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1. RESUMEN

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria cronica no transmisible que causa
la destruccion de los tejidos de soporte de los dientes. Recientemente, se demostro
que algunos modelos de periodontitis pueden producir disbiosis o inflamacién
intestinal. De ellos, la inoculacion palatina de Porphyromonas gingivalis
desencadena neuroinflamacion, pero no esta claro si se debe a una accion directa
de la periodontitis o a la inflamacion intestinal. Por lo tanto, la presente investigacion
tuvo como objetivo determinar el efecto de la periodontitis inducida por la inoculacion
palatina de P. gingivalis en la inflamacion intestinal, la barrera intestinal y la
permeabilidad, y los posibles efectos en otros tejidos, como el cerebro. Métodos: A
un total de 12 ratas Sprague-Dawley machos de 6 semanas de edad se inocul6 en
la mucosa palatina 100 yL de PBS con 1x10'° UFC/mL de P. gingivalis, tres veces
a la semana durante 30 dias. Las ratas inoculadas con solucion salina se
consideraron como controles. Después de 30 dias, 4 ratas por grupo se
eutanasiaron para obtener muestras bioldgicas y cuantificar los mediadores pro-
inflamatorios mediante ELISA en el suero, ileon e hipocampo. Otras 4 ratas por
grupo fueron perfundidas transcardialmente con paraformaldehido al 4% para
analizar la presencia y distribucién de zonula occludens 1, Claudina y ocludina-5 en
el intestino delgado mediante inmunofluorescencia. Finalmente, en 4 ratas por
grupo se administro FITC-Dextrano 4kDa por oral gavage y, después de 4 horas, se
obtuvo suero, orina, rifones e hipocampo para determinar el grado de permeabilidad
de la barrera intestinal. Resultados: las ratas afectadas por periodontitis
presentaron inflamacion intestinal caracterizada por un aumento en los mediadores
pro-inflamatorios, alteracion en la distribucion y expresion de proteinas de unién
adherente y aumento de la permeabilidad de la barrera intestinal. También se
detectd neuroinflamacion y trazadores en el cerebro. Conclusién: la periodontitis
es capaz de afectar el intestino y, probablemente como consecuencia, estar

relacionada con la neuroinflamacion.



2. MARCO TEORICO
2.1 Periodontitis

La periodontitis es una enfermedad cronica no transmisible asociada a biofilms de
placa disbidtica subgingival. Se caracteriza por la destruccion de los tejidos de
soporte del diente: ligamento periodontal, hueso alveolar y cemento radicular y, sin
un oportuno tratamiento, puede llevar a la pérdida de los dientes afectando la
calidad de vida de las personas (Hajishengallis, 2014; Morales y cols., 2020;
Papapanou y cols., 2018). A nivel global, estados avanzados de esta enfermedad
afectan a mas de 700 millones de personas, siendo un problema de salud publica
mundial (Bernabe y cols., 2020). Chile no es ajeno a esta realidad, segun la ultima
encuesta de salud nacional, la prevalencia de destruccién periodontal en Chile es
superior al 85% en personas mayores de 35 afios (Baeza y cols., 2020).

Los principales factores e indicadores de riesgo de la periodontitis son compartidos
con las enfermedades cronicas no transmisibles (Morales y cols., 2016). Asimismo,
la existencia de enfermedad periodontal en un individuo con una enfermedad
cronica no transmisible puede agravar o propiciar su desarrollo, gracias a diversos
procesos patogeénicos (Pihlstrom y cols., 2005; Tonetti y Van Dyke, 2013). Ademas,
la periodontitis se caracteriza por la produccion local de multiples moléculas pro-
inflamatorias, las que difunden a la circulacion periférica e inducen un fenotipo
inflamatorio cronico de bajo grado, también conocido como Chronic Low-Grade
Inflammatory Phenotype (Chen y cols., 2019; Hajishengallis, 2014, 2015).

La periodontitis es un desbalance de las interacciones entre las bacterias que
conforman la microbiota con el sistema inmunologico y que puede ser modificada
por factores propios de la personas o ajenos, es decir factores locales o ambientales
(Chapple y cols., 2018; Fenesy, 1998). Asi, mientras los mediadores pro-
inflamatorios del hospedero se asocian con la destruccién de tejidos, los mediadores
inmuno-moduladores contrarrestan y atenuan la progresion de la enfermedad,
donde células inflamatorias tales como neutréfilos, macrofagos, células dendriticas

y linfocitos T participan activamente (Garlet, 2010).



2

Mecanicamente, las bacterias periodontales colonizan la cavidad oral e invaden el
tejido conectivo subyacente al epitelio del saco periodontal (Garlet, 2010; Liccardo
y cols., 2020). Desde ahi, tanto las bacterias como sus mecanismos de
patogenicidad pueden ingresar a la circulacion sanguinea o linfatica, pudiendo llegar

a distintos tejidos u 6rganos (Garlet, 2010; Liccardo y cols., 2020).

Hay aproximadamente 800 especies de bacterias identificadas en la cavidad oral,
(Ashby y cols., 2009) de las cuales, los colonizadores primarios de las superficies
orales son predominantemente anaerobios facultativos como los Streptococus spp.
y Actinomyces spp. (Lamont y cols., 2018). En efecto, en el sitio periodontal, la
reduccion de las tensiones de oxigeno favorece los cambios de poblacidon
bacteriana con una mayor abundancia de anaerobios estrictos como aquellos
pertenecientes a la familia Bacteroidaceae spp. y phylum Spirochaetes spp.
(Lamont y cols., 2018). Asi, Porphyromonas gingivalis, Tannarella forsythia,
Prevotella intermedia, Aggregatibacter actinomycetemcomitans'y Filifactor alocis se
definen como las bacterias mas frecuentemente asociadas a la disbiosis de la
microbiota subgingival (Hajishengallis, 2014; Lamont y cols., 2018). Ciertos
mecanismos de patogenicidad como el lipopolisacarido (LPS), DNA o, incluso,
bacterias ad integrum, tales como P. gingivalis se han identificado en el liquido
amnidtico, en la capa intima de la arteria carétida, en placas de ateromas, en la
decidua basalis de la placenta y, recientemente, en el liquido cerebro espinal y IV
ventriculo cerebral (Fischer y cols., 2019; Sansores-Espafa y cols., 2021; Sayuri y
cols., 2018; Szulc y cols., 2015; Vanterpool y cols., 2016). En este contexto, ciertas
bacterias orales se asocian con un mayor riesgo de parto prematuro y bajo peso al
nacer, aterogenésis, resistencia periférica a la insulina, higado graso vy
recientemente, con la enfermedad inflamatoria intestinal (Hajishengallis, 2015;
Sansores-Espafia y cols., 2021; Szulc y cols., 2015).

2.2 Comunicacion entre cavidad oral e intestino.

La evidencia sugiere un posible eje “oral-intestino” en el contexto de la patogénesis
de enfermedades gastrointestinales, como la enfermedad inflamatoria intestinal y el

cancer colorrectal (Garlet, 2010). Estas observaciones sugieren la posibilidad de

que los procesos inflamatorios que ocurren en las mucosas bucal e intestinal estén
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conectados de alguna manera (Kitamoto y cols., 2020). En este contexto, las
bacterias residentes de la cavidad oral pertenecientes a las familias
Fusobacteriaceae, Pasteurellaceae y Veillonellaceae, estan enriquecidas en los
tejidos mucosos de los pacientes con inflamacion intestinal (Gevers y cols., 2014).
Dado que la mucosa oral y la mucosa colonica estan conectadas fisicamente, las
bacterias orales ingeridas probablemente se trasladen a las areas distales del tracto
gastrointestinal (Kitamoto y cols., 2020).

Estudios recientes en humanos han demostrado que la cantidad de bacterias
presentes en la saliva es de aproximadamente 10° UFC/mL, lo que significa que una
persona afectada de periodontitis deglute alrededor de 10'2-10'® UFC/mL de
bacterias anaerobias al dia (Arimatsu y cols., 2014; Boutaga y cols., 2007; Saygun
y cols., 2011; von Troil-Lindén y cols., 1995). Por otro lado, después de inocular
ratones con 10° UFC/mL de P. gingivalis por sonda oral, a las 3 horas, esta bacteria
se detecto en el ileon y, a las 16 horas en el colon, induciendo disbiosis intestinal
poco después de ser ingerida (Arimatsu y cols., 2014). Asi, la presencia de
periodontitis y la consiguiente deglucion de altas cargas de bacterias anaerobias en
ratones genera desequilibrios en la microbiota intestinal (Arimatsu y cols., 2014).

La microbiota intestinal es un ecosistema que incluye todas las especies
bacterianas que colonizan transitoria o permanentemente el tracto gastrointestinal.
En individuos sanos, el intestino esta poblado principalmente por una microbiota
compuesta por bacterias anaerobias estrictas dentro de dos filos, Bacteroidetes y
Firmicutes (Irrazabal y cols., 2014; Winter y cols., 2013). El balance de estos
microorganismos puede desequilibrarse por una serie de factores externos e
internos que se caracteriza por una marcada disminucién en la representacién de
bacterias anaerobias estrictas y una mayor abundancia relativa de bacterias
anaerobias facultativas, que pueden incluir microorganismos potencialmente
daninos que inducen procesos inflamatorios (Senghor y cols., 2018; Winter y cols.,
2013). De esta forma, un tipo particular de célula en el intestino, las células
enterocromafines, detectan permanentemente las bacterias patdgenas invasoras
(Bellono y cols., 2017). Las bacterias asociadas con la disbiosis se pueden

reconocer por las células enterocromafin que liberan citoquinas y neurotransmisores


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/intestine-flora
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a las fibras aferentes del nervio vago e inducen una respuesta neuro-inmuno-

inflamatoria intestinal (Raybould y cols., 2004).

La disbiosis intestinal implica perturbacion del estado de simbiosis y se reconoce
por cambios cualitativos o cuantitativos en la composicion y funciones de la
microbiota (Alvarez y cols., 2021). También la microbiota intestinal ejerce un rol
clave en el proceso digestivo y la regulacién metabdlica del hospedero, el que
estaria afectado en un estado disbidtico (Alvarez y cols., 2021). Por otro lado, la
microbiota influye sobre el sistema neuroendocrino, ya que contribuye a funciones
tan diversas como la regulacion del balance energético, asi como otras que
dependen del sistema nervioso, incluyendo funciones cognitivas, estado de animo
y comportamiento (Alvarez y cols., 2021). La microbiota también interviene de forma
directa o indirecta en la sintesis de compuestos neuroactivos, incluidos distintos
neurotransmisores como la serotonina que es clave en la regulacion del estado de
animo, el apetito y las funciones cognitivas y a nivel intestinal regula la inflamacion
y la motilidad (Agusti y cols., 2018). La microbiota intestinal puede estar asociada
tanto en la reduccién como aumento de los niveles de serotonina (Alvarez y cols.,
2021). Asi, la disbiosis de la microbiota intestinal se asocia a una amplia variedad
de enfermedades inflamatorias, autoinmunes, metabdlicas y neoplasicas y con
algunos trastornos de la conducta (Alvarez y cols., 2021), entre ellos se encuentra
el higado graso no alcohdlico, la enfermedad celiaca, el sindrome de intestino
irritable, enfermedad inflamatoria intestinal y obesidad (Agustiy cols., 2018; Icaza-
Chavez, 2013; Winter y cols., 2013). Ademas, se ha estudiado que la microbiota de
un hospedero puede aumentar, disminuir o no tener ningun efecto sobre la
susceptibilidad al cancer (Garrett, 2015). En efecto, existe evidencia que demuestra
la influencia de algunas bacterias orales como F. nucleatum en el proceso de
carcinogénesis asociada al adenocarcinoma de colon (Keku y cols., 2013;
Rubinstein y cols., 2019).

2.3 Planteamiento del problema

En los ultimos afos, la evidencia ha demostrado que las enfermedades cronicas no
transmisibles de la cavidad oral estan asociadas con la disbiosis de la microbiota

intestinal (Liccardo y cols., 2020). Sin embargo, no se esclarece aun hasta qué
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punto la inflamacion periodontal influye en las enfermedades gastrointestinales
(Kitamoto y cols., 2020). Esto ha permitido el disefio de estudios experimentales
para evaluar la posible asociacion entre la disbiosis oral y otras
enfermedades (Liccardo y cols., 2020). En este contexto, estudios transversales y
longitudinales demuestran que la periodontitis esta estrechamente asociada con el
deterioro cognitivo (Diaz-Zufiga y cols., 2020; Dominy y cols., 2019; Feng y cols.,
2020; Huang y cols., 2020; llievski y cols., 2018; Kantarci y cols., 2020; Poole y cols.,
2014; Singhrao y cols., 2017). Por otro lado, la microbiota intestinal es un factor
determinante en la formacion y modulacion de la respuesta del sistema inmune
(Schirmer y cols., 2016). Las alteraciones en la composicion de la microbiota
intestinal causadas por cambios en la dieta, exposicion a antibioticos e infecciones
conducen a disbiosis que pueden promover aun mas el desarrollo de otras
enfermedades, tales como cancer colorrectal, obesidad, diabetes, insuficiencia
cardiaca y enfermedades neurodegenerativas (Narengaowa y cols., 2021).

Estudios en ratones demuestran que la periodontitis experimental inducida por
ligadura en ratones, agrava la inflamacion intestinal, donde Klebsiella spp. y
Enterobacter spp., propias de la mucosa oral, pueden trasladarse al intestino y
colonizarlo transitoriamente (Gevers y cols., 2014; Kitamoto y cols., 2020). Ademas,
la periodontitis es capaz de inducir la alteracion de la microbiota intestinal, la pérdida
de integridad intestinal o la respuesta inmune pro-inflamatoria y desencadenar la
disbiosis de la microbiota intestinal por cambios cuantitativos en Clostridium spp.,
Firmicutes spp, Bacteroidetes spp. o Lactobacillus spp. (Arimatsu y cols., 2014;
Hamamoto y cols., 2020; Huang y cols., 2020; Jia y cols., 2019; Kobayashi y cols.,
2020; Nakajima y cols., 2015; Ohtsu y cols., 2019; Sato y cols., 2018). Ademas, en
los linfonodos mesentéricos o cervicales y en la mucosa del intestino se vidé un
incremento en la razén de linfocitos Th17/Treg o macrofagos M1/M2 infiltrantes, lo
que se tradujo en una respuesta inflamatoria (Kobayashi y cols., 2020; Sato y cols.,
2018). Cuando las bacterias orales estan en el intestino, las células presentadoras
de antigeno reconocen los mecanismos de patogenicidad, los procesan y presentan
a los linfocitos T, los que se diferencian a los fenotipos Th1 y Th17, contribuyendo

a la inflamacion intestinal (Kitamoto y cols., 2020).
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Otros estudios han demostrado que la periodontitis inducida por el oral gavage y la
ligadura inducen enfermedad de Alzheimer y disbiosis intestinal (Arimatsu y cols.,
2014; Huang y cols., 2020; Jia y cols., 2019; Matsuda y cols., 2016; Palioto y cols.,
2019; Sato y cols., 2018). Debido a que la microbiota oral e intestinal son diferentes,
las bacterias orales que ingresan al tracto gastrointestinal pueden cambiar la
conformacién de la comunidad microbiana intestinal, dando lugar a disbiosis
intestinal que producira la inflamacion de los tejidos intestinales (Narengaowa vy
cols., 2021). Asi, resulta interesante investigar si la periodontitis inducida por
inoculacion palatina produce eventos neuroinflamatorios de manera independiente
a la disbiosis de la microbiota intestinal o por eventos producidos por la propia
bacteria.

3. HIPOTESIS

La periodontitis experimental inducida por inoculacion palatina en ratas Sprague-
Dawley wild-type es capaz de generar neuroinflamacion en animales jovenes. Este
efecto de la inoculacion de las bacterias en el paladar sobre el cerebro no afectaria
al intestino al ser una inoculacién local sin posibilidad de deglucion, lo que produciria
neuroinflamacion sin afectar la integridad de la barrera intestinal. De esta manera

existiria una posible comunicacion oral-cerebral.
4. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la periodontitis inducida por inoculacion palatina de P.
gingivalis sobre la inflamacion intestinal, la barrera intestinal, la permeabilidad, y

neuroinflamacion en el hipocampo.
4.1 Objetivos especificos

1. Determinar la integridad estructural y funcion de la barrera intestinal en ratas

Sprague-Dawley macho afectadas o no de periodontitis experimental.

2. Cuantificar la presencia de mediadores pro-inflamatorios IL-183, IL-6 y TNF-a en
el intestino delgado e hipocampo de ratas Sprague-Dawley afectadas o no de

periodontitis experimental.
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3. Correlacionar la presencia de periodontitis con la presencia o ausencia de
inflamacion en el hipocampo e intestino y alteraciones en la permeabilidad intestinal.

5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Animales e induccion de periodontitis

Los grupos experimentales y controles estuvieron compuestos por ratas Sprague-
Dawley de 6 semanas de edad (jévenes) obtenidas con autorizacion del CICUA
(Anexo N°1) del Laboratorio de Aprendizaje, Memoria y Neuromodulacion del Depto
de Biofisica de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. Las ratas fueron
alojadas en ambiente controlado con luz de 12 h ciclo de oscuridad, a 22+0,5°C, 40-
70% de humedad relativa, con comida y agua ad libitum, excepto cuando se indique
lo contrario en el bioterio de la Facultad de Ciencias de Medicina de la Pontifica
Universidad Catdlica de Chile. Todos los animales se manipularon diariamente
durante 2 semanas antes de la inoculacion bacteriana. Todas las ratas se
anestesiaron con isoflurano al 3% v/v en un flujo de 1 L de oxigeno para poder
realizar los procedimientos. Los grupos estuvieron compuestos de la siguiente
manera: Grupo 1 de periodontitis inducida por inoculacién palatina conformado por
12 ratas a las que se inocularon 100 uL de 1x10'® UFC/mL de la cepa W83 (serotipo
K1) de P. gingivalis en mucosa palatina, frente al primer molar superior derecho. La
inoculacion se realizé 3 veces por semana por 30 dias, desde el dia 1 hasta el dia
30. Grupo 2 de control sin bacterias conformada por 12 ratas a las que se inocularon

100 pL de PBS sin bacterias, 3 veces por 30 dias, constituyendo el control sham.
5.2 Cultivo de crecimiento de bacterias

La cepa W83 de P. gingivalis (serotipo K1) se cultivé de acuerdo con las condiciones
especificadas en nuestros estudios previos (Diaz-Zufiga et al, 2020). Brevemente,
la cepa de P. gingivalis W83 (K1) se cultivdo en medio agar infusion cerebro-corazén
(Oxoid Ltd, Basingstoke, Hampshire, England) a 37°C en condiciones de capnofilia
(8% O2y 12% CO2), usando el generador CampyGen™ (Oxoid Ltd). La cepa
bacteriana se cultivdé en 10 mL de caldo de cultivo BHI suplementado con hemina y
menadiona hasta lograr una densidad optica (DO) de 0,05 medida en
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espectrofotometro 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 el microorganismo alcanzé la fase de
crecimiento estacionario. Con cada medicion de DO se tomé una muestra de 100
bL, la que se diluy6 de forma seriada (log1o) en tampon fosfato salino (PBS) y 100
ML 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 numero de unidades
formadoras de colonias (UFC) y contrastd6 con las densidades Opticas
correspondientes. Las curvas DO versus tiempo y DO versus UFC se graficaron
para obtener un numero conocido de bacterias en fase de crecimiento exponencial
para realizar la inoculacién con una concentracion conocida de bacterias. Mediante
esta curva se logré determinar que a una DO de 1,6 a 1,7 nm, equivalen a
1x10"°UFC/mL.

5.3 Obtencién de muestras biolégicas

4 ratas de cada grupo se eutanasiaron por dislocacion cervical y se obtuvieron
inmediatamente las muestras de intestino delgado e hipocampo. La mucosa
palatina se decol6 del hueso maxilar, el cual se conservo en Etanol 70%, etanol
90% y etanol 100% hasta su analisis (en detalle mas adelante). Las muestras de
intestino e hipocampo se procesaron para la purificacion de las proteinas totales
segun el protocolo descrito previamente (Diaz-Zufiga y cols., 2020) y almacenaron
a -80°C hasta su analisis. Ademas, 4 ratas de cada grupo se perfundieron
transcardiacamente 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 de los tejidos. A
continuacion, se extrajeron los intestinos y se post-fijaron en PFA al 4% durante 2
horas a temperatura ambiente e incubaron durante 72 horas a 4°C en una solucion

que contiene 30% de sacarosa y 0,002% de azida sodica para criopreservacion.
5.4 Resorcion 6sea

Cada maxilar se escaneo mediante microtomografia computarizada (UCT) con la
plataforma Bio-CT para cuantificar el nivel 6seo y determinar la presencia de
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resorcion Osea, siguiendo el analisis morfométrico previamente descrito (Diaz-

Zuiiga y cols., 2020).
5.5 Cuantificacion de mediadores pro-inflamatorios

A partir de las muestras de mucosa palatina, ileon e hipocampo obtenidas
previamente en 4 ratas por grupo (item 5.3) se purificaron las proteinas totales.
Brevemente, mucosa palatina, ileon e hipocampo se lavaron con 1 mL de NaCl al
0,9% 3 veces y luego con 10 pL de tampdn que contiene Tris-HCI 0,5 M, NaCl 2 M,
CaCl2 250 mM, Tx100 al 25% e inhibidor de proteasa, por cada mg de peso de
muestra. Cada muestra se homogeneizé mecanicamente con un homogeneizador
eléctrico y se centrifugd a 10.000 xg durante 5 min a 4°C. Posteriormente, el
sobrenadante se recuper6 en agua milliQ, midié la concentracibn en un
espectrofotometro (Synergy™ HT, VT, USA) y almacend en alicuotas de 200 uL a -
80°C. Luego, a partir de 100 yL de cada homogenizado, las citoquinas IL-1(, IL-4,
IL-6, IL-10, IL-17A, TNF-a se cuantificaron mediante ELISA, siguiendo las
instrucciones del fabricante (RyD, Minneapolis, EE. UU., o Milliplex, Merck Millipore,
MA, EE. UU.) y evaluando la absorbancia a 460 nm y 560 nm con un

espectrofotometro de placas.
5.6 Ensayo de permeabilizacion in vivo

El dia 30, y previo a la eutanasia, en otras 4 ratas por grupo, se aplico mediante oral
gavage 500 uL/gr de peso una solucién que contiene FITC-dextrano de 4 kDa (Cat.
53471, Merck, Sigma-Aldrich). Luego de 4 h se recolecto la sangre periférica total
mediante puncion cardiaca y se obtuvo el suero de manera inmediata.
Posteriormente, se elimino por perfusion todo resto de sangre mediante 300 mL de
solucion salina. Luego, se recolecto orina mediante la puncion de la vejiga con una
jeringa hipodérmica de 5 mL y se extrajeron cerebelo, corteza cerebral,
mesenceéfalo, hipocampo, rifion, duodeno, yeyuno e ileon y se fijaron por inmersion
en PFA 4% y, mediante microscopia confocal se observo la presencia de FITC-
Dextrano. Para obtener un indice de permeabilidad se ajust6 la concentracion de
FITC-dextrano del suero, con el volumen administrado, con el FITC-dextrano en el

tejido y el peso del tejido.
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5.7 Analisis mediante inmunofluorescencia

Para el analisis de inmunofluorescencia, una vez obtenidas las muestras bioldgicas,
se cortaron los intestinos en el plano coronal con un cridstato a -30°C. Las secciones
de 40 um de grosor se suspendieron en una solucion de bloqueo (PBS con Tritdn
X-100 al 0,25% y 3% de suero de burro) durante 2 horas a temperatura ambiente.
Las secciones se incubaron con una solucion de bloqueo que contiene los
anticuerpos primarios monoclonales anti-zo1 (1:200, R26.4C, eBioscience™), anti-
ocludina (OC-3F10, Invitrogen™) y anti-claudina (2H10D10, Invitrogen™) durante
toda la noche a 4°C. Las secciones se lavaron tres veces durante 5 min con PBS e
incubaron durante 2h con anticuerpos secundarios anti-ratén, de cabra o de conejo
conjugados con sondas fluorescentes (1:500, Alexa Fluor® 488, AlexaFluor® 594 o
Alexa Fluor® 647, Abcam US). Los nucleos se visualizaron con Hoechst (1: 10.000,
Sigma, St Louis, MI, EE. UU.). Mediante un microscopio confocal (Nikon C2 +,
Melville, NY) se obtuvieron entre 30-35 imagenes por cada corte. El analisis y
reconstruccion de cada corte histologico se realiz6 mediante el software gratuito
Imaged (National Institutes of Health, MD, EUA; https://imagej.nih.gov/ij/)(en detalle

mas adelante).
5.8 Analisis de los datos

Los datos de los mediadores pro-inflamatorios se representan con los valores
promedios * la desviacion estandar en concentraciones (pg/mL). La pérdida del
nivel 6seo se representa con los valores promedios + la desviacion estandar en
distancias (nm) o areas (nm2). Los datos del indice de permeabilidad se representan
como los valores promedios =+ la desviacion estandar. Finalmente, los datos de las
inmunofluorescencias se representan como valores promedios de UAI + la
desviacion estandar de la intensidad relativa de cada marcador. Todos los datos se
analizaron con la prueba de Kolgomorov-Smirnov para determinar su distribucion
normal y, dependiendo de ello se realizé la prueba de ANOVA-Tukey (distribucidon
paramétrica) o Kruskal-Wallis-Dunn (distribucion no paramétrica). El analisis
estadistico se realiz6 con el software SPSS v20.0 y un valor de p<0,05 se considero

como estadisticamente significativo.
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6. RESULTADOS
6.1 Cuantificacion de Ia resorcion osea.

Luego de 30 dias, en las ratas afectadas de periodontitis experimental inducida por
inoculacion palatina de la cepa W83 de P. gingivalis se observé mayor resorcion
0sea marginal en los molares maxilares en comparacion con las ratas control
(Figura N°1). Este dato evidencia la presencia de resorcion 6sea marginal y, por

tanto, confirma la presencia de periodontitis experimental.
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Figura N°1. Resorcioén ésea. A partir de la obtencion de muestras de cada maxilar se realiz6 una
reconstruccion 3D mediante microCT para cuantificar la resorcion 6sea que produjo la periodontitis
inducida por inoculacion palatina con el serotipo K1 de P. gingivalis. A) Rata control, B) rata inoculada
con P. gingivalis. C) Distancia desde limite amelo-cementario con cresta 6sea alveolar de la raiz
mesial del primer molar maxilar. D) Distancia desde limite amelo-cementario con cresta 6sea alveolar
de la raiz distal del primer molar maxilar. E) Distancia desde limite amelo-cementario con cresta 6sea
alveolar de la raiz palatina del primer molar maxilar. Los datos se presentan media * desviacion
estandar de 4 experimentos independientes por cada grupo. LAC: limite amelo-cementario, COA:

cresta 6sea alveolar. ug: micrometros. *p<0,05.
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6.2 Cuantificacion de mediadores pro-inflamatorios

A partir de las muestras de ileon y de mucosa palatina de ratas afectadas de
periodontitis experimental inducida por mono-infeccién se cuantificaron los niveles
de secrecion de IL-1B, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A y TNF-a mediante ELISA.

Los mediadores pro-inflamatorios se determinaron en la mucosa palatina para
evaluar el efecto inflamatorio de la inoculacién palatina de P. gingivalis. Al evaluar
los niveles de IL-1B8 y TNF-a se observa un incremento en los niveles secretados de

las ratas afectadas por periodontitis en comparacion al grupo control (Figura N°2).
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Figura N°2. Cuantificacién de los niveles de secrecion de citoquinas en mucosa palatina. A
partir de homogenizados de mucosa palatina se cuantificaron los niveles de IL-18, IL-4, IL-6, IL-10,
IL-17A y TNF-a en ratas controles y experimentales. Los datos se presentan como concentracion de
moléculas (pg/mL); media + desviacién estandar de 4 experimentos independientes por cada grupo.

IL: Interleuquina, TNF: factor de necrosis tumoral, pg: picogramos, mL: mililitros. ***p < 0.001.
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Luego, para determinar el efecto de la periodontitis en la mucosa intestinal,
evaluamos los niveles de los mismos mediadores en el ileon (Figura N°3). Al evaluar
los niveles de IL-6, IL-17A y TNF-a se observa un incremento en los niveles
secretados en el ileon de las ratas afectadas por periodontitis en comparacion al
grupo control (Figura N°3). Ademas, se detectd un incremento en los niveles de IL-
4 e IL-10 en los ileon de las ratas afectadas por periodontitis experimental en

comparacion a las ratas control.
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Figura N°3. Cuantificacion de los niveles de secrecion de citoquinas en ileon. A partir de
homogenizados de ileon se cuantificaron los niveles de IL-1B, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A y TNF-a en
ratas controles y experimentales. Los datos se presentan como concentracion de moléculas (pg/mL);
media * desviacion estandar de 4 experimentos independientes por cada grupo. IL: Interleuquina,

TNF: factor de necrosis tumoral, pg: picogramos, mL: mililitros. *p<0,05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

6.3 Andlisis de inmunofluorescencia

Posteriormente, para determinar si la periodontitis afecta la estructura de la barrera
intestinal, evaluamos las uniones estrechas mediante la deteccion de las proteinas
zonula occludens, ocludina y claudina por inmunofluorescencia (Figura N°4).
Ademas, en las ratas afectadas por periodontitis se observo una disminucién en la
inmunodeteccion de zonula occludens, ocludina y claudina que corresponde a una

alteracion en la distribucion de las uniones intercelulares (Figura N°5).



14

A DAPI zonula - o dina1  Ocludina Merge
occludens 1

Control

Periodontitis
experimental

o

Control

Periodontitis
experimental

@)

Control

Periodontitis
experimental

Figura N°4. Inmunofluorescencia de Zonula occludens, ocludina, claudina en duodeno,
yeyuno e ileon en ratas con periodontitis inoculadas con P. gingivalis. Cada imagen representa
la proyeccién 3D de 35 imagenes 2D. A) Duodeno, B) Yeyuno, C) lleon. En azul se visualiza el
ndcleo, en verde la zonula occludens 1, en rojo la Claudina y en amarillo la ocludina. El merge
corresponde a la proyeccién de todos los canales en simultédneo.



Media

Media

Media
fluorescencia (AU)

Media
fluorescencia (AU)

Media
fluorescencia (AU)

Media
fluorescenc

1000

12000 -

9000
6000
3000

5000
3750
2500

5000

2500
1250

)

-
[=}
o
[=]
o

< 7500

1a

N O
o O
o o
o O

o

1250

3750 +

+

DAPI

Claudina 1

1

=%

DAPI

|

Claudina 1

.

DAPI

Claudina 1

6000
4500

3000 4
1500 +

1500 1
1125 +
750 +
375

zonula occludens 1

4

I

|

Ocludina

|

zonula occludens 1

8000 -
6000 -
4000 -
2000

4

*

-

3000 -
2250 A
1500 +
750 A

Ocludina

oKk

zonula occludens 1

4000 -
3000
2000
1000

+

*

10000
7500 -
5000

2500 A

Ocludina

i NIEY
Qo(\ on e,&
&
P
g
&

15

Figura N°5. Cuantificacion de
arbitrarias  de
Z0O-1,

claudina 1y ocludina en ratas

unidades
fluorescencia de

con periodontitis inoculadas
con P. gingivalis serotipo K1
y ratas control. A)
Cuantificacion de las proteinas
en duodeno, B) Cuantificacion
de proteinas en yeyuno y C)
Cuantificacion de proteinas en
ileon. A partir de cada imagen
de inmunofluorescencia se
cuantificaron las  unidades
arbitrarias de fluorescencia en
ratas control y experimentales
para ZO-1 (zonula occludens),
claudina y ocludina. Los datos
se presentan como
concentracion de unidades
arbitrarias de fluorescencia
(AU);

estandar de 4 experimentos

media * desviacion
independientes por cada grupo.
*p<0,05, **p < 0.01, ***p
<0.001.
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6.4 Evaluacion de la permeabilidad intestinal

En 4 ratas de cada grupo se aplico mediante oral gavage una solucidon que contiene
FITC-dextrano de 4kDa para evaluar la permeabilidad de la barrera intestinal. A
través de microscopia confocal se observo la presencia del FITC-Dextrano en la
mucosa de duodeno, yeyuno e ileon, donde se observa la presencia del marcador

en la mucosa intestinal subyacente al epitelio (Figura N°6).
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Figura N°6. Inmunofluorescencia de
niveles de FITC-dextrano en intestino
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Luego, se cuantificaron los niveles de FITC-Dextrano en el suero, rifion y orina, para
determinar cuanto FITC-dextrano difundié desde el intestino al suero, cuanto se
acumulo en el riidn y cuanto se excretd. A nivel sérico encontramos un incremento
significativo del marcador, lo que demuestra una mayor permeabilidad del intestino
(Figura N°7A). Para determinar que este aumento no se deba a una mayor ingesta
por mayor peso de cada animal, se estandarizO segun el volumen y peso
administrado (Figuras N°7B y 7C). En efecto, no se detectaron diferencias entre el
volumen administrado o el peso del animal, lo que demuestra que el aumento en la
concentracion sérica se debe a un incremento en la permeabilidad intestinal. De
hecho, la Figura N°7D demuestra la correlacion positiva entre el FITC detectado en
suero con el volumen administrado, donde las ratas que mas presentan FITC en

suero son las afectadas por periodontitis en comparacién con las control.
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Figura N°7. Cuantificacion de niveles de FITC-dextrano en suero en ratas con periodontitis
experimental. A partir del suero obtenido de ratas controles y experimentales se cuantificaron los
niveles de FITC-dextrano A). Volumen de FITC-Dextrano en suero, B). Volumen de FITC-dextrano
administrado a cada animal, C) Peso de cada animal, D) Correlacién entre el volumen de FITC-
Dextrano administrado y la concentracion encontrada en suero. Los datos se presentan como la
media + desviacion estandar en valores concentracion (ug/mL), volumen administrado de FITC-
Dextrano (mL), peso de las ratas (g). Cada grafica representa los datos de 4 experimentos

independientes por cada grupo. ug: microgramos, mL: mililitros, g: gramo. ***p < 0.001.
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A nivel renal no se encontraron diferencias entre las ratas con periodontitis de las
controles en la concentracion de FITC-dextrano detectado en homogenizados de
rindn ni en la orina (Figura N°8). Sin embargo, si se detecto diferencia en el volumen
total de orina, donde las ratas afectadas de periodontitis tenian mas orina. No
obstante lo anterior, no se detectd una correlacion entre el volumen de orina y la

concentracion de FITC dextrano en la orina.
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Figura N°8. Cuantificacion de niveles de FITC-dextrano en rifidn y orina e inmunofluorescencia

Periodontitis
experimental

de rinon en ratas con periodontitis experimental. A partir de orina y rifion obtenido de ratas
controles y experimentales se cuantificaron los niveles de FITC-dextrano y de los rifiones
preservados en PFA 4% se evalué la distribucion del FITC-dextrano mediante inmunofluorescencia.
A) Cuantificacion de FITC-dextrano en rifidn homogenizado, B) Cuantificacion de FITC-dextrano en
orina, C) Volumen total de otina, D) Correlacion entre el FICT-dextrano cuantificado en orina y el
volumen total de orina, E) Proyeccién 3D de 30 imagenes 2D de la médula renal y F) Proyeccién 3D
de 32 iméagenes 2D de la corteza renal. Los datos se presentan como concentracion de moléculas
(ug/mL), volumen de orina (uL); media + desviacién estandar de 4 experimentos independientes por

cada grupo. ug: microgramos, mL: mililitro. *p<0,05.
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Luego se evaluo la acumulacion de FITC-Dextrano en hipocampo, cerebelo,
mesenceéfalo y encéfalo (Figura N°9). Para ello se determino el indice de
permeabilidad, donde la concentracion del FITC-dextrano detectado en cada tejido
se normaliza a la concentracion sérica, volumen de suero y peso de cada tejido u
organo. En las ratas con periodontitis inducida por inoculacion palatina se observo
un incremento del indice de permeabilidad de FITC-Dextrano en el mesencéfalo en
comparacion con las ratas control (Figura N°9).
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Figura N°9. Cuantificacion de niveles de FITC-dextrano e inmunofluorescencia de tejidos
cerebrales en ratas con periodontitis experimental. Cuantificacién del indice de permeabilidad
para A) Hipocampo, B)Mesencéfalo, C) Cerebelo, D) Corteza cerebral, E) proyeccion 3D de 30
imagenes 2D de giro dentado, F) proyeccion 3D de 30 imagenes 2D de mesencéfalo y G) proyeccion
3D de 30 imagenes 2D de corteza cerebral. En las figuras E, F y G, en azul es la autofluorescencia
y en verde la sefial de FITC. Los datos de las figuras A, B, C y D se presentan como la media *
desviacion estandar del indice de permeabilidad de 4 experimentos independientes por cada grupo.

mg: miligramos, mL: mililitros.. *p<0,05.
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6.5 Cuantificacion de mediadores en hipocampo

Finalmente, para determinar si la periodontitis genera neuroinflamacion,
cuantificamos los niveles de IL-1B, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A y TNF-a mediante ELISA
(Figura N°10).

En el hipocampo de las ratas afectadas por periodontitis se detect6 un aumento

significativo en la produccion de TNF-a, sin detectar diferencias para los demas

mediadores.
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Figura N°10. Cuantificacion de los niveles de secrecion de citoquinas en hipocampo. A partir
de homogenizados de hipocampo se cuantificaron los niveles de IL-10B, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A y
TNF-a en ratas controles y experimentales. Los datos se presentan como concentracion de
moléculas (pg/mL); media + desviacién estandar de 4 experimentos independientes por cada grupo.

IL: Interleuquina, TNF: factor de necrosis tumoral, pg: picogramos, mL: mililitros. *p<0,05.
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7. DISCUSION

El presente trabajo de investigacion evalud la estructura e inflamacion intestinal y la
permeabilidad de la barrera intestinal y hemato-encefalica en ratas Sprague-Dawley
afectadas por periodontitis experimental inducidas por inoculacién palatina de la
cepa W83 de P. gingivalis. La induccion de periodontitis experimental se confirmo
mediante la presencia de resorcion 6sea marginal e inflamacién en la mucosa
palatina caracterizada por la presencia de los mediadores pro-inflamatorios IL-1B y
TNF-a. Luego, mediante un analisis de inmunofluorescencia, las ratas afectadas por
periodontitis presentaron una disminucion significativa en la expresion de las
proteinas de las uniones intercelulares, zonula occludens, ocludina y claudina 1,
asociado a una mayor permeabilidad intestinal. Ademas, en el ileon e hipocampo
se detectaron mayores niveles de los mediadores pro-inflamatorios IL-6, IL-17A y
TNF-a, y un aumento en los niveles de IL-4 e IL-10. También, se evalud la funcion
del intestino determinando el grado de permeabilidad de la barrera intestinal
mediante la distribucidn de FITC-dextrano, donde se observo una aumento de este
marcador en el suero y una acumulacion en la mucosa intestinal de las ratas con
periodontitis indicando que la barrera intestinal se encuentra permeable.
Finalmente, en las ratas afectadas por periodontitis se observé un aumento en la
permeabilidad de la barrera hemato-encefalica con presencia de neuroinflamacion.
Estos resultados nos demuestran que la periodontitis inducida por inoculacién
palatina es capaz de inducir resorcidén dsea, provocar inflamacién intestinal, inducir
cambios estructurales en la barrera intestinal y alterar la permeabilidad intestinal.
Esto demuestra que la periodontitis es capaz de afectar la estabilidad intestinal y,
por tanto, los efectos en otros tejidos u o6rganos podrian asociarse tanto a la
periodontitis como a la inflamacion intestinal, siendo muy dificil separar ambas
variables. De esta manera, la cavidad oral y el intestino debieran considerarse como

una sola unidad funcional.

En la literatura existen diversas metodologias para inducir periodontitis
experimental, tales como: Ligadura, irrigacion oral, enjuague oral, irrigacion
subgingival, oral gavage, inoculacién palatina e inyeccion de LPS (Diaz-Zufiga y

cols., 2020; Dominy y cols., 2019; llievski y cols., 2018; Kantarci y cols., 2020; Liu y
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cols., 2017; Poole y cols., 2014; Rokad y cols., 2017; Singhrao y cols., 2017; Wu y
cols., 2017; Zhang y cols., 2018). Distintos estudios en modelos experimentales
demuestran que la presencia de periodontitis se asocia con la enfermedad de
Alzheimer (Diaz-Zufiga y cols., 2020; Feng y cols., 2020; Huang y cols., 2020;
llievski y cols., 2018; Kantarci y cols., 2020; Poole y cols., 2014; Riviere y cols.,
2002; Singhrao y cols., 2017). En efecto, en una reciente revision sistematica se
observd que los articulos que demuestran esta asociacion no se encuentran
estandarizados en términos de la temporalidad y el método utilizado para inducir la
periodontitis, lo que hace dificil llegar a conclusiones claras (Parra-Torres y cols.,
2023). Por ello, algunos estudios describen como discutible si los efectos a nivel
cerebral son consecuencia de la periodontitis, las bacterias, las citoquinas pro-
inflamatorias, la inflamacidn intestinal, o la alteracion de la barrera intestinal

(Arimatsu y cols., 2014; Nakajima y cols., 2015; Sato y cols., 2018).

Las uniones estrechas cumplen un rol importante en la funcion de la barrera
intestinal (Suzuki, 2020; Xue y cols., 2020). Estas uniones estan compuestas por
diferentes moléculas de union, como la claudina y la ocludina, que interactuan con
proteinas de anclaje intracelular, como las proteinas zonula occludens, que a su vez
estan conectadas al citoesqueleto de actina (L. Wang y cols., 2015). Una de las
funciones mas importantes de las uniones estrechas es proporcionar una barrera
fisica a las moléculas luminales de mayor peso molecular (Otani y Furuse, 2020;
Suzuki, 2020). En efecto, cuando la permeabilidad paracelular incrementa, ingresan
a la mucosa intestinal moléculas de mayor peso molecular, bacterias intestinales o
mecanismos de patogenicidad, capaces de inducir una respuesta inflamatoria
intestinal (Arimatsu y cols., 2014; Nakajima y cols., 2015; Otani y Furuse, 2020; Sato
y cols., 2017, 2018; Suzuki, 2020). En efecto, en modelos de periodontitis inducida
por oral gavage de P. gingivalis se observa que la presencia de P. gingivalis en el
intestino se asocia con una disminucién en la expresiéon de zonula occludens,
claudina-1 y ocludina, alterando la estructura de las uniones estrechas, la
polarizacion del enterocito, la permeabilizacion de la barrera intestinal, y los niveles
de las endotoxinas séricas (Massey-Harroche, 2000; Nakajima y cols., 2015; Sato y
cols., 2018; Xue y cols., 2020). Finalmente, los estudios donde inoculan P. gingivalis

mediante oral gavage sugieren que estos cambios estructurales podrian deberse a
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una potencial alteracion de la composicion de la microbiota intestinal (Arimatsu y
cols., 2014; Nakajima y cols., 2015, Sato y cols.,, 2017, 2018).
La disbiosis intestinal inducida por la colonizacién patolégica de bacterias ajenas al
intestino genera un desequilibrio en la microbiota intestinal. Este desequilibrio es
evidente cuando se administra oralmente P. gingivalis o A. actinomycetemcomitans
mediante oral gavage, lo que afecta la proporcion de Firmicutes y Bacteroidetes en
la microbiota intestinal (Arimatsu y cols., 2014; Feng y cols., 2020; Hamamoto y
cols., 2020; Huang y cols., 2020; Jia y cols., 2019; Kato y cols., 2018; Kobayashi y
cols., 2020; Komazaki y cols., 2017; Lourengo y cols., 2018; Nakajima y cols., 2015;
Ohtsu y cols., 2019; Sato y cols., 2017, 2018). Las especies de Firmicutes, como
Clostridium 'y Lactobacillus, y las de Bacteroidetes, como Bacteroides y
Porphyromonas, son componentes clave de la microbiota intestinal (Cassir y cols.,
2016; Ley y cols., 2005; Mariat y cols., 2009). Estos filos producen, a partir de la
fermentacion de carbohidratos insolubles, acidos grasos de cadena corta como
acetato, propionato y butirato, que son productos de fermentacién anaerobica, y que
a su vez desempefian un rol protector en la barrera intestinal y modulan la expresion
génica del hospedero asociada a respuestas pro-inflamatorias (Rousseaux vy
Khochbin, 2015; van de Wouw y cols., 2017; T. Wang y cols., 2018). La presencia
de P. gingivalis en el intestino produce la disminucién de Clostridium y Lactobacillus,
lo que afecta la produccion de acidos grasos de cadena corta (Kobayashi y cols.,
2020; Nakajima y cols., 2015). Ademas, en el intestino la presencia de P. gingivalis
aumenta la concentracion de los acidos lactico y n-butirico, favoreciendo la
secrecion de a-defensina y desencadenando la produccion de péptidos
antimicrobianos (Alonso y cols., 2008; Kaelberer y cols., 2018; Kobayashi y cols.,
2020; Nakajima y cols., 2015; Rhee y cols., 2009).

Con el objetivo de evaluar como la periodontitis afecta al intestino, evaluamos los
niveles de secrecion de mediadores pro-inflamatorios en el ileon, la zona del
intestino que mas se vi6 afectada en este trabajo cuando existen alteraciones en la
microbiota (Arimatsu y cols., 2014). En efecto, en el ileon es donde ocurre la
absorcion de vitamina B12y aproximadamente el 95% de la reabsorcion de los
acidos biliares que son fundamentales en la digestion (Thomson y cols., 2003; Yuan,
2015). Ademas, en el ileon es donde se completa la absorcidn de nutrientes e iones
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como aminoacidos, sodio, cloro y zinc (Cudeiro, 2005). El intestino representa el
organo que posee la mayor presencia de células inmune del organismo v,
especificamente, en el ileon se organizan como tejido linfoide asociado al intestino
(del inglés Gut Lymphoid Associated Tissues, GALT) (Mowat y Agace, 2014;
Ramiro-Puig y cols., 2008). El GALT comprende principalmente las placas de Peyer,
las que son de gran tamario y densidad desde el yeyuno hasta el ileon, siendo mas
concentradas en este ultimo (Mowat y Agace, 2014). Las placas de Peyer consisten
en foliculos linfoides con células B rodeados por areas mas pequeias de células T.
Ademas, las placas de Peyer parecen ser la principal fuente de células plasmaticas
productoras de IgA que migran al intestino delgado (Mowat y Agace, 2014). En las
criptas del ileon existe una abundancia de células de Paneth secretoras de péptidos
antimicrobianos y un numero relativamente alto de células caliciformes secretoras
de moco que crean una capa irregular de espesor variable (Mowat y Agace, 2014;
Szentkuti y Lorenz, 1995). La abundante produccién de péptidos antimicrobianos
como catelicidinas, lectinas tipo C y defensinas por parte de las células de Paneth
crea una barrera defensiva entre las células epiteliales y la microbiota (Mowat y
Agace, 2014).

Luego, para comprobar si la funcionalidad del intestino estaba alterada realizamos
un ensayo de permeabilidad in vivo utilizando FITC-dextrano compuesto por FITC
que es una proteina fluorescente verde y dextrano, un oligosacarido inerte de 4000
Da (4KDa) de tamano (Wang y cols., 2015). En un intestino sano normalmente
difunden mediante la via paracelular estructuras menores a 300 Da (Sun y cols.,
1998). El dextrano posee un tamaio de 4000 Da (4KDa), por lo que en ratas sanas
no deberia difundir por la barrera intestinal (Sun y cols., 1998). En nuestros
resultados observamos una acumulacion del FITC-dextrano en las criptas
intestinales de las ratas con periodontitis, lo que puede indicar una alteraciéon
funcional en el intestino. Esto supone que en ratas con periodontitis podrian difundir
por la via paracelular estructuras de menor, igual o mayor tamafio al que presenta
FITC-dextrano (4KDa), tales como LPS bacteriano, gingipainas u otro mecanismo
de patogenicidad. Ademas, nuestros resultados demuestran una correlacion entre
la periodontitis y la concentracién de FITC-dextrano en suero, probablemente, por

una alteracion estructural y funcional de la barrera intestinal.
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Originalmente, nuestra hipotesis establecia que la periodontitis experimental
inducida por la inoculacion de una bacteria keystone directamente en la mucosa
palatina no debiera generar alteraciones estructurales ni funcionales del intestino.
Sin embargo, nuestros resultados demostraron lo contrario, lo que podria deberse
a la migracion de P. gingivalis, a la deglucion de bajas cargas de esta bacteria
posterior a la inoculacién palatina o a la deglucion de bajas cargas de esta bacteria
durante su propia proliferacion en la mucosa palatina. Esta comunicacion entre la
boca y el intestino podria estar produciendo una alteracién en la composicion de la
microbiota (Arimatsu y cols., 2014). En este sentido, la consiguiente deglucién de
bacterias anaerobias genera desequilibrios en la microbiota intestinal que seran
censados por un tipo de célula intestinal llamada células enterocromafines
(Arimatsu y cols., 2014). Las células enterocromafines —las mas comunes en el
sistema gastrointestinal— sintetizan, reservan y liberan serotonina y otros
neurotransmisores en respuesta a factores bacterianos, desempefian un rol central
en la regulacion de la secrecion y motilidad intestinal, y actuan como
quimiosensores para modular las vias neurales (Bellono y cols.,, 2017;
Gunawardene y cols., 2011). Estas células detectan permanentemente las bacterias
patogenas invasoras mediante los receptores tipo Toll, que reconocen mecanismos
de patogenicidad especificos (Bogunovic y cols., 2007; Hansen y Witte, 2008;
Wheatcroft y cols., 2005). Cuando son estimuladas, las células enterocromafines
liberan serotonina que estimula a los nervios aferentes y al nervio vago, aumentando
la motilidad intestinal, la permeabilidad, la producciéon de mucus y desencadenando
inflamacion intestinal (Raybould y cols., 2004; Rhee y cols., 2009). En resumen,
estas células son esenciales para la comunicacion entre el sistema nervioso y el
sistema gastrointestinal en respuesta a cambios en la microbiota intestinal. Asi, la
respuesta simpatica intestinal facilita la migracion de macrdéfagos y mastocitos
debido al aumento en la permeabilidad intestinal y en la invasion bacteriana (Rhee
y cols., 2009). Una vez establecidos los cambios en la microbiota intestinal y
detectados por las células enterocromafines se reduce la expresién de proteinas
que conforman las uniones adherentes de los enterocitos. La segunda forma en que
los cambios de la microbiota intestinal pueden alterar la fisiologia del intestino es

mediante la produccién de zonulina, una proteina producida por los enterocitos ante
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cambios en la microbiota intestinal (Asmar y cols., 2002; Fasano, 2011). La zonulina
es secretada al lumen intestinal y tiene un efecto paracrino: actua sobre las uniones
estrechas de los enterocitos induciendo el reordenamiento e incrementando el
transito paracelular (Asmar y cols., 2002; Gottardi y cols., 1996; Sturgeon y Fasano,
2016). Asi, la zonulina es capaz de desencadenar la polimerizacion de la actina y el
desanclaje de las uniones estrechas por la accion de la proteina quinasa C (Asmar
y cols., 2002; Fasano, 2011).

La colonizacion de bacterias patdégenas en el cuerpo induce una respuesta
inmunoldgica que involucra la diferenciacion e infiltracion de linfocitos Th17 al sitio
afectado. Estas células producen IL-17, que desempefia un rol en la proteccion
contra infecciones por patogenos entéricos (lvanov y cols., 2009). Las bacterias
comensales también desencadenan respuestas inmunologicas beneficiosas,
induciendo tanto la produccién de IL-22 e IgA, como la diferenciacion de linfocitos
Th17 (Hill y Artis, 2010; Ramirez y cols., 2020). Ademas, los metabolitos producidos
por las bacterias intestinales desempefian un rol fundamental en la proteccion
intestinal y en la interaccion entre la microbiota, el sistema inmunolégico y el sistema
nervioso. Los acidos grasos de cadena corta tienen un impacto significativo en la
modulacién de la inflamacién y en la mantencion de la homeodinamia intestinal
(Dass y cols., 2007; Smith y cols., 2013). Algunas bacterias intestinales tienen la
capacidad de producir neurotransmisores y neuropéptidos como serotonina,
dopamina, GABA vy factor neurotrofico derivado del cerebro. Estas moléculas
pueden estimular las células epiteliales para liberar sefales que regulan la funcién
del sistema nervioso entérico, lo que establece una comunicacién entre la
microbiota intestinal y el cerebro (Dass y cols., 2007; Smith y cols., 2013). Por otra
parte, las bacterias intestinales pueden comunicarse con el cerebro mediante las
fibras nerviosas que conforman el nervio mesentérico y el nervio vago como
Bifidobacterium y Lactobacillus, que regulan los niveles de serotonina en el cerebro
y restauran la homeodinamia intestinal mediante la estimulacion del sistema
parasimpatico (Leonard, 2006; Otani y Furuse, 2020; Rhee y cols., 2009; Turnbaugh
y cols., 2007). En efecto, nuestro estudio demuestra que las ratas afectadas por
periodontitis presentan tanto un intestino como un cerebro permeable. Este hallazgo
es importante, por cuanto diversos estudios identifican la presencia de bacterias
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orales en el cerebro sin tener una explicacion posible a su migracion (Diaz-Zuniga
y cols., 2020; Dominy y cols., 2019; Poole y cols., 2014; Riviere y cols., 2002). En
este trabajo, al determinar la presencia de un marcador como el FITC-dextrano en
el cerebro nos permite demostrar que esta molécula es capaz de difundir desde el
intestino permeable hacia hipocampo, mesencéfalo o corteza. Asi, la presencia de
P. gingivalis en el hipocampo podria deberse a este fendmeno u otro, lo que requiere

evidentemente de nuevas investigaciones.

El presente estudio demostrd que la periodontitis experimental en ratas inducida por
inoculacion palatina produce un estado inflamatorio en el ileon e hipocampo. Esto
ayudaria a comprender mejor como se relaciona la periodontitis con la disbiosis
intestinal y la neuroinflamacion. Esta posible vinculacion entre estos tres sistemas
seria factible mediante la comunicacion oral-cerebro-intestino. La evidencia plantea
gue ni en pacientes afectados con periodontitis ni en modelos experimentales de
periodontitis existe de una barrera hematoencefalica disfuncional. Por lo tanto, no
hay evidencia que muestre si la ruptura de la barrera hemato-encefalica sucede v,
de suceder, si es antes o después de la periodontitis (Sansores-Espafna y cols.,
2021). La evidencia indica que el eje oral-cerebro puede deberse a la interaccion
del nervio trigémino con bacterias orales mediante la via TLR4/CD14-MyD88-NF-
KB, que permitiria la internalizacién de las bacterias a la neurona y asi podrian
migrar de forma retrégrada por los axones hasta el soma neuronal ubicado en el
ganglio trigeminal (Diogenes y cols., 2011; Go y cols., 2016; Wadachi y Hargreaves,
2006). De esta manera, aislar el eje oral-cerebro resultaria interesante para
observar como la inoculacion palatina podria tener efectos en el cerebro,
presumiblemente por la comunicacion mediante el nervio trigémino y sin afectar la
fisiologia intestinal. Sin embargo, en un modelo in vivo esto no es factible de realizar,
por tanto se requieren otras estrategias metodoldgicas para poder evaluar la via
oral-intestinal y oral-cerebral de manera independiente. De esta manera, no
podemos comprender la presencia de periodontitis sin un efecto directo a nivel
intestinal, dado que tanto los modelos de ligadura como los de oral gavage producen
disbiosis de la microbiota intestinal a través del eje oral-intestinal (Arimatsu y cols.,
2014; Huang y cols., 2020; Jia y cols., 2019; Matsuda y cols., 2016; Palioto y cols.,
2019; Sato y cols., 2018). Asi, resulta importante que la profesion odontoldgica
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tenga presente los efectos intestinales que las bacterias orales producen, dado que
aun desconocemos qué fendmenos ocurren en el intestino de una persona afectada
por alguna enfermedad oral, tal como lesiones de caries, periodontitis, candidiasis
oral, ulceras recurrentes orales, o simplemente, portadores de protesis removibles
o aparatologia de ortodoncia. Todas las condiciones mencionadas anteriormente
involucran cambios en la microbiota oral. Sin embargo, no existe evidencia de como
estas condiciones tan comunes podrian eventualmente generar inflamacion
intestinal, permeabilizar el intestino y alterar la composicion microbiana intestinal vy,
asi, contribuir a generar alteraciones en otros tejidos u érganos con consecuencias

que desconocemos.



8. CONCLUSIONES

El modelo experimental de periodontitis inducida por inoculacién palatina de P.
gingivalis produce neuroinflamacién en el hipocampo, inflamacion intestinal
principalmente en el ileon, altera estructuralmente la barrera intestinal y aumenta

la permeabilidad intestinal.

29
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10. ANEXOS.

Anexo N°1

CICUA

A [ L] Vicarracroris de Invesigacisn y Dwsarroto COMITE INSTITUCIONAL DE
— .= UNIVERSIDAD DE CHILE CUIDADO Y USO DE ANIMALES

Santiago, a 16 de noviembre de 2017

Certificado n°: 17085-ODO-UCH

CERTIFICADO

El Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA) de la Universidad de Chile, certifica
que en el protocolo numero FOUCH-041702, del Proyecto de Investigacion titulado: “Asociacién
entre enfermedad periodontal y enfermedad de Alzheimer”, cuyo Investigador es Jaime Diaz
Zufiga 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.

Los Investigadores, se han comprometido a la ejecucién de este proyecto de investigacién 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 modificacién sin previa
aprobacién por parte de este Comité.

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

El CICUA de la Universidad de Chile, forma parte de la Vicerrectoria de Investigacion y Desarrollo, y estd
constituido por 43 miembros: 5 médicos veterinarios, 39 académicos (12 de ellos médicos veterinarios), y 9
miembros no asociados a la academia o investigacion, y que cuentan con experiencia en bioética relacionada
a mantencién y uso de animales. El certificado que emite el Comité procede de la aprobacién del “Protocolo
de Manejo y Cuidado de Animales” después de un estudio acucioso y de la acogida de los investigadores de
las observaciones exigidas por el Comité.
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Anexo N°2

UNIVERSIDAD DE CHILE
= FACULTAD DE MEDICINA )
“* COMITE DE BIOETICA SOBRE INVESTIGACION EN ANIMALES

CONSTANCIA

El Comité de Bioética sobre Investigacion en Animales de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile, certifica que ha recibido para su estudio el Protocolo correspondiente al
proyecto titulado “Evaluacion del eje oral-intestino-cerebro: efecto de las enfermedades orales
en la estabilidad de las barreras intestinales y hemato-encefalica”. (enero de 2023 a marzo de
2025), los Investigadores Responsables son la Dra(c). Samanta Melgar Rodriguez y el Dr(c). Luis
Sansores Espaiia, Tesistas del Programa de Doctorado en Ciencias Odontolégicas de la Universidad de
Chile. El Patrocinador es el Dr. José Luis Valdés, Prof. Asociado, Laboratorio de Aprendizaje,
Memoria y Neuromodulacién, Departamento de Neurociencias, Facultad de Medicina, Universidad
de Chile. El proyecto indicado sera financiado por la Regional Development Program IADR, 01
de abril de 2020 al 31 de mayo de 2023. Proyecto Fondo de Investigacién Universidad de
Atacama, 02 de marzo de 2023 al 01 de marzo 2025.

El presente documento sélo confirma la recepcion de los antecedentes y posterior a su
analisis, el Comité dara a conocer el resultado de este estudio otorgando el veredicto correspondiente

(certificacion).
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Santiago, 23 de octubre, 2023.
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