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1. RESUMEN

Introduccion. La periodontitis es una enfermedad cronica no transmisible causada
por la disbiosis de la microbiota subgingival. Porphyromonas gingivalis es
considerada una bacteria clave para el inicio y progresion de la periodontitis, la
disbiosis intestinal y la enfermedad de Alzheimer. En este contexto, existen estudios
experimentales de periodontitis inducidos por oral gavage de P. gingivalis que
demuestran la existencia de un eje llamado oral intestino u oral-gut. Ademas, la
evidencia sugiere que la microbiota disbidtica oral puede producir disbiosis
intestinal, y a la vez, desencadenar neuroinflamacion. Sin embargo, no esta claro si
el oral gavage de P. gingivalis es capaz de inducir neuroinflamaciéon de una manera
independiente de la disbiosis intestinal.

Material y métodos. En 12 ratas Sprague-Dawley de 6 semanas de edad, se
inoculd 1 x 10° UFC/mL de la cepa W83 de P. gingivalis 3 veces por semana durante
4 semanas. El grupo control estuvo compuesto por 12 ratas a las cuales se les
administré6 PBS. 4 ratas de cada grupo fueron eutanasiadas, se obtuvieron los
huesos maxilares para determinar la resorcion 6sea y muestras de intestino delgado
para cuantificar los mediadores proinflamatorios mediante ELISA. Ademas, en 4
ratas de cada grupo se extrajo muestras de duodeno, yeyuno e ileon para
determinar la cantidad de proteinas de uniones estrechas mediante
inmunofluorescencia. Por ultimo, a 4 ratas por grupo se aplicé mediante oral gavage
una solucion con FITC-dextrano de 4 kDa y luego de 4 h se obtuvo muestras de
suero, orina, rifilones, intestino y tejidos cerebrales para evaluar la alteracion
funcional de la barrera intestinal.

Resultados. Las ratas experimentales luego de 30 dias presentaron un aumento
de mediadores proinflamatorios, disminucion en la cantidad de proteinas de uniones
estrechas, un aumento en la permeabilidad intestinal y ausencia de aumento de
permeabilidad en tejidos cerebrales, en comparacion con el grupo control. Todo esto
en ausencia de periodontitis.

Conclusion. Oral gavage de P. gingivalis produce inflamacion, disrupcién de la

barrera intestinal y alteracion de la funcionalidad, sin la presencia de periodontitis.



2. MARCO TEORICO

2.1 Periodontitis

La periodontitis es una enfermedad cronica no transmisible causada por la
disbiosis de la microbiota subgingival, que es capaz de inducir una inflamacién
cronica de bajo grado (Hajisgengallis, G., 2014; Hajisgengallis, G., 2015; Kantarci,
K.y cols., 2020). Se caracteriza por la destruccion de los tejidos de insercion del
diente que comprenden el ligamento periodontal, hueso alveolar y cemento radicular
y que, sin tratamiento, lleva a la pérdida de los dientes (Hajisgengallis, G., 2014;
Choi, J. y Seymour, G., 2010). Es considerada una de las patologias
osteodestructivas mas prevalentes a nivel mundial (Gamonal, J.y cols., 2010). Entre
las bacterias que provocan la disbiosis de la microbiota se describen los anaerobios
Gram-negativo Tannerella forsythia, Prevotella intermedia, Filifactor alocis,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans vy Porphyromonas gingivalis
(Hajisgengallis, G., 2012; Hajisgengallis, G., 2014; Hajisgengallis, G., 2015). De
ellas, P. gingivalis es considerada una bacteria clave en el inicio y progresién tanto
de la periodontitis como otras condiciones, tales como aterogénesis, parto
prematuro con bajo peso al nacer (Offenbacher, S. y cols., 2001; Meurman, J. y
cols., 2004) y, recientemente, con la enfermedad de Alzheimer y la disbiosis
intestinal (Diaz-Zuniga, J. y cols., 2020; Ishida, N. y cols., 2017; Hayashi, K. y cols.,
2019). En este contexto, existen diversos estudios en modelos experimentales de
periodontitis inducidos por oral gavage de P. gingivalis que demuestran la presencia
de eventos caracterizados por cambios en la composicion de la microbiota intestinal,
la permeabilidad de la barrera intestinal y la modulacion de la respuesta inmune
intestinal (Arimatsu, K. y cols., 2014; Nakajima, M. y cols., 2015; Sato, K. y cols.,
2017; Sato, K. y cols., 2018). Esto se debe a la presencia de un eje vinculado de

manera bi-direccional, conocido como el eje oral-intestinal u oral-gut.

2.2 Disbiosis intestinal

La disbiosis de la microbiota intestinal es un fendbmeno que se asocia ya sea a
un incremento o a una disminucién de ciertas especies microbianas residentes o

ajenas al intestino que altera una serie de procesos bioldgicos, tales como, la
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produccion de acidos grasos de cadena corta, la obtencidbn de aminoacidos
esenciales, entre otros. La colonizacion del intestino por bacterias anaerobias
induce un desequilibrio en la microbiota intestinal (Arimatsu, K. y cols., 2014;
Nakajima, M. y cols., 2015; Sato, K. y cols., 2018; Komazaki, R. y cols., 2017; Jia,
X.y cols., 2018; Lourenco, T. y cols., 2018; Ohtsu, A. y cols., 2019; Feng, Y.y cols.,
2020; Hamamoto, Y. y cols., 2020; Kobayashi, R. y cols., 2020). Uno de los
principales efectos del oral gavage de P. gingivalis o A. actinomycetemcomitans es
provocar un desequilibrio en la relaciéon de Firmicutes y Bacteroidetes (Arimatsu, K.
y cols., 2014; Nakajima, M. y cols., 2015; Sato, K. y cols., 2017; Sato, K. y cols.,
2018; Komazaki, R. y cols., 2017; Jia, X. y cols., 2018; Ohtsu, A. y cols., 2019;
Hamamoto, Y. y cols., 2020; Kobayashi, R. y cols., 2020; Kato, T. y cols., 2018;
Huang, Y. y cols., 2020). Las especies de Firmicutes y Bacteroidetes son los
principales componentes de la microbiota intestinal humana, como lo revela la
secuenciacion de genes de muestras fecales humanas (Mariat, D. y cols., 2009).
Los Firmicutes son un filo compuesto principalmente por bacterias Gram-negativa
en las que Clostridium y Lactobacillus son las méas prevalentes (Cassir, N. y cols.,
2015). Clostridium butyricum puede mantener el equilibrio de la microbiota intestinal
mediante la produccion de butirato, que inhibe el crecimiento de Escherichia coli
patégena evitando su unidn a otras bacterias intestinales (Wang, Y.y cols., 2018;
Hagihara, M. y cols., 2020). Ademas, el nivel de butirato en el intestino es necesario
para mantener una respuesta homeostatica de linfocitos T reguladores (Treg)
(Kurita-Ochiai, T. y cols., 1995; Atarashi, K. y cols., 2013).

Por otro lado, los Bacteroidetes son bacterias Gram negativa, de las cuales
Bacteroides y Porphyromonas son las mas prevalentes en la microbiota intestinal
(Ley, R. y cols., 2005). En conjunto con los Firmicutes, representan el 90% de las
bacterias que componen la microbiota intestinal (Qin, J. y cols., 2010). Ademas, los
Bacteroidetes y Firmicutes generan acidos grasos de cadena corta, en particular
acetato y propionato, que son productos de la fermentacion anaerobia (van de
Wouw, M. y cols., 2017). El acetato, propionato y butirato modulan la acetilacion y
metilacion de las histonas, que regulan la expresién génica en las células
intestinales del hospedero (Wang, T. y cols., 2018). Por lo tanto, el aumento en la
producciéon de &cidos grasos de cadena corta como el acetato por parte de las

bacterias intestinales podria modificar la expresion génica del hospedero,
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provocando un aumento en la expresion génica de moléculas asociadas con una
respuesta pro-inflamatoria (Rousseaux, S. y Khochbin, S., 2015). Por el contrario,
el aumento de butirato cumple un rol protector en el mantenimiento de la
permeabilidad de la barrera intestinal al prevenir la secrecion de interleuquina (IL)-
17 y desencadenar la diferenciacion de los linfocitos Treg (Jia, X. y cols., 2018;
Kurita-Ochiali, T. y cols., 1995; Wuang, F. y cols., 2015; Szentirmai, E. y cols., 2019).

En estudios recientes donde se administré P. gingivalis mediante oral gavage
se detectd una disminucion de Clostridium y Lactobacillus cuando P. gingivalis
colonizo el intestino y un aumento en los niveles de &cido lactico y n-butirico
(Nakajima, M. y cols., 2015; Kobayashi, R. y cols., 2020; Alonso, C. y cols., 2008;
Rhee, S., 2009). El 4cido n-butirico induce la secrecién de a-defensina en las células
enterocromafin, que desempefian un rol central en la secrecién de péptidos
antimicrobianos (Kaelberer, M. y cols., 2018). Asi, la presencia de bacterias orales
disbidticas en el intestino puede generar un desbalance en la microbiota intestinal

y, posiblemente, inducir una respuesta en las células enterocromafin.

2.3 Permeabilidad intestinal

Una consecuencia importante de mencionar de la disbiosis intestinal son los
cambios en la permeabilidad intestinal. En la periodontitis experimental inducida por
oral gavage con P. gingivalis, no se detectan incrementos en la concentracion de P.
gingivalis en las heces, lo que puede indicar que esta bacteria persiste en la
microbiota intestinal o se disemina al tejido conectivo intestinal (Arimatsu, K. y cols.,
2014; Nakajima, M. y cols., 2015; Hamamoto, Y. y cols., 2020). En efecto, la
periodontitis experimental indujo la permeabilizacién de la barrera intestinal, lo que
genera un aumento de endotoxinas a nivel sérico (Nakajima, M. y cols., 2015; Sato,
K. y cols., 2018; Xue, L. y cols., 2020). En primera instancia, en el intestino P.
gingivalis se relaciona con una disminucion significativa en la expresion de proteinas
de las uniones estrechas: zonula-ocludens 1 (zo-1), claudina-1 y ocludina
(Nakajima, M. y cols., 2015; Xue, L. y cols., 2020). Estas uniones estrechas también
polarizan el enterocito al establecer una zona apical donde se ubica el complejo
claudina-ocludina-zo-1, diferenciandolo del area basal adherida a la lamina basal
(Massey-Harroche, D., 2000). Cuando la zonulina, una molécula reguladora de la

permeabilidad intestinal, también llamada pre-haptoglobina 2, es secretada a la luz
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intestinal por los enterocitos en respuesta a cambios en la microbiota, desencadena
la polimerizacion de la actina y la disgregacion de las uniones estrechas por la
accion de la proteina quinasa C (Asmar, R. y cols., 2002; Fasano, A., 2011).
Ademas, el aumento de los niveles séricos de zonulina se acompafia de una barrera
intestinal altamente permeable, disbiosis intestinal e inflamacién (Tajik, N. y cols.,
2020).

Curiosamente, algunas bacterias, como E. coli y Prevotella spp, una vez
reconocidas por los enterocitos inducen la liberacién de zonulina (Sturgeon, C. y
cols., 2016; Ciccia, F. y cols., 2017). Bajo disbiosis intestinal, los niveles de zonulina
aumentan en la luz intestinal, induciendo la modificacion y redistribucion de uniones
estrechas, lo que permite el aumento de la permeabilidad paracelular (Asmar, R.y
cols., 2002; Sturgeon, C. y cols., 2016; Gottardi, C. y cols., 1996). Si la disbiosis
intestinal es persistente, los mecanismos de patogenicidad o bacterias que
invadieron el tejido conectivo desencadenaran la respuesta inmune del hospedero,
lo que aumentard la presencia de mediadores pro-inflamatorios, con el consiguiente

aumento de la permeabilidad intestinal (Cani, P. y cols., 2007).

2.4 Inflamacioén

Otro efecto de la disbiosis intestinal es la respuesta inflamatoria intestinal.
Cuando la disbiosis intestinal y la alteracion de las uniones inter-celulares ocurren
debido al aumento de patdgenos periodontales, las bacterias o sus mecanismos de
patogenicidad difunden mediante la via paracelular hacia el tejido conectivo
subyacente (Asmar, R. y cols., 2002; Sturgeon, C. y cols., 2016; Gottardi, C. y cols.,
1996). Alli, son reconocidos rapidamente por neutréfilos o macréfagos mediante
varios receptores, tales como CD14, TLR2 y TLR4 (West, A. y cols., 2011; Park, B.
y Lee, J., 2013; Fournier, B. y Parkos, C., 2012; Futosi, K. y Mdcsai, A., 2013). La
activacién de estos receptores se asocia intra-celularmente con la activacion del
factor de transcripcion nuclear kappa B (NF-kB), que desencadena la secrecion de
citoquinas y quimioquinas pro-inflamatorias (West, A. y cols., 2011; Zheng, H. y
cols., 2010; Mdiller, P. y cols., 2014; Moreira-Lopes, T. y cols., 2020). Si la bacteria
es de alta virulencia, puede inducir la activacién de un fenotipo pro-inflamatorio de
neutréfilos. Este fenotipo pro-inflamatorio se caracteriza por la secrecion de IL-18,

IL-6 y factor de necrosis tumoral (TNF)-a, el aumento de los niveles de
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mieloperoxidasa, la liberacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), un aumento
de la capacidad de fagocitosis y la liberacion de la trampa extracelular de neutréfilos
(NET) asociada a la muerte celular o NETosis (Moreira-Lopes, T. y cols., 2020;
Sperandio, V. y cols., 2003; Jang, H. y cols., 2018; Neufeld, K. y cols., 2019). La
NETosis favorecera la retencién de bacterias invasoras, facilitando su fagocitosis
por neutréfilos o macrofagos (Hahn, J. y cols., 2016). Las citoquinas secretadas por
los neutréfilos y la virulencia individual de cada bacteria pueden inducir la
diferenciacion de los macréfagos hacia un fenotipo pro-inflamatorio o M1 (Mills, C.
y cols., 2016). Ademas, en presencia de disbiosis intestinal, se evidencia un
aumento en la infiltracién de los linfocitos T colaboradores (Th)-1, Thl7 y Th22
(Spiller, R., 2008; Ivanov, . y cols., 2009; Hill, D. y Artis, D., 2010). El lipopolisacéarido
(LPS) de Bacteroides fragilis y Clostridium spp puede estimular la produccién de IL-
10 y regular la respuesta Treg, favoreciendo la recomposicion de la microbiota
intestinal por la inmuno-regulacion local (Atarashi, K. y cols., 2013; Ramakrishna, C.
y cols., 2019). Sin embargo, en modelos experimentales de periodontitis, se observo
un aumento de linfocitos infiltrantes Thly Th17 y una disminucién de Treg (Sato, K.
y cols., 2017; Sato, K. y cols., 2018; Atarashi, K. y cols., 2017). Estos cambios en la
respuesta inmune pueden deberse tanto al aumento de bacterias patdgenas como
a una disminucion de bacterias comensales (Nakajima, M. y cols., 2015).

En términos generales, cuando las bacterias orales aumentan en enfermedades
dishibticas como la periodontitis, su deteccién en la circulacion sanguinea puede
deberse a la diseminacion directa desde el tejido conectivo periodontal ulcerado o
a la permeabilizacion de la barrera intestinal (Cani, P. y cols., 2007; Poveda-Roda,
R.y cols., 2008).

2.5 Comunicacién oral-intestinal

Los pacientes afectados por periodontitis pueden tener un area de ulceracion
de 20 cm? dentro de su periodonto (Hujoel, P. y cols., 2001). Tanto en la salud
periodontal como durante la periodontitis se producen bacteremias transitorias sin
generar sepsis (Sansores-Espafia, L. y cols., 2021). En efecto, los leucocitos no
pueden reconocer, fijar ni fagocitar bacterias en fluidos de alta velocidad como la
sangre (Minasyan, H., 2014). Sin embargo, las bacterias pueden ser atraidas por

cargas eléctricas a la superficie de los eritrocitos y pueden morir por contacto



;
mediante la liberacién de oxigeno desde la oxihemoglobina (Minasyan, H., 2017).
Las bacterias ingresan a los eritrocitos creando poros en la membrana y, una vez
dentro de estas células, pueden morir por oxidacion o ser resistentes (Minasyan, H.,
2014; Minasyan, H., 2016). Si las bacterias sobreviven a este ataque oxidativo, se
filtran consecutivamente en el higado y el bazo. En algunos casos, las bacterias
pueden sobreactivar a los macréfagos del higado o el bazo e inducir hepato o
esplenomegalia (Minasyan, H., 2017). Solo las bacterias capaces de resistir este
proceso generarian sepsis (Minasyan, H., 2016).

Estudios recientes demuestran que la cantidad de bacterias que una persona
deglute al dia es de aproximadamente 10° UFC/mL, lo que significa que una persona
con alguna enfermedad oral puede llegar a deglutir alrededor de 10'2-10'2 UFC/mL
al dia (Arimatsu, K. y cols., 2014; von Troil-Lindén, B. y cols., 1995; Boutaga, K. y
cols., 2007; Saygun, I. y cols., 2011). En efecto, luego de inocular 10° UFC de P.
gingivalis mediante oral gavage, a las 3 horas se detecta esta bacteria en el ileon y
a las 16 horas en el colon, induciendo disbiosis intestinal poco después de ser
ingerida. Asi, la presencia de periodontitis y la consiguiente ingestion de altas cargas
de bacterias anaerdbicas podrian generar desequilibrios en la microbiota intestinal
(Arimatsu, K. y cols., 2014). En este contexto, un tipo de célula particular en el
intestino, las células enterocromafin, detectan permanentemente las bacterias
patdgenas invasoras (Bellono, N. y cols., 2017). Las bacterias asociadas a la
disbiosis pueden ser reconocidas por las células enterocromafin, que liberan
citoquinas y neurotransmisores a las fibras aferentes del nervio vago e inducen una
respuesta simpatica intestinal (Raybould, H. y cols., 2004). Esto, con el objetivo de
acelerar la motilidad intestinal y la liberacion de mucus para eliminar a las bacterias
patégenas (Rhee, S., 2009).

2.6 Planteamiento del problema

Actualmente, no existen estudios que revelen una asociacion entre la cavidad
oral, el intestino y el cerebro. Las aproximaciones al posible vinculo entre estos
puede estar dado por los antecedentes descritos anteriormente, ademas de existir
evidencia que sugiere gque la microbiota disbidtica oral puede producir disbiosis
intestinal, y a la vez, desencadenar neuroinflamacion (Sansores-Espafia, L. y cols.,

2021). En cuanto a los estudios de periodontitis experimental inducida por ligadura,
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hay diferencias en los dias de exposicion a esta (5, 10, 28 dias), pero la evidencia
indica que la ligadura induce la liberacién de mediadores pro-inflamatorios y una
resorcion 6sea medible desde el dia diez en adelante, junto con una disbiosis de la
microbiota intestinal (Matsuda, Y. y cols., 2015; Palioto, D. y cols., 2019; Garlet, G.,
2010).

Al evaluar todos los estudios donde inducen periodontitis mediante oral
gavage o ligadura oral se observa que todos demuestran alteracion de la microbiota
intestinal, pérdida de la integridad intestinal o respuesta inmune pro-inflamatoria,
siendo de estos sélo seis estudios los que confirman la presencia de periodontitis
en tiempos de experimentacion diferentes (Arimatsu, K. y cols., 2014; Matsuda, Y.
y cols., 2015; Jia, X. y cols., 2018; Sato, K. y cols., 2018; Palioto, D. y cols., 2019;
Huang, Y.y cols., 2020). Los dos estudios independientes que instalaron la ligadura
durante 28 dias evaluaron ademas una asociacion entre la periodontitis
experimental con enfermedad de Alzheimer (EA) o patologias similares a Parkinson,
induciendo resorcion 6sea y respuesta inflamatoria suficiente para desencadenar
neurodegeneracion (Xue, L. y cols., 2020; Kantarci, K. y cols., 2020). En estos
experimentos fue posible detectar alteraciones en Firmicutes y Bacteroidetes, lo
cual es fundamental para determinar inflamacion intestinal (Nakajima, M. y cols.,
2015; Ley, R. y cols., 2005; Koren, O. y cols., 2011), por lo que la neuroinflamacién
se podria atribuir a los efectos de la periodontitis y la disbiosis intestinal, pero aun
no esta claro si es por causa de la disbiosis oral, por la disbiosis intestinal o ambas.

Dado que todos los estudios utilizan diferentes métodos para inocular la bacteria
o inducir periodontitis, es dificil la comparacion entre estos, por lo que a pesar de
gue todos demuestran un deterioro cognitivo en mayor o menor medida, es
discutible la via por la que este se genera, por lo tanto, se necesitan mas estudios
para comprender el eje Oral-Intestinal-Cerebro. La evidencia indica que el eje Oral-
Cerebro puede estar dada por la interaccién entre bacterias y el nervio trigémino
mediante la via TLR4/CD14-MyD88-NF-kB (Wadachi, R. y Hargreaves, K., 2005;
Diogenes, A.y cols., 2011; Go, M. y cols., 2016). Sin embargo, queda por demostrar
si la neuroinflamacion se debe efectivamente a la periodontitis experimental o si es
causada por la disbiosis intestinal. Es importante mencionar respecto a los dos
estudios que indujeron periodontitis, que en uno de ellos se detect6 activacion

microglial en el hipocampo y patologia similar a EA, y en el otro se detecté activacion
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microglial en la sustancia nigra pars compacta y patologia similar a la enfermedad
de Parkinson (Xue, L.y cols., 2020; Kantarci, K. y cols., 2020), lo que nos permite

especular una relacion entre periodontitis y proteinopatias (Kwon, S. y cols., 2020).
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

3.1 Hipotesis

El modelo de periodontitis experimental inducida por oral gavage de P. gingivalis
en ratas es capaz de inducir alteraciones intestinales sin inducir periodontitis.

3.2 Objetivo General

Determinar en el modelo de periodontitis experimental inducida por oral gavage
de P. gingivalis la presencia de alteraciones en la integridad de la barrera intestinal,
en la permeabilidad intestinal y la presencia o ausencia de inflamacién en el

intestino.

3.3 Objetivos Especificos

1. Cuantificar los niveles de secrecion de los mediadores pro-inflamatorios IL-183, IL-
4, IL-6, IL-10, IL-17A y TNF-a en el intestino delgado de ratas afectadas o no de

periodontitis experimental.

2. Determinar la integridad estructural y funcional de la barrera intestinal en ratas

Sprague-Dawley macho afectadas o no de periodontitis experimental.

3. Correlacionar la presencia o ausencia de periodontitis con la presencia o ausencia

de inflamacién o alteraciones en la permeabilidad intestinal.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Animales e induccion de periodontitis

Los grupos experimentales y controles fueron compuestos por 24 Ratas
Sprague-Dawley de 6 semanas de edad (jovenes), obtenidas del Bioterio Central de
la Facultad de Ciencias de la Pontificia Universidad Catélica de Chile, y mantenidas
en la Unidad de Mantencion Animal del Pabellon G de la Facultad de Medicina de
la Universidad de Chile. Las ratas se ubicaron en un ambiente controlado con un
ciclo de luz/oscuridad de 12 horas a 22 + 0.5°C, 40-70% de humedad relativa, con
comida y agua ad libitum. Todos los animales fueron manejados diariamente
durante 2 semanas antes del oral gavage. Para la inducciéon de la periodontitis
experimental, bajo anestesia general con isoflurano 2%, el dia 1 se inoculé 1 x 10°
UFC/mL de la cepa W83 de P. gingivalis resuspendidas en 100 uL de PBS mediante
sonda gastrica. Este procedimiento se realizé 3 veces por semana hasta que se
completaron los 30 dias. Ademas, 12 ratas a las cuales se les administré 100 uL de

PBS por sonda gastrica se consideraron como grupo control.

4.2 Cultivo de crecimiento de bacterias

La cepa W83 de P. gingivalis (serotipo K1) se cultivd de acuerdo a las
condiciones especificadas en nuestros estudios previos (Vernal, R. y cols., 2008,
Vernal, R. y cols., 2009).

4.3 Obtencion de muestras bioldgicas

El dia 30, 4 ratas de cada grupo fueron eutanasiadas por dislocacién cervical y
se obtuvieron muestras de intestino delgado. La mucosa palatina fue decolada del
hueso maxilar, el cual fue conservado en Etanol 100% hasta su analisis (en detalle
mas adelante). Las muestras de intestino fueron procesadas para la purificacion de
las proteinas totales segun el protocolo descrito previamente (Diaz-Zuiiga, J. y
cols., 2020) y almacenadas a -80°C hasta su andlisis. Ademas, 4 ratas de cada
grupo fueron perfundidas transcardialmente con 300 mL de solucion salina y 300
mL de paraformaldehido (PFA) al 4% en PBS 0,1 M pH 7,4 para permitir la fijacion.
A continuacion, se extrajo los intestinos, se fijo posteriormente en PFA al 4% durante

2 horas a temperatura ambiente y, posteriormente, fueron incubados durante 72
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horas a 4°C en una solucion que contiene 30% de sacarosa y 0,002% de azida

sédica para criopreservacion.

4.4 Resorcién 6seay cuantificacion de moléculas

Cada maxilar fue escaneado mediante micro tomografia computarizada (uCT)
para cuantificar el nivel 6seo y determinar la resorcion 6sea, siguiendo el anélisis
morfométrico descrito anteriormente (Diaz-Zufiga, J. y cols., 2020) Ademas, en el
intestino obtenido como se describié en el item 4.3, los niveles de los mediadores
IL-18, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A y TNF-a fueron cuantificados mediante ELISA (R&D
Systems, Minneapolis, EE. UU.; Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Viena,

Austria), como se describié anteriormente (Diaz-Zufiga, J. y cols., 2020).

4.5 Andlisis mediante inmunofluorescencia

Para el analisis de inmunofluorescencia, una vez obtenidas las muestras
bioldgicas de acuerdo al item 4.3, fueron cortados los intestinos separados en
duodeno, yeyuno e ileon, en el plano coronal con un criéstato a -30°C. Las
secciones de 40 um de grosor fueron suspendidas en una solucion de bloqueo (PBS
con Triton X-100 al 0,25% y 3% de suero de burro) durante 2 h a temperatura
ambiente. Las secciones fueron incubadas con una solucion de blogqueo que
contiene los anticuerpos primarios monoclonales anti-zol (R26.4C, eBioscience™),
anti-ocludina (OC-3F10, Invitrogen™) y anti-claudina (2H10D10, Invitrogen™)
durante toda la noche a 4°C. Las secciones fueron lavadas tres veces durante 5 min
con PBS e incubadas durante 2 h con anticuerpos anti-ratén, de cabra o de conejo
fluorescentes secundarios (Alexa Fluor® 488, AlexaFluor® 594 o Alexa Fluor® 647,
Abcam US). Los nucleos fueron visualizados con Hoechst (1: 10.000, Sigma, St
Louis, MI, EE. UU.). Mediante un microscopio confocal (Nikon C2 +, Melville, NY)
se obtuvo entre 30-35 imagenes por cada corte. El andlisis y reconstruccion de cada
corte histologico se realizd6 mediante el software gratuito ImageJ (National Institutes
of Health, MD, EUA; https://imagej.nih.gov/ij/).
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4.6 Ensayo de permeabilidad in vivo

El dia 30 y previo a la eutanasia, en 4 ratas por grupo, se aplico mediante oral
gavage 500 uL/gr de peso una solucién que contiene FITC-dextrano de 4 kDa.
Luego de 4 h se recolectd la sangre periférica total mediante puncion cardiaca y
obtuvo el suero de manera inmediata, ademas se recolecto la orina de las ratas
mediante la puncién de la vejiga con una jeringa hipodérmica de 5 mL.
Posteriormente, se elimind por perfusion todo resto de sangre mediante 300 mL de
solucion salina. Luego, se extrajo el duodeno, yeyuno, ileon, rifidn y cerebro, y se
fijaron por inmersion en PFA 4% y, mediante microscopia confocal se observo la
presencia de FITC-Dextrano. El valor obtenido del suero se ajustoé al peso para

obtener el indice de permeabilidad.

4.7 Andlisis de los datos

Los datos de los mediadores pro-inflamatorios se representaran con los valores
promedios * la desviacién estandar en concentraciones (pg/mL). La pérdida del
nivel 6seo se representara con los valores promedios + la desviacién estandar en
distancias (nm) o areas (nm?). Finalmente, los datos de las inmunofluorescencias
se representaran como valores promedios * la desviacion estandar de la intensidad
relativa de cada marcador. Todos los datos se analizardn con la prueba de
Kolgomorov-Smirnov y, dependiendo si su distribucion es paramétrica 0 no
paramétrica, se analizardn con la prueba de t-test o Mann-Whitney. El andlisis
estadistico se realizara con el software SPSS v20.0 y un valor de p<0,05 se

considerara como estadisticamente significativo.
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5. RESULTADOS

5.1 Cuantificacion de resorcion 6sea

A partir de los maxilares se realiz6 la cuantificacion del nivel de resorcion ésea
para determinar si el oral gavage produjo o no periodontitis (Figura N°1). Los
resultados muestran que no existe diferencia significativa en la resorcion 6sea de
los maxilares entre el grupo control y el grupo oral gavage indicando que con el

modelo de oral gavage de P. gingivalis no se produce periodontitis.
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Figura N°1. Resorcidn 6sea. A) Grupo control, B) grupo oral gavage. Las imagenes corresponden
a la reconstruccion 3D obtenidas mediante microCT. La linea azul representa la cresta 6sea alveolar
y la linea roja el limite amelo-cementario. Los gréaficos representan la distancia entre LAC y COA de
las raices del primer molar superior derecho de las ratas. C) Raiz mesial, D) raiz palatina, E) raiz
distal. Los datos se presentan media * desviacion estandar de 4 experimentos independientes por

cada grupo. LAC: limite amelo-cementario, COA: cresta Gsea alveolar. nm: nanémetros. *p<0,05.

5.2 Cuantificacion mediadores pro-inflamatorios

A partir de muestras de ileon se cuantificaron los mediadores pro-inflamatorios
IL-183, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A'y TNF-a con el objetivo de determinar si el oral gavage
es capaz de generar inflamacion intestinal (Figura N°2). En las ratas afectadas por
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oral gavage se detecta un incremento en los niveles de produccién de IL-13 y TNF-
a en comparacion con las ratas controles. Ademas, se observa una disminucion
significativa en los niveles de IL-10 en las ratas experimentales en comparacion a

las controles.
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Figura N°2. Cuantificacion de los niveles de secreciéon de mediadores pro-inflamatorios.
Niveles de secrecion de IL-1G6, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A y TNF-a obtenidos en muestra de intestino
delgado mediante ELISA, en ratas control y ratas oral gavage de cepa W83 de P. gingivalis (n=4).
Los datos se presentan como concentracion de citoquinas (pg/ml). * p<0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

5.3 Inmunofluorescencia

Luego, para determinar como el oral gavage de P. gingivalis puede afectar la
estructura de la barrera intestinal, en las muestras de duodeno, yeyuno e ileon se
visualizaron las uniones estrechas mediante inmunofluorescencia (Figura N°3 y
N°4). En el duodeno, se observa una disminucion significativa en la densidad de
claudina y ocludina en el grupo oral gavage en comparacion con el grupo control.
En el yeyuno, se aprecia una disminucion significativa en la densidad de ocludina
en el grupo oral gavage. En lo que respecta al ileon, se evidencia la mayor reduccion
en la densidad de las proteinas claudina y ocludina en las uniones intercelulares en
el grupo oral gavage en comparacién al grupo control. Estas alteraciones se

cuantificaron como unidades arbitrarias de intensidad, donde se pueden detectar
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diferencias significativas en cada una de las condiciones mencionadas

anteriormente (Figura N°4).
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Figura N°3. Inmunofluorescencia de zonula ocludens, ocludina, claudina. Se observan

imagenes representativas de microscopia confocal de una reconstrucciéon 3D de entre 30-35
imagenes por cada corte de muestras obtenidas a partir de los intestinos. En azul se puede ver DAPI,
correspondiente al ndcleo de las células del intestino; en verde zonula ocludens, en rojo claudina, en
amarillo ocludina, y por dltimo merge, una imagen fusionada con las cuatro tinciones. A) duodeno,

B) yeyuno y C) ileon.
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Figura N°4. Cuantificaciéon de unidades arbitrarias de fluorescencia de ZO-1, claudina y
ocludina. La grafica representa el valor promedio +/- desviacién estandar de unidades arbitrarias de
fluorescencia (AU) (n=4). ZO-1: *p<0,05; ***p<0,001. A) duodeno, B) yeyuno y C) ileon.

5.4 Ensayo de permeabilidad intestinal in vivo

Para determinar si la inflamacion y la alteracion de la barrera intestinal se asocia
con una alteracion funcional del intestino, se realiz6 el ensayo de permeabilidad in
vivo. A nivel sérico se detect6é un incremento significativo de FITC-dextrano (Figura
N°5A). Para determinar si este incremento no se debe a una mayor ingesta de
marcador debido a un mayor peso, se evaluaron ambas variables identificando que
no existen diferencias entre ambos grupos (Figura N°5B y 5C). Luego, se observa
una correlacion positiva entre la concentracion de FITC-dextrano, el volumen
administrado y la condicion experimental o control, donde observamos que
independiente del volumen administrado el grupo experimental presenta mayores
concentraciones de FITC-dextrano en el suero en comparacion al grupo control
(Figura N°5D). Ademas, en las figuras N°5E, 5F y 5G se logra visualizar la ubicacion
del FITC en las imagenes de inmunofluorescencia. En particular, en el ileon del
grupo experimental se observa una mayor concentracion del marcador en la mucosa

intestinal en comparacion al control.
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Figura N°5. Cuantificacion de niveles de FITC-dextrano en suero de ratas control y ratas oral
gavage de P. gingivalis. A) Los datos se presentan como concentracion de moléculas en suero
(ng/mL); media + desviacidon estandar de 4 experimentos independientes por cada grupo. ng:
nanogramos. *p<0,05, ***p<0.001. B) Presenta el promedio del volumen (mL) administrado a las
ratas de cada grupo; C) Promedio del peso (g) de las ratas de cada grupo. D) grafico de correlacion
entre concentracion de moléculas de Dextrano en suero (ng/mL) y volumen de Dextrano
administrado (mL) a cada rata experimental; E) Inmunofluorescencia duodeno; F)

Inmunofluorescencia yeyuno; G) Inmunofluorescencia ileon.

Luego, y para determinar cuanto FITC-dextrano que ingresa a la circulacién
periférica se excreta via renal, cuantificamos la presencia del marcador en
homogenizados de rifion y en orina (Figura N°6A y 6B). Particularmente, no se
detectaron diferencias en las concentraciones de FITC en el rifidn, pero si en la
orina, donde hubo menor presencia de FITC en el grupo experimental. Al evaluar el
volumen orinado, no se registraron diferencias. Ademas, no se detect6 correlacion

entre la concentracion de FITC en orina, el volumen de orina y la condicion
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experimental o control, lo que nos indica que las ratas afectadas por oral gavage

secretan menor concentracion de FITC-dextrano que las controles.
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Figura N°6. Cuantificacién de niveles de FITC-dextrano en rifidn y orina. A) Cuantificacién de
Dextrano en rifidn, B) Cuantificacion de Dextrano en orina, C) Volumen de orina, D) Correlacién entre
la concentracion de moléculas de Dextrano y el volumen de orina, E) Médula renal F) Corteza renal.
Cada panel representa 4 experimentos independientes por cada grupo. pg: microgramos. *p<0,05,
***n<0.001.

Finalmente, para evaluar adénde puede estar migrando el FITC-dextrano del suero,
se aislé el hipocampo, mesencéfalo, cerebelo y corteza cerebral de los animales,
se cuantificé la concentracion de FITC-dextrano y se calcul6 el indice de
permeabilidad, el cual se ajusta a la concentracion de FITC en suero, al peso del
tejido y al volumen administrado (Figura N°7). De esta manera no se observaron

aumentos en el indice de permeabilidad en ninguno de los tejidos cerebrales de las
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ratas pertenecientes al grupo oral gavage en comparacion con el grupo de control
(Figura N°7A, 7B, 7C Y 7D). Ademas, no se evidencié un incremento en la
acumulacién de las moléculas de Dextrano en los cortes del giro dentado del
hipocampo (Figura N°7E), el mesencéfalo (Figura N°7F) ni la corteza (Figura N°7G),

lo que sugiere que la integridad de la barrera hematoencefalica no parece estar

comprometida.
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Figura N°7. Cuantificacién niveles de FITC-dextrano en hipocampo, cerebelo, mesencéfalo y
corteza. A) indice de permeabilidad de hipocampo, B) indice de permeabilidad de mesencéfalo, C)
indice de permeabilidad de cerebelo, D) indice de permeabilidad de corteza cerebral, E)
Inmunofluorescencia de giro dentado del hipocampo, F) Inmunofluorescencia de mesencéfalo, G)
Inmunofluorescencia de corteza. Para las gréficas, los datos se presentan como indice de
permeabilidad (mg/mL) media + desviacién estandar de 4 experimentos independientes por cada
grupo. Para las inmunofluorescencias, en azul se observa la autofluorescencia y en verde el FITC.
ng: nanogramos. *p<0,05, ***p<0.001.
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6. DISCUSION

El presente estudio demuestra que el oral gavage de P. gingivalis no generd
periodontitis en las ratas luego de 30 dias. Ademas, se logra comprobar que a nivel
intestinal este modelo es capaz de producir inflamacion en el ileon, alteracion
estructural de la barrera intestinal y un incremento en la permeabilidad,
evidenciando alteraciones estructurales y funcionales del intestino. Esto puede
deberse a que la presencia de P. gingivalis en la microbiota intestinal genera
cambios que llevan a estas alteraciones. De manera similar, todos los estudios de
periodontitis experimental mediante oral gavage o ligadura oral demuestran
cambios en la microbiota intestinal, pérdida de integridad intestinal o respuestas pro-
inflamatorias (Arimatsu, K. y cols., 2014; Nakajima, M. y cols., 2015; Sato, K. y cols.,
2017; Sato, K. y cols., 2018; Komazaki, R. y cols., 2017; Jia, X. y cols., 2018;
Lourenco, T. y cols., 2018; Ohtsu, A. y cols., 2019; Feng, Y. y cols., 2020;
Hamamoto, Y. y cols., 2020; Kobayashi, R. y cols., 2020; Mariat, D. y cols., 2009;
Xue, L.y cols., 2020; Atarashi, K. y cols., 2017; Matsuda, Y.y cols., 2015; Paliot, D.
y cols., 2019). Sin embargo, solo seis pudieron confirmar la presencia de
periodontitis, teniendo estos distintos tiempos experimentales (Arimatsu, K. y cols.,
2014; Matsuda, Y.y cols., 2015; Jia, X. y cols., 2018; Sato, K. y cols., 2018; Palioto,
D.y cols., 2019; Huang, Y.y cols., 2020).

En general, cuando las bacterias orales aumentan en enfermedades disbiéticas
como la periodontitis, su deteccién en la circulacién sanguinea puede atribuirse
tanto a la difusion directa desde el tejido conectivo periodontal ulcerado como a la
permeabilizacién de la barrera intestinal (Cani, P. y cols., 2007; Poveda-Roda, R. y
cols., 2008). En la literatura el oral gavage se describe como una técnica que es
capaz de producir periodontitis quedando en duda la forma en la que se realiza el
oral gavage. En efecto, una forma de inducir periodontitis y que se confunde con el
oral gavage es la irrigacion oral, donde aplican agua infectada con bacterias orales
en la boca del animal y hacen que el animal degluta de manera consciente. Esta
técnica, también considerada oral gavage no debiera ser considerada como tal, ya
gue genera contaminacién de la cavidad oral y no es comparable con una técnica
de oral gavage estricta. Asi, nuestro modelo de periodontitis debiera cambiar su
nombre al de oral gavage, pudiendo estandarizar de alguna manera el efecto de la

ingesta de P. gingivalis en el intestino, y por consiguiente en el resto del organismo,
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ya que los efectos detectados son debido a la presencia de P. gingivalis y no como
consecuencia de la destruccion 6sea.

Uno de los principales efectos de oral gavage de P. gingivalis es causar un
desequilibrio en la relacién Firmicutes/Bacteroidetes en la microbiota intestinal
(Arimatsu, K.y cols., 2014; Nakajima, M. y cols., 2015; Sato, K. y cols., 2017; Sato,
K.y cols., 2018; Komazaki, R. y cols., 2017; Jia, X. y cols., 2018; Ohtsu, A. y cols.,
2019; Hamamoto, Y. y cols., 2020; Kobayashi, R. y cols., 2020; Kato, T. y cols.,
2018; Huang, Y.y cols., 2020). La manifestacion de este desequilibrio se evidencia
en una reduccion de las poblaciones de Clostridium y Lactobacillus (Nakajima, M. y
cols., 2015, Kobayashi, R. y cols., 2020). Este desequilibrio es capaz de aumentar
la produccion de acetato y propionato, lo que causa un incremento en la expresion
génica asociada con una respuesta pro-inflamatoria y disminuye la produccion de
butirato, siendo esto perjudicial para la homeodinamia intestinal (Rousseaux, S. y
Khochbin, S., 2015).

La presencia de P. gingivalis en el intestino esta asociada con una reduccién
significativa en la expresion de proteinas de uniones estrechas de los enterocitos,
tales como la zo-1, claudina-1 y ocludina (Arimatsu, K. y cols., 2014; Nakajima, M.
y cols., 2015; Xue, L. y cols., 2020). La disminucion de proteinas de uniones
estrechas puede alterar las uniones paracelulares, afectando asi la funcion de la
barrera y aumentando la permeabilidad (Turner, J., 2009). Una posible explicacion
para el efecto de P. gingivalis sobre las uniones estrechas podria ser la presencia
de gingipainas, uno de los mecanismos de patogenicidad mas relevantes de P.
gingivalis (Potempa, J. y cols., 1995; Li, N. y Collyer, C., 2011), que tienen la
capacidad de degradar proteinas que contienen arginina o lisina (Pike, R. y cols.,
1994). Se ha observado que ambos aminodcidos estan presentes en la secuencia
de aminoécidos de las proteinas de las uniones estrechas (Li, N. y Collyer, C., 2011).
Adicionado a lo anterior, bajo la disbiosis intestinal el enterocito reconoce bacterias
ajenas y responde produciendo zonulina, aumentando asi sus niveles en la luz
intestinal e induciendo la modificacién y redistribucién de las uniones estrechas
(Asmar, R. y cols., 2002; Fasano, A., 2011). La asociacion del citoesqueleto con la
estructura de las uniones estrechas parece ser esencial para la regulacion y el
mantenimiento de su funcién (Suzuki, T., 2020), por lo que ambos acontecimientos

estarian contribuyendo al aumento de la permeabilidad paracelular (Sansores-
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Espafa, L. y cols., 2021). Este estudio nos demuestra que oral gavage de P.
gingivalis luego de 30 dias presenta una disminucién significativa en la densidad de
claudina y ocludina, especialmente en la porcion del ileon, demostrando asi una
barrera intestinal altamente permeable.

Adicionalmente, se evalu6 el estado inflamatorio del ileon de las ratas, ya que
fue la porcion del intestino con mayor alteracién estructural. En el intestino delgado
se registra una gran cantidad de células inmunitarias, destacandose aun mas en el
ileon. Esta abundancia se atribuye a la elevada concentracién de células de Paneth
en esta regidén, desempefiando estas un rol fundamental en las funciones
antimicrobianas. Ademas, en el ileon se describe una mayor presencia de
estructuras organizadas pertenecientes al tejido linfoide asociado al intestino
(GALT). Dentro de estos, las placas de Peyer, caracterizadas por su tamafo
significativo, se identifican como centros de estimulacion inmunitaria continua.
Asimismo, dentro del GALT, se encuentran agregados linfoides mas pequefios
conocidos como tejido linfoide intestinal solitario (SILTS), los cuales participan en la
activacion inmunitaria humoral de manera constante (Mowat, A. y Agace, W., 2014).
En este contexto, se cuantificaron los niveles de IL-1B, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A 'y
TNF-a observandose un aumento en los niveles de IL-1B y TNF-a en comparacion
con las ratas control. Ademas, se evidencié una disminucién significativa en los
niveles de IL-10 en las ratas experimentales en comparacion a las controles.

En estudios experimentales de periodontitis, en el suero, tejido adiposo,
intestino delgado o largo, y el higado, se detectan mediadores inflamatorios tales
como IL-1B, IL-6, IL-17 y TNF-a (Arimatsu, K. y cols., 2014; Komazaki, R. y cols.,
2017; Jia, X. y cols., 2018; Hamamoto, Y. y cols., 2020; Matsuda, Y. y cols., 2015;
Paliot, D. y cols., 2019). Estos hallazgos sugieren un efecto de la periodontitis en
otros tejidos u érganos que podrian estar vinculados con un intestino permeable
(Xue, L. y cols., 2020). Dado que el sistema inmunoldgico es transversal, un
aumento en los mediadores inflamatorios a nivel oral o intestinal afectara
inmediatamente la homeostasis cerebral y viceversa (Sansores-Espaiia, L. y cols.,
2021). Estudios previos demuestran que la inflamacién sistémica puede impulsar
procesos neurodegenerativos mediante una barrera hematoencefalica (BHE)
comprometida (Holmes, C. y cols., 2009; Kamer, A. y cols., 2008; Lin, T. y cols.,

2018). En este contexto, diferentes estudios en los que la periodontitis experimental
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se indujo a través de diferentes meétodos, sugieren que la periodontitis produce
neuroinflamacion y neurodegeneracion (Kantarci, K. y cols., 2020; Diaz-Zufiga, J. y
cols., 2020; Ishida, N. y cols., 2017; Poole, S. y cols., 2015). Uno de estos estudios
(Diaz-Zuhiga, J. y cols., 2020), que indujo periodontitis experimental mediante
inoculacion palatina de P. gingivalis, evalud la respuesta inflamatoria en los cerebros
de las ratas, observando que las ratas con periodontitis experimental presentaron
un incremento en IL-1 B, IL-6, TNF-a, asi como una disminucion de IL-4 e IL-10 en
el hipocampo. Sin embargo, no esta claro si la periodontitis induce neuroinflamacion
debido a la disbiosis oral, disbiosis intestinal 0 ambas (Sansores-Espafia, L. y cols.,
2021). Esto, debido a que tanto los modelos de ligadura como oral gavage generan
disbiosis de la microbiota intestinal a través del eje oral-gut (Arimatsu, K. y cols.,
2014; Sato, K. y cols., 2018; Jia, X. y cols., 2018; Huang, Y.y cols., 2020; Matsuda,
Y.y cols., 2015; Paliot, D. y cols., 2019).

Existe evidencia que indica que las personas afectadas por enfermedades
neurodegenerativas, como la EA, tienen una BHE disfuncional (Pan, W. y Kastin,
A., 1999; Kebir, H. y cols., 2007; Song, J. y cols., 2015; Carter, C., 2017). Las células
enterocromafin secretan catecolaminas, serotonina, norepinefrina, dinorfina y
citoquinas en el lumen intestinal en respuesta a los cambios tanto en la
concentracion de nutrientes como en el equilibrio de las bacteria en la microbiota
intestinal (Rhee, S., 2009). Ademas, las fibras nerviosas del intestino pueden
responder tanto a los mecanismos de patogenicidad bacteriana como a las
citoquinas liberadas por las células inmunitarias después del reconocimiento de
bacterias patdgenas, haciendo del eje intestino-cerebro una comunicacion mas
compleja (Ramirez, V. y cols., 2020). Las fibras aferentes vagales transmiten
sefales periféricas hacia las areas anteriores del cerebro que contienen neuronas
reguladoras de respuestas inmunitarias e inflamatorias (Sansores-Espafa, L. y
cols., 2021), y en respuesta a esto, la permeabilidad de la BHE puede aumentar
para favorecer la eliminacién de mediadores cerebrales pro-inflamatorios (Song, J.
y cols., 2015). Al analizar si las bacterias orales pueden ingresar en el cerebro de
las personas afectadas por la EA, los estudios experimentales y algunos estudios
descriptivos han demostrado que puede ser posible (Poole, S. y cols., 2015;

Sansores-Espafia, L.y cols., 2021). Hasta la fecha, ninguno de ellos ha determinado
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la posible via mediante la cual sucede esta migracion bacteriana (Sansores-Espania,
L.y cols., 2021).

En nuestro estudio actual, observamos inflamacion y disrupcion de la barrera
intestinal, lo que nos llevo a realizar un ensayo de permeabilidad para evaluar la
posible alteracion funcional del intestino. En un intestino con una barrera intestinal
saludable, no debieran pasar moléculas de tamafio superior a 300 Da por la via
paracelular (Sun, Z.y cols., 1998). Para este estudio se utilizé FITC-dextrano, donde
FITC corresponde a una proteina de color verde fluorescente, y el dextrano es un
polisacarido inerte de 4kDa de tamafio (Wang, L. y cols., 2015). Es por esto, que
detectamos niveles de FITC-dextrano en distintos tejidos como marcador de
permeabilidad. En el grupo experimental, observamos un aumento significativo de
FITC-dextrano en el suero, con una concentracion mayor del marcador en la
mucosa intestinal del ileon, indicando un aumento en la permeabilidad. No se
observaron diferencias en las concentraciones de FITC en el rifion, indicando que
no hay variaciones en la cantidad excretada via renal. Sin embargo, encontramos
menores niveles en la orina, indicando que las ratas afectadas por oral gavage
secretan una menor concentracion de FITC-dextrano que las controles, lo que
sugiere una migracion del marcador a otras partes del organismo. Para determinar
la posible migracion del FITC-dextrano desde el suero, se aislé el hipocampo,
mesencéfalo, cerebelo y corteza cerebral de los animales, se cuantificd la
concentracion de FITC-dextrano y se calculd el indice de permeabilidad. No
observamos aumentos en el indice de permeabilidad en ninguno de los tejidos
cerebrales de las ratas oral gavage en comparacion con el grupo de control.
Ademas, no se evidencié un incremento en la acumulacion de las moléculas de
Dextrano en los cortes, sugiriendo que la integridad de la barrera hematoencefalica
no parece estar comprometida.

Nuestro estudio indica que oral gavage de P. gingivalis luego de 30 dias produce
inflamacion, disrupcién de la barrera intestinal y alteracién de la funcionalidad.
Aungue no se observa una disfuncion en la BHE, queda por determinar a qué
lugares esta difundiendo el dextrano y cdmo las alteraciones intestinales afectan al
resto del organismo mediante oral gavage. Es por esto, que en futuros estudios se
puede evaluar a qué lugares del organismo estan difundiendo estas particulas de

mayor tamano.
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7. CONCLUSIONES.

1.

Oral gavage de P. gingivalis induce alteraciones en la integridad de la barrera

intestinal, en la permeabilidad e inflamacion intestinal.

. Oral gavage de P. gingivalis provoca un aumento en los niveles de secrecion

de los mediadores pro-inflamatorios IL-13 y TNF-a en el intestino delgado sin

presencia de periodontitis.

. Existe una alteracién de la integridad estructural y funcional de la barrera

intestinal, en ratas Sprague-Dawley macho sometidas a oral gavage de P.

gingivalis

. Las ratas sometidas a oral gavage de P. gingivalis desarrollan inflamacion y

alteraciones en la permeabilidad intestinal sin la presencia de periodontitis.
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El Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA) de la Universidad de Chile, certifica
que en el protocolo nimero FOUCH-041702, del Proyecto de Investigacién titulado: “Asociacién
entre enfermedad periodontal y enfermedad de Alzheimer”, cuyo Investigador es Jaime Diaz
Zahiga 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 que 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.
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