota subgingival (D’Empaire et al., 2006; Diaz-
Zuhiga et al., 2014, 2015; Laine et al., 1996; Soto et al., 2016; Vernal, Diaz-Guerra,
et al., 2014; Vernal et al., 2009a). Entre las bacterias asociadas a la causa de la
periodontitis, se encuentra Porphyromonas gingivalis, que se asocia tanto con el
inicio y progresion de la periodontitis, como a efectos no deseados en otros tejidos

u érganos.
2.2 Porphyromonas gingivalis

P. gingivalis es una bacteria Gram-negativo, anaerobia estricta, capnofilica,
asacarolitica y es considerada un patogeno clave (keystone pathogen) de la
periodontitis (Hajishengallis et al., 2012). P. gingivalis forma parte de la microbiota
oral y, en condiciones disbioticas, puede invadir al hospedero, inducir una respuesta
inmuno-inflamatoria local y destruir los tejidos periodontales. Ademas, puede
ingresar a la circulacion periférica e inducir la aterogénesis aértica y coronaria, la
secrecion de proteina C reactiva (del inglés C reactive protein, CRP) e interleuquina

(IL)-6 a nivel hepatico y colonizar los vasos placentarios generando riesgo de parto
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prematuro y bajo peso al nacer (Lopez et al., 2002; Thanakun & Izumi, 2016).

P. gingivalis produce diversos mecanismos de patogenicidad, los que podrian
tener un rol en los eventos inflamatorios y destructivos de la periodontitis (Holt,
1999). Entre los mecanismos de patogenicidad que P. gingivalis produce se
destacan los lipopolisacaridos (LPS), la fimbria, las proteinasas especificas para
arginina o lisina (Rgp o Kgp) y los polisacaridos capsulares (Holt, 1999). Los
polisacaridos capsulares o antigenos K constituyen la principal macromolécula de
la superficie celular de P. gingivalis. Si bien, el antigeno K no es la Unica
macromolécula que constituye la membrana externa, es la responsable de la
serotipificacion, define la clasificacion taxondmica y contribuye con la virulencia de
P. gingivalis (Van Winkelhoff et al., 1993; Van Winkelhoff et al., 2002).

2.3 Polisacaridos capsulares

Sobre la base de la variabilidad estructural de los polisacaridos capsulares se
identificaron distintos serotipos capsulares (de K1 a K6) y cepas no encapsuladas
(K"). Al evaluar los efectos de los distintos serotipos capsulares de P. gingivalis en
células inmunes humanas, se observé una respuesta inmune diferencial. En
particular, al diferenciar monocitos periféricos a células dendriticas inmaduras y
estimularlas con los distintos serotipos capsulares de P. gingivalis, se detecta 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 o0 K6 y una respuesta
reguladora ante K- (Vernal, Diaz-Guerra, et al., 2014; Vernal, Diaz-Zuaiiga, et al.,
2014; Vernal et al., 2009b). Asi, los serotipos K1 o K2 se asocian a inflamacién y
resorcion 6sea mediante una respuesta predominantemente de linfocitos Th17 y
Th22, ademas de Thl y Th9, en comparacién con los otros serotipos capsulares
gue se asocian a una condicion de salud o remision de la enfermedad mediante la
estimulacién de una respuesta linfocitaria predominantemente Th2 o T reguladora
(Treg) (Vernal, Diaz-Zuniga, et al., 2014).
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Figura 1. Esquema de los distintos serotipos capsulares y su
respectiva respuesta inmune asociada a salud o enfermedad.

En roedores, se observé que mientras los serotipos K1 y K2 se asocian a
periodontitis, el serotipo K4 y la cepa no encapsulada K- se asocian con salud
periodontal. Finalmente, al evaluar la respuesta inmune de memoria en pacientes
afectados de periodontitis, se observé que ante los serotipos K1 o K2 existe una
mayor frecuencia de proliferacion de linfocitos Th de memoria en comparacion a
sujetos sanos, lo que indica que la periodontitis puede estar siendo causada, al
menos en parte, por la presencia de estos serotipos. Recientemente, en un modelo
de periodontitis experimental se observdé que los serotipos K1 y K2 inducen
neuroinflamacion y que, en conjunto con el serotipo K4 y la cepa no encapsulada K-
, fueron detectados en el hipocampo. Sin embargo, los efectos neuroinflamatorios y
el incremento en marcadores de enfermedad neurodegenerativa se observé solo en
presencia de los serotipos K1 y K2. Contrariamente, la presencia de la cepa no
encapsulada se asoci6 con un aumento local de IL-10 y un mejor desempefio en

pruebas de memoria.
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2.4 Neuroinflamacion

La neuroinflamacién es un mecanismo de defensa que inicialmente protege al
cerebro removiendo o inhibiendo a diversos patégenos, metabolitos, farmacos u
otros elementos (Wyss-Coray & Mucke, 2002). Esta respuesta inflamatoria puede
tener efectos beneficiosos promoviendo la reparacion tisular o, por el contrario,
dafiina al inhibir la regeneracion y favorecer la neurodegeneracion (Glass et al.,
2010; Kempuraj et al., 2016). La presencia de mediadores tales como IL-1B3, IL-6 y
el factor de necrosis tumoral (TNF)-a son esenciales para el establecimiento de una
respuesta inflamatoria en el cerebro. Estas citoquinas son reconocidas por los
receptores presentes en la superficie de las microglias, las que se activan y pueden
producir mas citoquinas y contribuir al incremento de la inflamacién cerebral (Wyss-
Coray & Mucke, 2002).

En este contexto, moléculas inflamatorias tales como IL-1B, IL-6 y TNF-q,
podrian difundir por la barrera hemato-encefalica y ser reconocidas por los
receptores de citoquinas de las microglias, que pueden contrastar la inflamacién
actuando como microglias moduladoras o M2, mediante la secrecién de IL-4, IL-10
o agravarla convirtiéndose en el fenotipo pro-inflamatorio M1, que se caracteriza por
la produccion de mayores niveles de IL-183, IL-6 y TNF-a en respuesta a la presencia
de citoquinas pro-inflamatorias (Block & Hong, 2005; Del Alonso et al., 1997; Doens
& Fernandez, 2014). Las microglias son las células fagociticas del cerebro y se
reconoce que la activacion cronica por antigenos bacterianos induce una respuesta
secretora y una diferenciaciéon al fenotipo M1 (Block & Hong, 2005; Heneka et al.,
2014). El incremento en los niveles de citoquinas pro-inflamatorias y la respuesta
M1 inducen una modificacion en el fenotipo de los astrocitos, de un fenotipo
fisiol6gico a uno reactivo, que genera un desbalance energético, oxidativo y
metabdlico en las neuronas. El astrocito reactivo responderia a la microglia M1

secretando mayores niveles de citoquinas pro-inflamatorias (Figura N°2).



14

Perdida de sinapsis
[ Enfermedad Inflamatoria Cronica ] Deterioro Cognitivo

l EA
M1 M2 1

~
. 4—»%% Q{P
|‘L.-1[3 IL'-G TN'F'“ A BoEm 6/\/

|

) . \‘-’ o)
k (7 /
= Desbalance metabdlicc = :\Q\/L 7 &
/ R
/ \ \ Desbalance energético >7 \.((\ \

\ ' Desbalance oxidativ . A
> ~f Y\ oA '\ (-
TNF-a 1"
IL1B 16 L

Figura N°2. Esquema neuroinflamatorio. TNF: factor de necrosis
tumoral, IL: interleuquina, EA: enfermedad de Alzheimer.

La presencia crénica de mediadores pro-inflamatorios en la circulacion periférica
producidos por una enfermedad cronica no transmisible puede afectar la
homeodinamia cerebral (Heneka et al., 2014). En este contexto, las moléculas IL-
1B, IL-6 y TNF-a podrian difundir por la barrera hemato-encefélica y ser reconocidas
por los receptores de citoquinas en las microglias y asi, seguir potenciando la
inflamacion (Block & Hong, 2005; Del Alonso et al., 1997; Hernandez et al., 2011).

2.5 Planteamiento del problema cientifico

Con la evidencia disponible hoy en dia, sabemos que diversas enfermedades
neurodegenerativas pueden ser explicadas mediante el fenbmeno de la
neuroinflamacion. En este contexto, los modelos de periodontitis experimental
inducida de diferentes maneras demuestran la presencia de neuroinflamacioén,
activacion de microglias, astrogliosis y acumulacion de marcadores histopatologicos
de enfermedad de Alzheimer (Diaz-Zuiiga et al., 2020; Hu et al., 2021; llievski et
al., 2018; Poole et al., 2013; Wang et al., 2023). En este sentido, se desconoce el
efecto que la periodontitis experimental pueda generar en otros tejidos cerebrales,

dado que los estudios experimentales han centrado su unidad de andlisis en el
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hipocampo y no en otras regiones. Por ello, resulta evidente poder conocer si en la
corteza cerebral, el mesencéfalo o el cerebelo pueden incrementar los mediadores
pro-inflamatorios en ratas afectadas de periodontitis experimental. De ser asi, la
periodontitis no solo estaria potencialmente asociandose con la enfermedad de
Alzheimer, sino que, con un evento pan-inflamatorio del cual se desconocen sus

posibles consecuencias.
3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
3.1 Hipotesis

En ratas Sprague-Dawley, la periodontitis experimental generada por inoculacion
palatina de P. gingivalis induce pan-inflamacién cerebral caracterizada por el
incremento significativo de IL-1B, IL-6 y TNF-a en el hipocampo, corteza cerebral,

cerebelo y mesencéfalo.
3.2 Objetivo General

Determinar la presencia de pan-inflamacion cerebral en ratas macho Sprague-
Dawley jovenes afectadas de periodontitis experimental inducida por inoculacién

palatina de P. gingivalis.
3.3 Objetivos Especificos

1. Determinar los niveles de secrecion de las citoquinas pro-inflamatorias IL-18, IL-
6 y TNF-a y de citoquinas moduladoras IL-4 e IL-10 en hipocampo, cerebelo,
mesencéfalo y corteza cerebral de ratas Sprague-Dawley afectadas de
periodontitis experimental inducida por P. gingivalis.

2. Correlacionar la presencia de los mediadores pro-inflamatorios o moduladores
con la presencia de periodontitis en ratas Sprague-Dawley afectadas de
periodontitis experimental inducida por P. gingivalis y ratas Sprague-Dawley

control.



16
4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Cultivo bacteriano y curva de crecimiento bacteriano

Para la inoculacion de las bacterias en la mucosa palatina se utilizé la cepa
encapsulada de P. gingivalis W50 (K1), usada en estudios previos (Diaz-Zufiiga et
al., 2014; Melgar-Rodriguez et al., 2016; Monasterio et al., 2019; Vernal et al., 2008,
2009b). Brevemente, la cepa de P. gingivalis W50 (serotipo K1) se cultivdo en medio
agar infusion cerebro-corazon (Oxoid Ltd, Basingstoke, Hampshire, England) a
37°C en condiciones de capnofilia (8% O2 y 12% CO2) usando el generador
CampyGen™ (Oxoid Ltd). Luego, las colonias se suspendieron en 10mL de caldo
de cultivo BHI suplementado con hemina y menadiona hasta lograr una densidad
optica (DO) de 0,05 medida en espectrofotdmetro a una longitud de onda de 560
nm (Halo RB-10 UV-VIS Spectophotometer, Dynamica, Germany). Lecturas de
espectrofotometro adicionales se midieron en distintos tiempos hasta que la bacteria
alcanzo la fase de crecimiento estacionario. Con cada medicion de DO se tomo una
muestra de 100pL, la que se diluy6 de forma seriada (Iogio) en tampoén fosfato salino
(PBS) y 100 pyL de cada dilucion se sembr6é en agar sangre de caballo al 5%
suplementado con hemina y menadiona. Luego de 5-7 dias, se cuantifico el nimero
de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) y se contrastd con las DO
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 inoculacién con una concentracion conocida de bacterias.
4.2 Modelo de infeccion periodontal

Para la induccion de la infecciéon periodontal, se utilizaron 6 ratas Sprague-
Dawley macho de 6 semanas de edad, obtenidas del Bioterio de la Facultad de
Medicina de la Pontificia Universidad Catolica 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. Para inducir la periodontitis experimental, los dias 1y 7, 6
ratas fueron inoculadas en la mucosa palatina con 100 pL (1x10'° UFC/mL) del

serotipo K1 (cepa W50) de P. gingivalis bajo anestesia general utilizando isofluorano
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al 3% v/v en un flujo de 1 L de oxigeno (Diaz-Zufiga et al, 2020). Como control, 6
ratas fueron inoculadas con medio de transporte de bacterias sin bacterias (sham).
Previo a su realizacion, todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité
Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA) de la Universidad de Chile y
estan desarrollados segun las guias internacionales de la American Veterinary
Medical Association (AVMA) (Anexo N°1).

4.3 Obtencion de muestras

Luego de 55 dias desde la primera inoculacion de bacterias en la mucosa
palatina, las ratas se eutanasiaron mediante dislocacion cervical con el objetivo de

obtener las muestras bioldgicas las cuales fueron procesadas y analizadas.

Inmediatamente después de la eutanasia, a cada rata se le extrajo el cerebro
ad integrum que se mantuvo en una solucion de diseccion, compuesta por KCI 3
mM, NaH2POs 1,25 mM, NaHCOs 1 mM, suplementado con sacarosa 7,28%,
dextrosa 0,18%, 2 mL de MgCl2 1 M, 100 yL de CaCl2 1 My 1 mL de Piruvato 0,3
mM. De cada cerebro se aislé el cerebelo, el hipocampo, la corteza y el mesencéfalo
e inmediatamente después se preservé en nitrégeno liquido y almacend a -80°C

para posteriormente ser procesado.
4.4 Cuantificacion de resorcion 6sea en modelos experimentales

Para confirmar que la inoculacibn bacteriana genera periodontitis
experimental, en cada animal se cuantifico la resorcion 6sea en cada hemimaxilar.
Para ello, posterior a la eutanasia, cada maxilar se extrajo y se elimin6 todo tejido
blando. Luego, se sumergieron en etanol 70% durante 24 h, 90% durante 24 h mas,
para finalmente preservarlo en etanol 100%. Posteriormente, cada maxilar se
escaned con un equipo Bruker microCT (SkyScan 1278; Bruker, Kontich, Belgium)
utilizando los siguientes parametros: 59 kV, 588 YA, 0,5° de rotacion y 360° de rango
angular. De ellos, se obtuvieron imagenes en 3D y la cuantificacién de la resorcion
Osea se realiz6 utilizando el software Nrecon (Bruker, Kontich, Belgium) segun las
mediciones descritas previamente (Park et al., 2007). En el Anexo N°2 se
representan todos los datos que demuestran que, posterior a 55 dias, el serotipo K1

induce resorcién 6sea en comparacion con el grupo control.
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4.5 Deteccion de moléculas mediante ELISA

Para la cuantificacion de las moléculas IL-1(, IL-4, IL-6, IL-10 y TNF-a cada
muestra se preparé segun el siguiente protocolo. Los hipocampos, cerebelos,
cortezas y mesenceéfalos se descongelaron y homogenizaron en una solucién que
contiene Tris-HCI 0,5 M, NaCl 2 M, CaCl2 250 mM, Tx100 25% e inhibidor de
proteasas. Brevemente, cada tejido se lavo con 1 mL de NaCl 0,9% 3 veces, para
luego agregar 10 pL de solucién de homogenizacion por cada mg de peso de la
muestra, triturar con un homogenizador eléctrico y centrifugar a 10.000 xg durante
5 min a 4°C. Posteriormente, se recupero el sobrenadante en agua milliQ, se midié
la concentracion en un espectrofotometro (Bio-Tek, Winooski, VT, USA) y se
almacen6 en alicuotas de 200 pyL a -80°C. A partir de 100 uL de cada
homogenizado, se cuantifico la produccion de las citoquinas IL-18, IL-4, IL-6, IL-10
y TNF-a mediante ELISA siguiendo las instrucciones del fabricante (R&D,

Minneapolis, USA), evaluando la absorbancia a 460 nm y 560 nm (Synergy™).
4.6 Analisis de los datos

Los datos de los niveles de secrecidn de las citoquinas se expresaron como el
valor promedio de la concentracion (pg/mL) + desviacién estandar. La cuantificacion
de la destruccién désea se representd en el valor promedio (um) + desviacion
estandar. La distribucién de los datos se determiné usando la prueba de Levene y
analizaron utilizando las pruebas ANOVA-Tukey. Los datos se analizaron
estadisticamente usando el software SPSS v.22.0 (Lead Technologies Inc.,
Charlotte, NC, USA). Las diferencias se consideraron estadisticamente

significativas cuando p value <0,05.
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5. RESULTADOS

Para evaluar si la inoculacion de P. gingivalis en la mucosa palatina induce
una respuesta que nos permita definir la presencia de periodontitis experimental, en
el Anexo N°3 se representan todos los datos que demuestran que posterior a 55
dias, el serotipo K1 induce resorcion 0sea e inflamacion en comparacion con los
otros serotipos capsulares.

5.1 Niveles de secrecion de citoquinas pro-inflamatorias en cerebelo,
hipocampo, corteza y mesencéfalo

Para comprobar si la inoculacion del serotipo K1 de P. gingivalis induce
alteraciones pro-inflamatorias en cerebelo, hipocampo, corteza y mesencéfalo, se
cuantificaron los niveles de secrecion de citoquinas IL-18, IL-6 y TNF-a. En las ratas
inoculadas con el serotipo K1 se detectd un incremento en los niveles de secrecion
de las citoquinas IL-1pB, e IL-6 en el hipocampo, en comparacion con las ratas sham.
No se detectaron diferencias en los otros tejidos cerebrales.
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5.2 Niveles de secrecion de citoquinas moduladoras en cerebelo, hipocampo,
corteza y mesencéfalo.

Al evaluar la presencia de las citoquinas moduladoras IL-4 e IL-10, se puede
observar una menor concentracion de IL-4 en el hipocampo de las ratas con

periodontitis en comparacion con el grupo control. No se observaron diferencias en

los otros grupos experimentales.

IL-4 IL-10
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Figura N°4. Secrecion de citoquinas moduladoras en cerebelo, hipocampo, corteza y
Mesencéfalo de ratas afectadas de periodontitis experimental versus control. A partir de 6 ratas
por cada grupo (control y periodontitis), se cuantificaron los niveles secretados de IL-4 e IL-10 en
cerebelo, hipocampo, corteza y mesencéfalo. Como control se utilizaron ratas Sham. IL: interlequina,
pg: picogramos, mL: mililitros; #++ p <0,001.



21

6. DISCUSION

Los resultados del presente estudio demuestran que la periodontitis
experimental inducida por el serotipo K1 de P. gingivalis en ratas Sprague-Dawley
es capaz de inducir mayor secrecion de citoquinas pro-inflamatorias IL-13 e IL-6 y
menores niveles de IL-4 en el hipocampo en comparacion con las ratas sham.
Curiosamente, en este modelo de doble inoculacion palatina, y después de 55 dias,
no se observaron diferencias en los niveles de las moléculas cuantificadas en
cerebelo, encéfalo, ni mesencéfalo. Sin embargo, para TNF-a se observa una
tendencia a un incremento en sus niveles en los tejidos cerebrales de las ratas
afectadas por periodontitis en comparacion con el grupo control. Ademas, en el
encéfalo de ratas afectadas de periodontitis se observa un leve incremento de IL-6

sin ser significativo.

Las citoquinas son proteinas de bajo peso molecular que se producen durante
la respuesta inmune, actian promoviendo la homeodinamia en el SNC y el sistema
nervioso Periférico (SNP) y son secretadas por muchos tipos de células:
endoteliocitos, linfocitos, células gliales y neuronas (Adler & Rogers, 2005; Arisi,
2014; Hopkins & Rothwell, 1995). En el proceso de neuroinflamacioén se demuestra
gue las citoquinas pro-inflamatorias son moléculas mediadoras esenciales de este
proceso, entre ellas IL-1B3, IL-6 y TNF-a (Garay & McAllister, 2010).

El rol de IL-1B en el proceso de neuroinflamacion es la activacion de las
microglias, que al ser activadas a un fenotipo pro-inflamatorio aumentan la secrecién
de estos mismos medidores e inducen la modificacion fenotipica de los astrocitos a
un astrocito reactivo (Wu & Nakanishi, 2015). IL-6, puede participar tanto de la
activacion de las microglias como de la modificacion en la funcion de los astrocitos.
Ademas, una asociacién positiva se detecté entre el nivel sérico de IL-6 y el
deterioro cognitivo (Gimeno et al., 2008; Heringa et al., 2014; Simpson et al., 2013).
Por su parte, TNF-a se asocia con la patogénesis de distintas enfermedades
neurodegenerativas, incluida la enfermedad de Alzheimer. (Hallenbeck, 2002;
Tweedie et al., 2007). En efecto, se ha demostrado que los niveles de TNF-a estan

incrementados en el tejido cerebral de pacientes con enfermedad de Alzheimer
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hasta en 25 veces mas en comparacion a sujetos sanos (Tarkowski et al., 1999).

En términos generales, sabemos que existe una relacion entre periodontitis y
el incremento de estas citoquinas pro-inflamatorias en tejido cerebral, la que puede
generar un deterioro de las funciones cerebrales, a partir de estas afirmaciones,
surgen preguntas que se nos hace necesario intentar responder ¢ En otros modelos
experimentales que resultados se han encontrado?, ¢Existen estudios donde se
puedan comprobar las consecuencias de la inflamacion cerebral? Haciendo una
busqueda de evidencia observamos que en estudios similares en modelos
experimentales en ratas con periodontitis inducida por ligadura se encontraron
elevados niveles de IL-6 en suero y corteza cerebral (Hu et al., 2021). Otro estudio
en ratas con periodontitis inducida experimentalmente, se demostro el potencial rol
de IL-1B8 y TNF-a en el deterioro cognitivo y pérdida de memoria (Wang et al., 2023).
Los roedores con enfermedad tipo Alzheimer evidencian caracteristicas similares a
la EA, es decir, los estudios disponibles permiten establecer una relacion entre
periodontitis y pérdida de funcion del tejido cerebral, sin saber adn si existe
causalidad. Pero ¢ Cudl es la importancia del mayor incremento de estas citoquinas
en el tejido hipocampal? Hoy en dia se sabe que el hipocampo cumple un rol
importante en la memoria y el aprendizaje del individuo y que, al provocarse un
desequilibrio en esa area especifica, se traduce en la aparicion de enfermedades
neurodegenerativas como la EA (Mu & Gage, 2011). Nuestros resultados
demuestran un aumento significativo en los niveles de secrecién de IL-1B3, IL-6 en
hipocampo de las ratas afectadas de periodontitis experimental inducida por el
serotipo K1 de P. gingivalis en comparacion con las ratas sham. Por lo tanto, es
posible asegurar en este modelo experimental, al menos en parte, que la
periodontitis provoca un desequilibrio en el tejido cerebral, aumentado la cantidad
de citoquinas pro-inflamatorias IL-1p3, IL-6 y TNF-a y disminuyendo la cantidad de la
citoquina reguladora IL-4 en el hipocampo. Esto nos permite inferir que estariamos

en presencia de neuroinflamacion hipocampal, pero no de pan-inflamacién cerebral.

Actualmente no existen estudios experimentales en humanos que demuestren
gue P. gingivalis sea causante de deterioro cognitivo y los modelos experimentales

constituyen la mayor aproximacion para demostrar esta hipétesis. Sin embargo, se
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ha reportado la presencia de LPS de P. gingivalis en tejido cerebral proveniente de
individuos con enfermedad de Alzheimer post-mortem sin detectarlo en sujetos sin
la enfermedad (Poole et al., 2013). Epidemiolégicamente, dos estudios
longitudinales concluyeron de manera independiente que las personas afectadas de
enfermedad de Alzheimer muestran un bajo estado de salud bucal que disminuye
progresivamente a medida que aumenta la severidad de la enfermedad (Aragon et
al., 2018; D’Alessandro, 2018). Al analizar a 549 personas mayores se observo que
aquellas afectadas de demencia tenian multiples problemas de salud oral
relacionados con los tejidos blandos, como sangrado gingival, presencia de sacos
periodontales, lesiones de la mucosa y disminucion en el flujo salival (Delwel et al.,
2018). En concordancia con la teoria neuroinflamatoria, todos estos estudios nos
llevan a relacionar a la periodontitis y algunos patdégenos, entre ellos P. gingivalis,
como un posible factor de riesgo en humanos para el desarrollo de demencias como

la enfermedad de Alzheimer (Heneka et al., 2015).

La mayor limitante de estos estudios es que no es posible medir los niveles de
estas citoquinas en el tejido cerebral de estos pacientes, los estudios en humanos
son epidemiolégicos y los estudios experimentales son realizados en animales
mayoritariamente transgénicos y que explican el 5% de las demencias. La teoria
neuroinflamatoria es mucho mas compleja y para entender mejor su fenémeno hace
falta analizar muchas mas moléculas y variables que las analizadas en este estudio,
pero marca un precedente importante ya que fue posible medir un incremento
significativo de IL-1B e IL-6 en hipocampo de ratas, tejido cerebral que sabemos
esta relacionado con deterioro cognitivo y pérdida de memoria (Diaz-Zufiga et al,
2020). Pero, para poder establecer una relacion més robusta entre periodontitis y
neuroinflamacién se deberian tomar en cuenta muchas mas variables para estudios
posteriores, como cuantificar la presencia de LPS u otro mecanismo de
patogenicidad de P. gingivalis u otra bacteria oral en el tejido cerebral o,
simplemente, evaluar si otras bacterias periodontales poseen la capacidad de

generar inflamacion a nivel hipocampal.

En el presente trabajo sélo se evidencia inflamacién en el hipocampo, un tejido

cerebral cercana a una zona anatomica desprovista de barrera hemato-encefalica.
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Estudios similares han demostrado que ante una enfermedad crénica ocurre una
disrupcién de la barrera hematoencefalica lo que conduce a la acumulacién de
proteinas neurotoxicas derivadas de la sangre en el sistema nervioso central. Entre
estas proteinas se encuentran la fibrina, trombina, hemoglobina, hemosiderina que
contiene hierro, hierro libre o plasmina, las que pueden causar neurodegeneracion
progresiva con pérdida de neuronas mediada por toxicidad neuronal directa, estrés
oxidativo o desprendimiento de neuronas de su matriz extracelular (Armulik et al.,
2010; Bell et al., 2009; Daneman et al., 2010; Winkler et al., 2012). En efecto, una
enfermedad crénica como la periodontitis experimental, provocaria posiblemente un
aumento en la permeabilidad de la barrera hematoencefélica y un aumento de
citoquinas pro-inflamatorias en el hipocampo, asociandose con la pérdida

progresiva de la memoria.

En términos generales, el presente trabajo nos permite determinar la
importancia que P. gingivalis tiene al estar presente en un animal que naturalmente
no la posee y que es capaz de inducir inflamacion hipocampal. Asi, el presentar P.
gingivalis en la cavidad oral podria ser un factor de riesgo no solo de desarrollar
periodontitis, si no también, de tener otras condiciones o complicaciones derivadas

de su presencia en sitios diferentes a la cavidad oral.
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7. CONCLUSIONES

1. Existe un incremento en los niveles secretados de IL-1 e IL-6 en el hipocampo
y una tendencia en el encéfalo de mayores niveles de TNF-a en ratas Sprague-
Dawley afectadas de periodontitis inducida por el serotipo K1 de P. gingivalis en

comparacion con las ratas sham.

2. Existe una disminucion de los niveles secretados de IL-4 en el hipocampo de
ratas Sprague-Dawley afectadas de periodontitis inducida por el serotipo K1 de

P. gingivalis en comparacion con las ratas sham.

3. Existe una asociacion entre la presencia de inflamacion hipocampal con la
presencia de periodontitis experimental inducida por inoculacién palatina de la

cepa W50 de P. gingivalis.

4. Los datos demuestran que en el modelo de inoculacién palatino no existe pan-

inflamacion cerebral y sélo existe inflamacion hipocampal.
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Certificado Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de la
Universidad de Chile

Vicarmecroris do investigacein y Denarroio
7| UNIVERSIDAD DE CHILE

Santiago, 06 de abril de 2022
Certificado N2: 17085-0D0O-UCH-e1

CERTIFICADO

El Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA) de la Universidad de Chile, certifica que en
el Protocolo FOUCH-041702 del Proyecto de Investigacion titulado “Asociacién entre enf dad
periodontal y enfermedad de Alzheimer”, de los investigadores Dr. Jaime Diaz Zuiiiga, Profesor
Asistente, Departamento de Odontologia Conservadora y Dra, Andrea Paula-Lima, Profesora Asociada,
Instituto de Ciencias Odontoldgicas, ambos de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile, no
se plantean acciones en sus procedimientos que contravengan las normas bioéticas de manejo y
cuidado de animales. Asi mismo, la metodologia experimental planteada satisface lo estipulado en el
Programa Institucional de Cuidado y Uso de Animales de la Universidad de Chile.

Los investigadores se han comprometido a |a ejecucion de este proyecto 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 modificacion sin previa aprobacion por parte de este
Comiteé,

Se otorga la presente certificacion para el uso de 52 ratas, especie Rattus Norvergicus, cepa Sprague-
Dawley, provenientes del Bioterio de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile, desde marzo del
2017 hasta marzo del 2019, tiempo estimado de ejecucion del estudio, el cual serd financiado por el
proyecto Concurso Fondos para la Investigacion en Odontologia, FOUCH-017-006.

Con fecha 06 de abril del 2022, el presente certificado incorpora la primera enmienda, en la cual se
extiende la fecha de término de uso de los animales hasta el 30 de junio del 2022.

El CICUA de la Universidad de Chile, forma parte de la Vicerrectoria de Investigacién y Desarrollo, y estd
constituido por 53 miembros: 5 médicos veterinarios, 39 académicos (12 de ellos médicos veterinarios),
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los investigadores de las observaciones exigidas por el Comité.
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Anexo N°2:
Cuantificacion de reabsorcion 6sea en modelo de periodontitis experimental

Una vez obtenidas las imagenes 3D de las hemimaxilas se realizaron mediciones
lineales desde el limite amelocementario (LAC) a la cresta Gsea alveolar de todas
las raices de los molares superiores del lado derecho e izquierdo, se observa que
el grupo inoculado con el serotipo K1 tiene una mayor distancia desde el LAC a la
cresta 6sea de cada raiz de cada molar sin excepcion al compararlo con el grupo
Control, demostrando asi que luego de 55 dias el grupo de ratas al que se le indujo

periodontitis experimental si sufri6 de reabsorcion 6sea, lo cual es un signo

inequivoco de enfermedad periodontal.
Control
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Figura N°3. Cuantificacion de la resorcién 6sea maxilar de ratas afectadas de
periodontitis experimental.

A) Esquema de la medicion realizada para cuantificar la pérdida 6sea; linea punteada
corresponde al limite amelo-cementario (LAC); linea roja corresponde a la distancia medida
entre la cresta 0sea alveolar y el LAC.

B y C) Reconstruccion 3D de maxilares de ratas Sham y ratas inoculadas con serotipo K1 de
P. gingivalis, respectivamente.

D a G) Pérdida 6sea de los 1°, 2° y 3° molares superiores de los distintos grupos. Imagenes
sin asteriscos de significancia por ser imagen suplementaria.
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