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1. RESUMEN

Introduccion: La periodontitis es una enfermedad inflamatoria cronica no
transmisible asociada a una microbiota oral disbittica y a la susceptibilidad del
hospedero que se caracteriza por una destruccién progresiva de los tejidos de
soporte del diente. La periodontitis experimental inducida por ligadura tiene como
ventaja la rapida induccion de la enfermedad. El estado de inflamacion que genera
la periodontitis podria generar cambios inflamatorios a nivel sistémico que afecten
a la mucosa intestinal y la barrera hematoencefalica la cual dentro de sus funciones
es proteger al SNC. En esta investigacion se analizara la relacién que existe entre

la periodontitis y la disrupcién de la barrera intestinal y hematoencefalica.

Metodologia: Se realizé la induccion de periodontitis a 8 ratas Sprague-Dawley
macho de 6 semanas de edad mediante la instalacion de una sutura de seda
alrededor del segundo molar maxilar derecho durante 30 dias consecutivos. Para la
evaluacion de la integridad de la barrera intestinal y hematoencefalica a cada animal
se le administro el dia 30, 300 uL de FITC-dextrano 4 kDa por oral gavage y luego
se eutanasiaron para la obtencién de las distintas muestras biolégicas de suero,
hipocampo, cerebelo, corteza, mesencéfalo, intestino delgado y riflones que fueron
analizadas mediante inmunofluorescencia. La distribucién de los datos se determiné
usando la prueba de Kolgomorov-Smirnof y se analizaron utilizando las pruebas t-
test o Mann-Whitney y ANOVA-Tukey o Kruskal Wallis-Dunn.

Resultados: Luego de 30 dias se evidencia la presencia de resorcion 6sea marginal
y confirma la presencia de periodontitis experimental. Un aumento en la
concentracion del marcador FITC-dextrano 4 kDa se detectd en el suero y en la
mucosa intestinal demostrando un aumento en la permeabilidad. En el hipocampo
y mesencéfalo se observa un mayor indice de permeabilidad en las ratas afectadas
de periodontitis en comparacion a las ratas control.

Conclusiones: La periodontitis experimental induce un aumento en la

permeabilidad de las barrera intestinal y hematoencefalica.



2. MARCO TEORICO

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria cronica no transmisible cuya causa
principal es una microbiota subgingival disbi6tica y que se caracteriza por la
destruccion progresiva de los tejidos de soporte del diente que puede provocar su
pérdida (Fischer et al. 2020). Esta destruccion del tejido de soporte periodontal es
causada principalmente por la respuesta inflamatoria e inmune del hospedero
(Kwon, Lamster , and Levin 2021) inducida ante ciertas bacterias causantes de la
disbiosis, como son Porphyromonas gingivalis (Marcano et al. 2021), Tannerella
forsythia (Ramos-Perfecto 2020) y Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Diaz
Zuiiga et al. 2012), que poseen diversos factores de virulencia asociados a inicio,
progresion y severidad de la periodontitis (Jiao, Hasegawa, and Inohara 2014),
sumado a los factores de riesgo como la diabetes (Preshaw and Bissett 2019),
tabaquismo y factores ambientales (Darby 2022).

Existen diversos modelos y metodologias para poder estudiar la periodontitis. Los
modelos experimentales de periodontitis son adecuados tanto para investigar la
interaccidn entre los micro-organismos orales y las respuestas del hospedero
durante su desarrollo, como para evaluar nuevas terapias (Marchesan et al. 2018;
Li et al. 2023).

Dentro de los métodos para inducir periodontitis esta la ligadura, que consiste en
colocar una sutura de seda alrededor del primer o segundo molar maxilar de
roedores (De Molon et al. 2018) con el objetivo de crear una disbiosis que induzca
una respuesta pro-inflamatoria y osteo-resortiva (Marchesan, et al. 2018). Este
método de periodontitis experimental tiene como ventaja una rapida induccion de la
enfermedad, en un momento conocido, mostrando una pérdida de hueso alveolar e
inflamacion de tejidos blandos en un periodo de siete dias (Lin et al. 2021). Ademas,
la respuesta inmunoldgica detectada en los tejidos periodontales es similar a la
observada en los tejidos periodontales humanos cuando estan afectados por
periodontitis (Graves et al. 2008; Abe and Hajishengallis 2013). De esta manera, el
modelo de periodontitis permite un andlisis exhaustivo del genoma, transcriptoma,

proteoma y metaboloma de los roedores (Hiyari et al. 2018).



El estado de inflamacion cronica y disbiosis de la microbiota oral producida por la
periodontitis podria generar cambios inflamatorios en la mucosa intestinal, generar
una microbiota disfuncional que debilite las uniones estrechas entre los enterocitos
Yy, en consecuencia, incrementar la permeabilidad intestinal (Albuquerque-Souza
and Sahingur 2022; Lam et al. 2023). Esto, debido a que tanto la cavidad oral como
el intestino presentan similitudes, como una gran variabilidad de especies
microbiolégicas que colonizan las cavidades o que ambos son susceptibles a la
inflamacion crénica mediada por disbiosis (Palioto et al. 2019). Recientemente, en
ratones se evaluo el efecto de la periodontitis experimental en la estabilidad de la
microbiota intestinal y el estado cognitivo (Palioto, et al. 2019; Xue et al. 2020). Por
una parte, se demostré que la periodontitis inducida por ligadura genera inflamacion
intestinal y, por otra parte, la periodontitis induce deterioro cognitivo. Una posible
explicacion a estos fendmenos podria deberse al incremento de la permeabilidad
de los tejidos periodontales que se encuentran inflamados, lo que permitiria la
difusion de bacterias, endotoxinas y/o citoquinas pro-inflamatorias hacia otros
tejidos del cuerpo (Palioto, et al. 2019). Ademas, la periodontitis podria inducir el
deterioro de la barrera hematoenceféalica en el cerebro de ratones y de esa manera

inducir inflamacién (Xue, et al. 2020).

2.1 La barrera hematoencefalica

La barrera hematoencefélica esta formada por células endoteliales vasculares que
recubren los capilares cerebrales que ingresan al cerebro y médula espinal en la
mayoria de los mamiferos y otros organismos con un SNC bien desarrollado (Kadry,
Noorani, and Cucullo 2020). Estos vasos sanguineos contienen una serie de
propiedades que permiten regular de manera estricta el transporte de moléculas,
iones y células desde la circulacion sanguinea periférica hacia el SNC (Daneman
and Prat 2015), evitando que las células sanguineas, componentes plasmaticos o
patogenos ingresen al cerebro. Asi, la barrera hematoencefalica mantiene el
entorno cerebral estable y protegido de sustancias que podrian dafarlo (Alahmari
2021).

Las células endoteliales vasculares del cerebro presentan caracteristicas
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morfoldgicas, estructurales y funcionales que las diferencian de otras células
endoteliales, como la expresion de uniones estrechas que sellan las uniones
paracelulares entre células endoteliales adyacentes evitando el paso no regulado
de moléculas polares entre sangre y cerebro, ausencia de fenestraciones, falta de
actividad pinocitica y la expresion de mecanismos activos de regulacién para el paso
de moléculas esenciales y bloqueo de sustancias neurotéxicas (Kadry, Noorani, and
Cucullo 2020). Los diferentes tipos de células que constituyen la unidad
neurovascular son células vasculares (endoteliocitos, pericitos y astrocitos),
microglias y neuronas que contribuyen a la permeabilidad de la barrera
hematoencefalica (Sweeney et al. 2019). De este modo, los cambios en la estructura
de la barrera hematoencefalica pueden llegar a comprometer su integridad en varios
niveles, como alteracién en las células endoteliales aumentando la expresion de
moléculas de adhesién de leucocitos, provocando una infiltracion de estos al
parénquima cerebral, disminuyendo la expresion de proteinas de las uniones

estrechas o incrementando la permeabilidad de la barrera (Knox et al. 2022).

La inflamacion es un factor comun que contribuye al desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer, Parkinson, esclerosis lateral
amiotrofica, esclerosis multiple y accidente cerebrovascular (Huang, Hussain, and
Chang 2021). Por otro lado, diversos estudios sefialan que en personas afectadas
por periodontitis existe un alto riesgo de desarrollar enfermedades
neurodegenerativas, tales como la enfermedad de Alzheimer (Ide et al. 2016;
Alvarenga et al. 2021; Borsa et al. 2021; Kose et al. 2021; Sansores-Espafia et al.
2021a; Bian, Chen, and Lei 2022). Ademas, la neuroinflamacién inducida por el
estrés o inflamacion tiene un rol relevante en la patogenia de las enfermedades
neurodegenerativas (Furutama et al. 2020). La activacion de las microglias,
astrocitos y células endoteliales aumentan la secrecion de citoquinas pro-
inflamatorias como el TNF-a e IL-1B, que pueden alterar la barrera
hematoencefalica (Huang, Hussain, and Chang 2021). La funcién de la barrera
hematoencefalica es proteger al sistema nervioso central, la cual en condiciones
fisiologicas esta libre de patdégenos y toxinas. La evidencia plantea que la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica en ratones se ve afectada por la

disbiosis intestinal causando alteraciones a nivel cerebral produciendo un estado de
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neuroinflamacién y neurodegeneracion (Li et al. 2022).

Cada dia existe mas evidencia cientifica que indica que la microbiota oral esta
involucrada en diferentes enfermedades cronicas no transmisibles como diabetes
(Pihlstrom, Michalowicz, and Johnson 2005; Baeza et al. 2020; Wu et al. 2020),
cardiovasculares (Sanz et al. 2020), renal cronica (Hickey et al. 2020; Baciu,
Mesaros, and Kacso 2023), dislipidemia (Gomes-Filho et al. 2022; Bitencourt et al.
2023), hipertensiéon (Czesnikiewicz-Guzik et al. 2019; Del Pinto et al. 2020), entre
otras. Ademas, los estudios demuestran que, en ratones, P. gingivalis induce la
disbiosis de la microbiota intestinal afectando la funcion de la barrera intestinal
(Kobayashi et al. 2020).

2.2 Eje oral-intestinal

La relacidn que existe entre la cavidad oral y el intestino es muy estrecha, por lo que
durante una disbiosis oral existe un aumento de bacterias anaerobias asociadas a
una periodontitis, produciendo un aumento en la carga de bacterias deglutidas a
diario y que se encuentran presentes en la saliva (Kitamoto et al. 2020; Lu et al.
2022). En consecuencia, esta disbiosis oral podria inducir la disbiosis intestinal,
caracterizada por la alteracion en la composicion y comportamiento de ciertas
bacterias de la microbiota, la alteraciébn en la permeabilizacién de la barrera e
inflamacion intestinal (Sansores-Espafia et al. 2021b). En este mismo estudio
(Sansores-Espairia, et al. 2021b) se menciona la bidireccionalidad entre los ejes
cerebro-intestino, a partir del nervio vago, y cerebro-oral, mediante el nervio
trigémino. De esta manera, el eje oral-intestino-cerebro podria estar asociado al
origen de una respuesta inflamatoria sistémica y neuroinflamacioén. Es por esta
evidencia que se plantea la necesidad de investigar las causas y direccionalidad
gue existe entre la periodontitis, la disrupcion de la barrera intestinal y la disrupcién

de la barrera hematoencefalica.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

La periodontitis experimental inducida mediante ligadura en ratas Sprague-Dawley
jovenes genera alteraciones en la permeabilidad de la barrera intestinal y

hematoencefalica, en comparacion a animales sin periodontitis.
OBJETIVO GENERAL

Evaluar como la periodontitis altera la permeabilidad de la barrera intestinal y
hematoencefélica en ratas Sprague-Dawley jovenes afectadas por periodontitis

experimental inducida por ligadura.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el estado periodontal de ratas Sprague-Dawley macho afectadas por
periodontitis experimental inducida por ligadura.

2. Analizar la permeabilidad de la barrera intestinal y hematoencefélica de ratas
Sprague-Dawley macho afectadas por periodontitis experimental inducida por

ligadura.

3. Comparar la presencia o ausencia de periodontitis con el estado de la barrera

hematoencefalica de ratas Sprague-Dawley macho.



12

4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Modelo de periodontitis experimental

Para la induccion de periodontitis se utilizaron 8 ratas Sprague-Dawley macho de 6
semanas de edad, obtenidas del Bioterio del Centro de Investigacion Regional
“‘Hideyo Noguchi” de la Facultad de Ciencias de la Universidad Autonoma de
Yucatan, México, lugar donde las ratas se mantuvieron durante todo el periodo de
experimentacion. Las ratas se alojaron en jaulas separadas, con filtros de aire y en
condiciones estandar bajo un ciclo de 12:12 horas de luz/oscuridad, a 22 + 0,5°C,
40-70% de humedad relativa, con agua y alimentacién ad libitum, excepto cuando
se indican otras condiciones. Todos los procedimientos se realizaron en el
Laboratorio de Ciencias Odontoldgicas, de la Facultad de Odontologia de la

Universidad Autbnoma de Yucatan, México.

Todos los animales fueron sometidos a anestesia general con Isofluorano al 3% v/
v en oxigeno a un flujo de 1 L/min. Luego, a los animales experimentales se les
instalé una sutura de seda 5-0 alrededor del segundo molar maxilar derecho. De
manera diaria y por 30 dias consecutivos, a todos los animales se les controld la
presencia de la ligadura. En caso de que un animal perdiera la ligadura, todos los
animales fueron ligados nuevamente. Este es un procedimiento inocuo, que no
genera dafio en los tejidos blandos y, eventualmente, puede causar molestias leves
al presionar el espacio interdentario. Debido a ello, no se consideré analgesia,
excepto cuando la escala de Grimace indicara lo contrario. Finalmente, para la
ejecucion del presente trabajo de investigacion, las muestras de maxilares y los
tejidos obtenidos se enviaron posterior a su obtencién y preservacion al Laboratorio
de Biologia Periodontal, de la Facultad de Odontologia, de la Universidad de Chile.
Todos los procedimientos se realizaron con previa aprobacion ética del comité

institucional de la Universidad Autdbnoma de Yucatan (Anexo N°1).

4.2 Obtencion de muestras y cuantificacion de la destruccidon 0sea

Luego de 30 dias, todos los animales se eutanasiaron segun la muestra bioldgica a
obtener. De todas las ratas, el hemimaxilar se separo del resto del craneo para aislar

el hueso maxilar. Brevemente, con un bisturi N°15 se realiz6 una incision
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inmediatamente anterior a la primera rugosidad palatina, se decol6 toda la mucosa
palatina y luego, a cada hemimaxilar se elimind todo el tejido blando e incubo
secuencialmente durante 2 horas en etanol 70%, seguido de etanol 90% y etanol
100%. Cada maxilar se almacené en etanol 100% a temperatura ambiente hasta
realizar el analisis. Los maxilares deshidratados se trasladaron al Laboratorio de

Biologia Periodontal, lugar donde se procedio con el analisis.

Para evaluar la posible pérdida de hueso, cada maxilar se escaned con un equipo
Bruker microCT (SkyScan 1278; Bruker, Kontich, Belgium) utilizando los siguientes
parametros: 59 kV, 588 pA, 0, 5° de rotacion y 360° de rango angular.
Posteriormente se obtuvieron imagenes en 3D y la cuantificacién de la resorcion
Osea se realiz6 utilizando el software Nrecon (Bruker, Kontich, Belgium) segun las
mediciones descritas previamente (Park, Abramson y cols., 2007). Brevemente, se
realizaron mediciones lineales desde el limite amelocementario a la cresta 0sea

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

4.3 Ensayo de permeabilizacién in vivo

Para la evaluaciéon de la integridad de la barrera intestinal y hematoencefalica, a
cada animal se le administro el dia 30, 300 pyL de FITC-dextrano 4 kDa por via oral
gavage. Luego de 4 horas, los animales bajo anestesia general con isofluorano 3%
v/v en flujo de O2 1 L se perfundieron con solucién salina de NaCl 0,9% para eliminar
la sangre del animal. La sangre total se recibié en un tubo Falcon de 50 mL para
aislar el suero y, seguidamente, se extrajo el cerebro ad integrum. El cerebro se
dividi6 en 2 hemisferios, donde el hemisferio derecho se separ6 en corteza,
mesencéfalo, hipocampo y cerebelo y se mantuvieron en soluciéon tamponadora
para su homogeneizacibn mecéanica. Brevemente, las muestras se lavaron con 1
mL de NaCl al 0,9% 3 veces y luego con 10 yL de tampdn que contiene Tris-HCI
0,5 M, NaCl 2 M, CaClz2 250 mM, Tx100 al 25% e inhibidor de proteasa, por cada
mg de peso de muestra. Cada muestra se homogeneizd mecanicamente y
centrifugd a 10.000 rpm durante 5 min a 4°C y el sobrenadante se reservo para el
analisis. Asi, a partir de 100 pL de las muestras de suero, hipocampo, cerebelo,
corteza y mesencéfalo se realizé la lectura de fluorescencia en un lector de placas

con excitacion 485/emision 528. Finalmente, a partir del valor de fluorescencia se
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calculé la concentracion basandose en la curva estandar, ajustando la dilucion vy el
peso de cada animal. Ademas, como complemento se realizaron los mismos
procedimientos en el intestino delgado y rifiones, con el objetivo de determinar
cuanto del marcador administrado ingresa a la circulacion sanguinea, cuanto se
concentra en el intestino y cuanto se filtra por los rifiones. De esa manera,
determinamos de mejor manera si lo detectado en los cerebros es por un aumento

en la permeabilidad de la barrera hematoencefalica.

4.4 Analisis mediante inmunofluorescencia

Para el analisis de inmunofluorescencia, en los mismos animales anteriormente
indicados, el hemicerebro y el rifidn izquierdo se aislaron y sumergieron
inmediatamente en paraformaldehido 4%. Posteriormente se fijaron en parafina y
se enviaron hasta el Laboratorio de Biologia Periodontal, donde se procedio con su

procesamiento y posterior analisis.

Una vez desparafinadas, el duodeno, yeyuno, ileon, y los hemicerebros se cortaron
en el plano coronal con un criostato a -30°C. Las secciones de 30 um de grosor se
colocaron sobre un portaobjeto con polilisina y las imagenes se obtuvieron mediante
un microscopio confocal (Nikon C2 +, Melville, NY). Un total de 30-35 imagenes por
cada corte se obtuvieron y mediante el software gratuito ImageJ (National Institutes

of Health, MD, EUA,; https://imagej.nih.goVv/ij/) se realiz6 el analisis y reconstruccién

de cada corte histolégico.

4.5 Analisis de los datos

La cuantificacion de la destruccidén 6sea se representa en el valor promedio de la
distancia en um + desviacion estandar. La inmunofluorescencia se representa en
gréficas del valor promedio de las unidades de intensidad * desviacion estandar. El
indice de permeabilidad se grafica en promedio de numeros absolutos + desviacion
estandar. La distribucion de los datos se determind usando la prueba de
Kolgomorov-Smirnof y se analizaron utilizando las pruebas t-test o Mann-Whitney y
ANOVA-Tukey o Kruskal Wallis-Dunn, dependiendo de la distribuciéon paramétrica
0 no-paramétrica de los datos. Los datos se analizaron estadisticamente usando el
software SPSS v.15.0 (Lead Technologies Inc., Charlotte, NC, USA). Las diferencias

se consideraron estadisticamente significativas cuando p-value <0,05.
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5. RESULTADOS

Luego de 30 dias, en las ratas afectadas de periodontitis experimental inducida por
ligadura se observé mayor resorcion ésea marginal en los molares maxilares en
comparacion con las ratas control (Fig. N°1). Este dato evidencia la presencia de
resorcion Osea marginal y, por tanto, confirma la presencia de periodontitis

experimental.
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Figura N°1. Resorcién ésea. A partir de la obtencion de muestras de cada maxilar se realizé una
reconstruccion 3D mediante microCT para cuantificar la resorcion 6sea que produjo la periodontitis
inducida por ligadura. A) Ratas control y con ligadura, B) Distancia desde unién amelo-cementaria a
la cresta 6sea alveolar de la raiz mesial del primer molar maxilar, C) Distancia desde unidon amelo-
cementaria a la cresta 6sea alveolar de la raiz distal del primer molar maxilar, D) Distancia desde
unién amelo-cementaria a la cresta 0sea alveolar de la raiz palatina del primer molar maxilar. Los
datos presentan media + desviacion estdndar de 4 experimentos independientes por cada grupo.

CEJ: cementum-enamel junction, ABC: alveolar bone crest. nm: nanémetros. *p<0,05.
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5.1 La periodontitis induce alteracion de la permeabilidad intestinal

Luego de determinar que la ligadura es capaz de inducir periodontitis, evaluamos la
estabilidad de la barrera intestinal mediante un ensayo de permeabilidad in vivo.
Para ello, luego de 30 dias se administré FITC-dextrano 4 kDa mediante oral gavage
y evaluo la difusion del marcador hacia el suero, la orina, los rifiones, el duodeno,
yeyuno e ileon (Fig. N°2 y 3). A nivel sérico encontramos un incremento significativo
del marcador, lo que demuestra una mayor permeabilidad del intestino. Para
determinar que este aumento no se deba a una mayor ingesta por mayor peso de
cada animal se estandariz6 segun el volumen y peso administrado (Fig. N°2B y 2C).
No se detectaron diferencias entre el volumen administrado o el peso del animal, lo
gue demuestra que el aumento en la concentracion sérica se debe a un incremento
en la permeabilidad intestinal. De hecho, la Figura N°2D demuestra la correlaciéon
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

comparacion con las control.

Figura N°2. Cuantificacion de
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o 100 £ 006 . .
2 E experimentales se cuantificaron
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£ de FITC-Dextrano administrado y
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R R 0.15 0.20 0.25 0.30 la concentracibn encontrada en
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como la media *= desviacion

estandar en valores concentracion

(ug/mil), volumen administrado de FITC-Dextrano (mL), peso de las ratas (g). Cada gréafica representa
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los datos de 4 experimentos independientes por cada grupo. ug: microgramos, mL: mililitros, g:

gramo. ANOVA-Tukey, ***p < 0.001.
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Luego, a través de microscopia
confocal se observé la presencia del
FITC-Dextrano en el duodeno,
yeyuno e ileon, donde se observa la

presencia del marcador (Fig. N°3).

Figura N°3. Inmunofluorescencia de
niveles de FITC-dextrano en intestino A)
duodeno, B) yeyuno, C) ileon. En azul se
detecta la autofluorescencia de los tejidos
que permite visualizar sus limites y en verde
(flechas grises) la marca de FITC que
difundioé desde el lumen intestinal hacia la
mucosa intestinal.
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Posteriormente, evaluamos cuanto del FITC-dextrano administrado se estaba
excretando por la orina o estaba siendo filtrado en los rifiones. A nivel renal no se
encontraron diferencias entre las ratas con periodontitis de las controles en la
concentracion de FITC-dextrano detectado en homogeneizados de rifién ni en la
orina (Fig. N°4). Sin embargo, si se detectd diferencia en el volumen total de orina,
donde las ratas afectadas de periodontitis tenian mas orina. No obstante, lo anterior,
no se detecto una correlacion entre el volumen de orina y la concentracion de FITC

dextrano en la orina.

A Rifdn B Orina
—~ 50 ~ 100
- -
E . E
g 38 2 75 T
c c
8 25 g 50
x
()] )]
o o
T 13 T 25
8 o
@
Ooe\*" &
C Volumen D
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x A Y O
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5 3 v
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g B8 J 30
9 T
0 10
N ° 100 200 300 400 500
0\"0 .5\"‘ Volumen de orina (mL)
oM N

A Control v Ligadura

Figura N°4.,

Cuantificacion de niveles de FITC-dextrano en rifién y orina. A partir de orina y rifibn obtenido
de ratas controles y experimentales se cuantificaron los niveles de FITC-dextrano. A) Cuantificacién
de FITC-dextrano en riidn homogeneizado, B) Cuantificacién de FITC-dextrano en orina, C)
Volumen total de orina, D) Correlacién entre el FICT-dextrano cuantificado en orina y el volumen total
de orina. Los datos se presentan como concentraciéon de moléculas (ug/ml), volumen de orina (uL);
media + desviacion estandar de 4 experimentos independientes por cada grupo. ug: microgramos,
mL: mililitro. ANOVA-Tukey, *p<0,05.

Al evaluar cuanto marcador se acumul6é en la médula o corteza renal, se
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observa que en los grupos experimentales y control no hubo diferencias, lo que
demuestra que la mayor concentracion de FITC-dextrano en la orina no depende de
una mayor concentracion o filtracion renal (Fig. N°5).

A Autofluorescencia FITC-dextran Merge

Control

Figura N°5. Inmunofluorescencia
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mediante inmunofluorescencia. A)

Control

Proyeccién 3D de 30 imagenes 2D
de la corteza renal, B) Proyeccion
3D de 32 imégenes 2D de la

médula renal.

Ligature

5.2 La periodontitis induce en la permeabilidad de la barrera hematoencefélica

Finalmente se evalud la acumulacion de FITC-Dextrano en hipocampo, cerebelo,
mesencéfalo y encéfalo (Fig. N°6). Para ello se determiné el indice de
permeabilidad, el cual es una razon entre la concentracion de FITC-dextrano
detectado en suero y ajustado al peso de cada animal y la concentracion de FITC-
dextrano detectado en el tejido ajustado al peso del tejido. En las ratas con

periodontitis inducida por ligadura se observd un incremento del indice de
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permeabilidad de FITC-Dextrano en el hipocampo y mesencéfalo en comparacion

con las ratas control (Fig. N°6A y 6B).

Finalmente, en las imagenes se logra observar una mayor intensidad de FITC-
dextrano en el hipocampo, mesencéfalo y corteza cerebral de las ratas afectadas

por periodontitis experimental en comparacién con las ratas control (Fig. N°7).
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Figura N°6. indice de permeabilidad en tejidos cerebrales Cuantificacion del indice de
permeabilidad para A) Hipocampo, B) Mesencéfalo, C) Cerebelo, y D) Corteza cerebral. Los datos
se presentan como la media £ desviacién estandar del indice de permeabilidad de 4 experimentos

independientes por cada grupo. mg: miligramos, mL: mililitros. ANOVA-Tukey, *p<0,05.
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Figura N°7.
Inmunofluorescencia de
tejidos cerebrales en ratas con
periodontitis experimental. A
partir de los hemicerebros
preservados en PFA 4% se
evalud la distribucion del FITC-
dextrano mediante
inmunofluorescencia. A)
Proyeccién 3D de 30 imagenes
2D del hipocampo, B) Proyeccién
3D de 32 imégenes 2D de
mesencéfalo. C) Proyeccion 3D
de 32 imagenes 2D de corteza

cerebral.
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6. DISCUSION

En el presente trabajo de investigacion, a partir de ratas Sprague-Dawley macho a
las cuales se les indujo periodontitis mediante ligadura pudimos observar luego de
30 dias existe un aumento en la permeabilidad intestinal en comparacion con el
grupo control. Ademas, la presencia del marcador se observé en la mucosa del
duodeno, yeyuno e ileon, lo que sugiere que la periodontitis podria estar asociada
a una disfuncién de la barrera intestinal, permitiendo una mayor absorcion de
sustancias de alto peso molecular como es el caso del marcador. Este efecto podria
tener implicancia en la respuesta inflamatoria y en el estado de salud en general.

La eficacia del método de ligadura para inducir periodontitis en el modelo
experimental utilizado en la investigacion actual confirma que es ideal para poder
estudiar esta enfermedad, ya que se produce una resorcibn Osea marginal
significativa en comparacion al grupo control. La presencia de periodontitis no solo
afecta localmente a las estructuras periodontales, sino que también, puede tener
efectos en otros 6rganos o tejidos, tal y como se investigd en relacién con la
induccion de alteracibn de la permeabilidad intestinal y de la barrera

hematoencefélica.

El marcador FITC-dextrano 4 kDa es un polisacarido no digerible conjugado con
isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Camilleri et al. 2012) y se utiliza para analizar
la permeabilidad total, que incluye la permeabilidad paracelular y endotelial
(Galipeau et al. 2016). Dado su tamafio molecular, el Dextrano no traspasa la
barrera epitelial en un individuo sano, sin embargo, cuando existe una barrera
alterada estructuralmente este marcador puede ingresar a la mucosa, demostrando
de esta manera una alteracion en la permeabilidad de la barrera epitelial (Joly
Condette et al. 2014; Wang et al. 2015). En efecto, para evaluar la estabilidad de la
barrera intestinal con algin marcador, como Dextrano, se debe considerar el tiempo
que tarda el quimo en migrar desde el cardias hacia la valvula ileo-cecal. Asi, el
Dextrano se evalla a las 4 horas post administracion debido a que es el tiempo
necesario para que desde la ingestién del marcador logre llegar a la véalvula ileo-
cecal (Woting and Blaut 2018). Asi, se pueden evaluar las 3 secciones del intestino

permitiendo centrar el analisis mas exhaustivo en el ileon.
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En el estudio de Lu (Lu, et al. 2022) se utilizé un modelo experimental con ratones
en el cual a un grupo se le indujo periodontitis mediante la administracion por sonda
de la microbiota salival de pacientes con periodontitis. En efecto, los animales
afectados por periodontitis evidenciaron un aumento en las citoquinas pro-
inflamatorias, como TNF-a e IL-1[3 en |la corteza cerebral y la alteracion de la barrera
intestinal. En el estudio de Kobayashi (Kobayashi, et al. 2020) a ratones de 8
semanas de edad se indujo periodontitis mediante la inoculacién por sonda oral de
una solucién con Streptococcus mitis, S. salivarius, P. gingivalis o P. nigrescens. En
estos animales se observaron alteraciones en el equilibrio de la microbiota intestinal,
disminucién de la funcion de la barrera intestinal y un aumento de toxinas de las
bacterias en la sangre. Ambos estudios evaluaron la relacion que existe entre la
periodontitis y la mucosa intestinal, llegando a resultados similares y que
complementan a los conseguidos en el presente trabajo de investigacion donde
obtuvimos una alteracién de la permeabilidad de la barrera intestinal. Ademas,
cuando se evaluo la excrecion renal del marcador los resultados demuestran que
no hay diferencias significativas en la concentracion detectada en rifién entre los
grupos control y con periodontitis, lo que sugiere que la periodontitis no afectaria la
funcion renal. Este resultado se asemeja a lo descrito en la literatura, ya que el
marcador traspasa la barrera intestinal sin ser digerido y luego se elimina por
excrecion renal (Hoffmann et al. 2011). De esta manera, el incremento del indice de
permeabilidad en el hipocampo y el mesencéfalo de las ratas con periodontitis
sugiere que la periodontitis inducida por ligadura podria afectar la integridad de la
barrera hematoencefélica en estas areas. Este hallazgo es relevante, ya que la
barrera hematoencefalica desempefia un rol fundamental en la proteccién del
cerebro ante toxinas y patdgenos y que exista la presencia del marcador hace
mencion de un compromiso de la barrera, pudiendo contribuir a la patogénesis de

enfermedades neuroinflamatorias.

El incremento en la permeabilidad de la barrera hematoencefalica podria explicar
como la periodontitis se asocia con enfermedades neurodegenerativas. En el
trabajo de Lei (Lei et al. 2023) se realiz6 un estudio con un modelo de bacteriemia
en ratas mediante inoculaciones de P. gingivalis en la cola de ratas tres veces por

semana durante ocho semanas y analizé la relacion con la barrera
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hematoencefalica. En efecto, la presencia de P. gingivalis aumenté la permeabilidad
de la barrera hematoencefalica, pudiendo contribuir a un deterioro cognitivo de las
ratas. Del mismo modo en el estudio de Furutama (Furutama, et al. 2020) se realizo
un modelo de periodontitis experimental con ligadura, donde se evalud la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica mediante el analisis de los niveles de
ARNmM y de proteinas relacionadas con las uniones estrechas, detectando que la
inflamacion periodontal esta relacionada con la neuroinflamacion y la alteracion de

la barrera hematoencefalica.

La barrera hematoencefalica constituida por sus componentes celulares como
células endoteliales, uniones estrechas, pericitos, astrocitos, microglias y
membrana basal tienen la funcion de filtrar selectivamente las sustancias desde la
circulacién sanguinea evitando que agente nocivos traspasen la barrera y lleguen
al cerebro causando dafio (Zhao et al. 2015). En efecto, la alteracion de cualquiera
de sus componentes podria provocar una disrupcién de la barrera. Una disrupcion
de la barrera hematoencefalica se caracteriza por degradacién de las proteinas de
unién de los pericitos y endoteliocitos a la ldmina basal endotelial. Ademas, se
produce la degradacion de las proteinas de las uniones estrechas induciendo de
esta manera el ingreso de moléculas, farmacos, metabolitos, toxinas, o incluso
bacterias desde la sangre hacia la zona del cerebro que se encuentre afectada
(Sweeney 2018).

Las microglias activadas y los astrocitos liberan citoquinas pro-inflamatorias como
IL-18, IL-6 y TNF-a (Visentin, Gobin, and Maglica 2023), las cuales tienen el
potencial de aumentar la permeabilidad de la barrera hematoencefalica. También
se ha demostrado que la neuroinflamacion regula positivamente la expresion de las
moléculas de adhesion de los leucocitos endoteliales, lo que facilita la
transmigracion de los leucocitos al SNC. El paso de tales células inmunes al cerebro
puede resultar en la produccién intracerebral de mas citoquinas pro-inflamatorias,
IL-17, IL-22, TNF-a e IFN-y, que comprometen aun mas la integridad de la barrera
hematoencefalica al alterar la expresion de las proteinas de union (Kouki et al.
2022). De esta manera los factores pro-inflamatorios pueden afectar la

permeabilidad de la barrera hematoencefalica, permitiendo infiltracion de patégenos
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o agentes pro-inflamatorios al cerebro, conduciendo a una neuroinflamacion y
deterioro del SNC que podria terminar en el desarrollo de una enfermedad
neurodegenerativa. En conjunto estos estudios y nuestros resultados ayudan a
complementar nuestra hip6tesis de investigacion donde la periodontitis
experimental genera una disrupcion de la barrera hematoencefélica e intestinal,
caracterizada por una alteracion en la expresion de las proteinas que conforman las

uniones estrechas.

Por dltimo, es importante analizar y considerar las limitaciones del estudio, es
necesario sugerir nuevas investigaciones que permitan dilucidar los mecanismos
que estan presentes y que contribuyen a un aumento de la permeabilidad de la
barrera hematoencefalica en modelos de periodontitis experimental. Futuros
estudios podrian emplear nuevas técnicas para poder caracterizar la
neuroinflamacion y evaluar el impacto funcional en la disfuncién de la barrera
hematoencefélica inducida por periodontitis. En cuanto a las implicancias clinicas,
tanto la permeabilidad y posterior disfuncion de la barrera intestinal y
hematoencefalica podria ser una via potencial mediante la cual la periodontitis
afecta a otros tejidos u 6rganos del individuo. De esta manera, la necesidad de una
atencion integral para el paciente evitara que se genere un ambiente que favorezca
al desarrollo de una neuroinflamacion y posteriormente el desarrollo de alguna

enfermedad neurodegenerativa.
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7. CONCLUSIONES

La periodontitis experimental induce el aumento de la permeabilidad de la

barrera intestinal y hematoencefélica en ratas Sprague-Dawley jovenes.
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