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1. Introduccidn

1.1 Enfermedades periodontales

1.1.1. Concepto y prevalencia

Tras la ultima clasificacion de las enfermedades periodontales, se define gingivitis como una
inflamacién local de caracter reversible inducida por la acumulacién de biofilm que
normalmente no se extiende mas allad de la insercién periodontal (Chapple et al., 2018). La
periodontitis se caracteriza por presentar una destruccion irreversible de los tejidos de
soporte del diente, se define como pérdida de insercion clinica interproximal en 2 o mas
dientes no adyacentes o pérdida de insercion clinica de 3 0 mas milimetros (mm) con bolsas
periodontales mayores a 3 mm detectable en 2 o mas dientes. Esta pérdida de insercidn clinica
no debe ser producida por causas no periodontales. La periodontitis es categorizada siguiendo
una clasificacion mediante estadios, extension y grados. El estadio describe la gravedad de Ia
enfermedad en su presentacidn inicial y la complejidad prevista del manejo de la enfermedad.
Por cada estadio se describe la extensidn, esta puede ser localizada (menos de un 30% de los
dientes se encuentran afectados), generalizada (mas de un 30%) o seguir un patrén incisivo
molar. Por otro lado, el grado describe la velocidad y el riesgo de progresién de la enfermedad,
asi como la probabilidad de obtener un mal resultado tras el tratamiento y su impacto sobre

la salud general (Papapanou et al., 2018).

Segun la ultima Encuesta de Salud Oral en Espafia en 2015, entre el 85-94% de la poblacién
espafiola mayor de 35 afios presenta algun tipo de enfermedad periodontal y entre el 16-30%
de los espanoles mayores de 35 afios tiene periodontitis. Acorde a la clasificacion de
(Armitage, 1999) entre el 5-11% de la poblacidn adulta padece periodontitis avanzada (Calvo,
2012). Cabe sefialar que la periodontitis severa es la sexta condicion mas frecuente a nivel
mundial, afectando al 10,8% de la poblacién global (743 millones de personas). Su prevalencia

es mayor en la tercera y cuarta décadas de la vida (Kassebaum et al., 2014).

En 2016 fue publicado un estudio transversal cuya muestra estaba formada por trabajadores
gue residian en Espafia. Los resultados mostraron que la condicion periodontal en adultos

jovenes (35-44 afios) habia empeorado en comparacion con los datos reportados en encuestas
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nacionales anteriores. El 38.4% de los sujetos tenian bolsas periodontales (sondajes > 4mm),
[Intervalo de confianza (IC) del 95%: 36.4—40.5] este porcentaje aumento significativamente
en sujetos de 245 anos. El 13,7% (IC 95%: 12,8—14,7) de los trabajadores mostro pérdida del
nivel de nsercién clinico (NIC) de 4-5 mm, mientras que el 7,7% (IC 95%: 7,0—8,5) mostré
pérdida del NIC >6 mm, nuevamente aumentando significativamente en la poblacién >45

afos. (Carasol et al., 2016).

1.1.2. Etiologia bacteriana

El principal factor etiolégico de la periodontitis es la presencia de bacterias especificas
organizadas en forma de biofilm subgingival en las superficies dentales (placa dental)

(«Consensus Report Periodontal Diseases», 1996).

La cavidad oral humana alberga la segunda microbiota mas abundante después del tracto
gastrointestinal. La Base de Datos de Microbiomas Orales Humanos (eHOMD) que se actualizé
por ultima vez el 22 de noviembre de 2017, contiene informacién de aproximadamente 772
especies procariotas, de las cuales el 70% son especies cultivable y el 30% pertenece a la clase
no cultivable. Ademas tenemos informacion de la secuencia gendmica completa de 482

taxones (Verma, Garg, & Dubey, 2018).

De las mas de 700 especies bacterianas que se han detectado en la microbiota subgingival,
muy pocas han demostrado tener un papel esencial en la patogénesis de la periodontitis,
siendo Porphyromonas gingivalis una de ellas. Esta bacteria consta de numerosos factores de
virulencia, entre ellos se encuentra su capacidad de producir una disbiosis en la microbiota
comensal del hospedador incluso cuando se encuentra en bajas proporciones (Hajishengallis,
2011). La disbiosis es un cambio producido en las comunidades bacterianas, que provoca la
ruptura de la relacion beneficiosa entre las bacterias y el hospedador, afectando
negativamente a la salud periodontal (Sanz etal.,, 2018). Por tanto, las comunidades
microbianas que estan asociadas con la salud periodontal se hallan en simbiosis con el
hospedador. El mantenimiento de este estado simbidtico dependera de factores derivados
tanto de las bacterias como del hospedador. Las alteraciones de la respuesta inmune pueden

influir en el desarrollo de las enfermedades periodontales (funcion deteriorada o niumero
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reducido de neutrdfilos) ademas también pueden influir las actividades de ciertas especies
bacterianas clave o keystone pathogens (P. gingivalis) capaces de manipular la estructura
general de la poblacidn bacteriana e influir en toda la comunidad ecolégica (Sanz et al., 2018).
En diferentes estudios se ha demostrado que en la poblacidon espafiola con periodontitis

moderada-avanzada la prevalencia de P. gingivalis es alta (64,5%) (Sanz et al., 2000).

Aunque la acumulacién de bacterias en forma de biofilm es el factor iniciador de las
enfermedades periodontales, la respuesta inmune que se desencadena en el sujeto es
realmente la responsable de la destrucciéon de los tejidos periodontales. Las células del
sistema inmune producen grandes cantidades de mediadores inflamatorios incluyendo
citoquinas [interleuquinas (IL) 1, 6, 8 y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)],
prostaglandinas (PGE2) y metaloproteinasas (MMP) causantes de la destruccion de la insercién
conectiva y de la reabsorcién del hueso alveolar. A esta interacciéon entre la infeccion
bacteriana y el sistema inmune se debe afiadir la influencia de factores de riesgo genéticos y
adquiridos, confiriendo el caracter multifactorial de esta enfermedad (Page & Kornman,

1997).

1.2. Enfermedades psiquiatricas

Las enfermedades psiquidtricas son alteraciones de tipo emocional, cognitivo y/o
comportamental por las cuales quedan afectados procesos psicoldgicos bdsicos como son la
emocion, la motivacion, la cognicién, la conciencia, la conducta, la percepcién, la sensacién,
el aprendizaje, el lenguaje, etc. Todo ello dificulta a la persona su adaptacion al entorno
cultural y social en que vive y crea alguna forma de malestar subjetivo (OMS, 2017).

Dentro de ellas se encuentra el trastorno depresivo mayor (MDD) que se trata de un trastorno
mental complejo, multifactorial, heterogéneo y, a menudo, crénico (Kessler & Bromet, 2013).
Se estima que alrededor de 350 millones de personas se ven afectadas en todo el mundo
(OMS, 2017).

Numerosas evidencias cientificas tanto en modelos experimentales (in vitro e in vivo), como
en muestras de humanos con patologias mentales (in vivo y tejido cerebral postmortem)
sugieren que la neuroinflamacion es un elemento importante en la fisiopatologia de las

patologias mentales y en concreto de la depresién. Los mecanismos implicados en la



fisiopatologia de patologias mentales siguen sin conocerse en detalle, a pesar de los grandes
esfuerzos realizados en investigacién (Dantzer, O’Connor, Freund, Johnson, & Kelley, 2008;
Leza et al., 2015). En los ultimos afios la teoria inmune/inflamatoria de la patologia mental ha

recibido un especial interés, existiendo evidencias cientificas a favor y aspectos sin responder.

La evidencia emergente respecto a la teoria inmune/inflamatoria de la patologia mental indica
que la inflamacién sistémica tiene un profundo impacto en el comportamiento. Estas
evidencias provienen tanto de modelos animales, como de estudios con muestras humanas a
multiples niveles (genético, periférico, con tejido cerebral postmortem y mediante técnicas
de imagen) y de los ensayos clinicos con pacientes:

1.- En sujetos con depresién clinica se ha encontrado un aumento de especies reactivas de
oxigeno y nitrégeno, citoquinas pro-inflamatorias (IL-1pB, IL-6, TNFa) y de otros mediadores de
respuesta de fase aguda (Proteina C reactiva) a nivel sistémico (Raison, Capuron, & Miller,
2006).

2.-Ha sido demostrada la activacion microglial en el cerebro de pacientes deprimidos tras
suicidio (Steiner et al., 2008).

3.- La inmunoterapia con citoquinas tipo Interferdn en hepatitis C y cancer a menudo causa
sintomas depresivos (Hoyo-Becerra et al., 2015).

4.-Los farmacos antiinflamatorios tipo AINEs (aspirina, ibuprofeno, celecoxib y naproxeno)
ejercen un cierto efecto antidepresivo y potencian el efecto de fluoxetina (Akhondzadeh et al.,
2009).

5.-Los farmacos antidepresivos son antiinflamatorios en modelos animales de depresién
(Martin-Hernandez et al., 2016).

6.- Otro estudio demostré que el aumento de la permeabilidad de la barrera intestinal
produce traslocacidon bacteriana de la microflora intestinal a otros drganos activando el

sistema inmune innato ("leaky gut") (Maes, Kubera, Leunis, & Berk, 2012; Garate et al., 2013).

Esta bien establecido que la inflamacién sistémica producida por las citoquinas pro-
inflamatorias que comunican con el cerebro induce un espectro de cambios en el
comportamiento considerado como patolégico (Perry, 2004).

El patron y la magnitud de estas respuestas estan determinados por varios factores como la

duracion de la exposicion (crénica o aguda) y el tipo de estrés (fisico o psicologico) (Joéls &
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Baram, 2009). Ademas, la alteracidon del eje hipotaldmico-hipofisario-suprarrenal (HPA) tiene
un efecto proinflamatorio o antiinflamatorio en los tejidos. Por lo tanto, parece haber una
asociacion significativa entre los factores estresantes ambientales, los factores psicolégicos y

el sistema inmunoldgico (LeResche & Dworkin, 2002).

1.3. Enfermedades periodontales y enfermedades psiquiatricas

El término “Medicina Periodontal” nacio de la mano de Steven Offenbacher en 1996
(Offenbacher, 1996). Esta disciplina tiene como objetivo estudiar y establecer una posible
relacion entre las enfermedades periodontales y las enfermedades o afecciones sistémicas,
asi como evaluar la plausibilidad bioldgica e implicaciones preventivas y terapéuticas de las
mismas, habiéndose relacionado entre otras con la diabetes (Chapple, Genco, & Working
group 2 of joint EFP/AAP workshop, 2013), el embarazo (Mariano Sanz, Kornman, & Working
group 3 of joint EFP/AAP workshop, 2013) y las enfermedades cardiovasculares (Tonetti, Van
Dyke, & working group 1 of the joint EFP/AAP workshop, 2013) (Consenso de la Federacion
Europea de Periodoncia [EFP] y la Academia Americana de Periodoncia [AAP]). A la hora de
estudiar la relacidon entre enfermedades periodontales y psiquiatricas llama la atencién la
presencia de mediadores inflamatorios comunes y su impacto sistémico (Esteves Lima,

Miranda Cota, & Costa, 2013).

A continuacidn, se detallan los mecanismos de relacion estudiados en cuanto a enfermedades

periodontales y mentales.

1.3.1. Evidencia epidemioldgica

En estudios transversales o de casos y controles se ha demostrado una asociacion positiva
entre la depresion y la periodontitis. El grupo de Johannsen (Johannsen, Rydmark, Soder, &
Asberg, 2007) publicé un estudio transversal en el que los pacientes con depresion tenian
estadisticamente mayor inflamacion gingival 1,59 frente 0,89 (indice gingival de Loe & Silness,
1967) y mayor profundidad de sondaje (3,06mm frente 2,57mm) que los controles. A su vez,
(Moss et al., 1996) observaron que alta prevalencia en el recuento de Inmunoglobulina G
estaba asociada a pacientes diagnosticados con periodontitis pero sélo entre individuos con

depresiones mas acentuadas (OR = 6,75 IC 95%= 1,25 a 36,5). (Genco et al., 1999) publico que
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el estrés producido por problemas econdmicos estaba asociado a una mayor pérdida dsea y
de pérdida de insercion OR=1,7 entre diferentes grados de periodontitis y depresidn, asi como
gue también existia una relacion positiva entre el nivel clinico de insercidén periodontal (Saletu
et al., 2005; Rosania, Low, McCormick, & Rosania, 2009), la inflamacidn gingival, los niveles de
placa (Johannsen et al., 2007) y la pérdida dentaria (Rosania et al., 2009; Persson et al., 2003)

con la depresién.

Otro estudio clinico de corte transversal también mostrd que la ingesta de fluoxetina un tipo
de antidepresivo (inhibidor selectivo de la recaptacidn de serotonina), se asocia con un menor
sangrado al sondaje y una menor pérdida de insercidon en pacientes con periodontitis estadio

Il grado B generalizada y depresion clinica (Bhatia, Sharma, Tewari, Khurana, & Narula, 2015).

En estudios longitudinales se ha demostrado que los sintomas de la depresién estaban
significativamente asociados con la pérdida de insercion periodontal en pacientes adultos de
raza blanca, pero no en poblaciones negras (Elter, Beck, Slade, & Offenbacher, 1999).

Varios estudios clinicos también han demostrado una relacién entre periodontitis y depresién
(Rosania et al., 2009; Klages, Weber, & Wehrbein, 2005). La ansiedad experimentada por los
pacientes con periodontitis se correlaciond significativamente con la progresion de la
periodontitis (Rai, Kaur, Anand, & Jacobs, 2011). Un estudio de cohortes de base poblacional
con un periodo de seguimiento a largo plazo (10 afios) mostré mayor incidencia de depresion
en el grupo de periodontitis (N = 12,708) que en el grupo de pacientes que no la presentaban
(N = 50832) con un riesgo relativo de 1,73 cuando se ajusta por sexo, edad y comorbilidad
(Hsu etal., 2015). Este resultado sugiere que la periodontitis es un factor de riesgo
independiente para la depresion independientemente del sexo, la edad y las comorbilidades,
excepto la diabetes, el abuso del alcohol y el cancer.

Existe también una relacion con la enfermedad de Alzheimer, en el afio 2016 un estudio de
cohortes de 6 meses de duracién reporté que el estado cognitivo se ve deteriorado en el grupo
de pacientes con Alzheimer y periodontitis en comparacion con el del grupo de Alzheimer sin

periodontitis (Ide et al., 2016).
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1.3.2 Plausibilidad biologica

La relacion entre la depresion y el mal estado de salud oral se ha examinado ampliamente
(Delgado-Angulo et al., 2015; Genco, Ho, Grossi, Dunford, & Tedesco, 1999; W. S. Marcenes &
Sheiham, 1992; W. Marcenes etal.,, 2013). Se ha demostrado que algunos factores
psicoldgicos pueden afectar las reacciones a eventos estresantes y modificar o inducir ciertos
comportamientos como la higiene bucal desatendida (Armitage, 1999).

La depresion estd asociada a una respuesta inflamatoria crénica, de bajo grado y activacién
de la inmunidad celular, asi como, con un aumento en el estrés oxidativo, contribuyendo a

una neuro-progresion del trastorno (Beck, Schmid, Berres, & Monsch, 2014).

Tanto la periodontitis como la depresion se asocian con una inflamacion sistémica. Por
ello, esta puede ser la via de relacion fisiopatoldgica entre las dos enfermedades.

La plausibilidad biolégica de |la asociacion entre depresion y periodontitis estd respaldada por
estudios que demuestran cdmo la depresion puede afectar la respuesta inmune del huésped,
haciendo que el individuo sea mas susceptible al desarrollo de condiciones patoldgicas y
afecte la salud periodontal (Genco et al., 1998; Peruzzo et al., 2007; Warren et al., 2014a). Los
glucocorticoides liberados en la corteza de las glandulas supra-renales pueden inducir la
reduccion en la secrecion de citoquinas pro-inflamatorias (IL, PGE;y TNF-a.). Por otro lado, las
catecolaminas (epinefrina y norepinefrina) tienen el efecto opuesto, estimulando la formacién
y la actividad de las prostaglandinas y las enzimas proteoliticas lo que puede provocar
indirectamente la destruccién del tejido (Genco et al., 1998; T. Breivik et al., 2001).

En recientes revisiones sistematicas han concluido que los pacientes diagnosticados con
depresidn presentan mayores niveles de citoquinas pro-inflamatorias a nivel sérico tales como
las IL-1,IL-6 y el TNF-a, asi como niveles elevados de PCR (Howren, Lamkin, & Suls, 2009;
Dowlati et al., 2010). Teniendo en cuenta que en la periodontitis, se ha visto la asociacion con
niveles elevados de marcadores de inflamacidn sistémica, en particular con IL-6, TNF-a y PCR,
se cree que podria potenciar la respuesta inflamatoria y oxidativa, este podria ser el modo de
vulnerabilidad hacia la depresién (Dumitrescu, 2016).

El estrés crénico y la depresion pueden mediar en el riesgo y velocidad en la progresion de la
periodontitis a través del cambio en los comportamientos relacionados con la salud, como la
higiene oral, el tabaquismo y la dieta (Warren et al., 2014b). Ademds, a medida que la

periodontitis se vuelve crdnica, aumenta la aparicion de depresion (Tang & Cao, 2011).
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En un estudio en dos poblaciones de ratas con lineas genéticas diferentes y diferencias en
respuestas de comportamiento y neuroendocrinas frente al estrés, se observé un aumento de
la susceptibilidad a periodontitis en términos de profundidad de sondaje, nivel 6seo y nivel de
insercion clinico en el grupo con conductas asimilables al estrés (T. Breivik, Sluyter, Hof, &
Cools, 2000). En otro modelo con ratas Wistar en el que se indujo periodontitis mediante
ligaduras comparando un grupo con estrés frente a un grupo control, se pudo observar como
ante estrés repetido se aumentaron los niveles de pérdida dsea periodontal (Takada et al.,

2004).

Por ultimo, una reciente revision sistematica que incluyo quince articulos (ocho estudios
transversales, seis casos y controles y un estudio de cohortes) con gran heterogeneidad
existente entre los estudios, concluye que existe una tendencia para afirmar que la

periodontitis podria estar asociada con la depresion (Araujo et al., 2016).

A pesar de ello, la evidencia de la asociacién entre la depresion y la periodontitis es

contradictoria en la literatura.

Neurcinflamacion 1. Efectos psicolagicos (vergenza,

mediada por: soledad, bajo nivel social, eto)
1. Via neural 2. Efectos biclogicos ( invasion direata
2. Via humoral . del complejo rojo y sus productos
3. Via oclular gustia y poca higienc oral inflamatorios)

Alta comorbilidad de artritis reumatoide,
alergias, esclerosis multiple, enfermedad
di slar, insuficiencia renal cronica,
ete

Carga inflamatoria

—

<

Diseminacion sistemica del “complejo
rojo”, sus LPS y sus productos
inflamatorios

Figura 1. Esquema de plausibilidad biolégica modificado de Arauchi et al., 2018
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1.3.3 Estudios de intervencion

Actualmente no existen publicados estudios de intervencion realizados en humanos, pero si
en modelos animales; siendo el animal mas cominmente utilizado las ratas.

La administracion periférica de lipopolisacaridos (LPS) de endotoxinas, un componente de la
pared celular bacteriana Gram-negativa, ha demostrado un aumento en la expresién de
citoquinas pro-inflamatorias, como IL-1B, IL-6 y TNF-a), tanto en la periferia como en el
cerebro, especialmente en microglia y macréfagos perivasculares en el cerebro (Layé, Parnet,
Goujon, & Dantzer, 1994; Godbout et al., 2008).

En otro estudio tras realizar el mismo analisis, se detecté LPS de P. gingivalis en cerebros con
Alzheimer pero no en cerebros del grupo control (Poole, Singhrao, Kesavalu, Curtis, & Crean,
2013).

Curiosamente, un estudio en animales demostré que la tianeptina (antidepresivo triciclico) ha
demostrado tener propiedades antiinflamatorias (Hashioka et al., 2007; Hashioka, McGeer,
Monji, & Kanba, 2009), ralentiza la progresién de la periodontitis y mejora el comportamiento
relacionado con la emocionalidad y la ansiedad. Todo esto ha sido probado en el modelo de
bulbectomia olfativa en un modelo de ratas con depresidon y periodontitis inducida por

ligadura (Torbjorn Breivik et al., 2006).

1.4 Modelos de induccion de periodontitis y depresién en ratas

Actualmente existen diversos modelos de induccién de periodontitis para el modelo animal
de ratas: ligaduras de seda, nylon o algoddn o modelos combinados de induccidn con bacterias
y ligaduras.

El mas ampliamente utilizado es el modelo de ligadura, con las variantes de seda, nylon o
algodoén (sutura de seda 3.0 (Kirzioglu et al., 2017; Hosadurga et al., 2014; Wada-Mihara et al.,
2018) o las ligaduras con sutura de nylon 3.0 (Franca et al., 2017).

Otro modelo de induccidn es la ligadura de algodon, (Oliveira et al., 2017) en un modelo de
32 ratas Wistar queria observar el beneficio de los probidticos sobre la periodontitis
experimental y obtuvieron resultados de pérdida ésea estadisticamente significativa (p<0,05)
para el grupo tratamiento. Este modelo también fue utilizado por (Swerts et al., 2017) donde

en 80 ratas Wistar vieron el efecto del Iaser en ratas modificadas genéticamente. También fue

14



utilizado por (Cirano et al., 2016) en ratas Wistar para observar el efecto del resveratrol sobre
los patdégenos periodontales en periodontitis experimental en ratas. Por ultimo, también se
utilizé el modelo de ligaduras de algoddn en el estudio de Santos (Santos, Souza, Brigagdo,
Lima, & Fernandes, 2017) el objetivo era analizar la aplicacidon de estatinas en el tratamiento
de la periodontitis experimental y obtuvieron resultados positivos para el grupo de

tratamiento.

En otros casos se ha utilizado un modelo combinado de induccién con bacterias (P. gingivalis)
y ligaduras. En el estudio de (Kuraji, Fujita, Ito, Hashimoto, & Numabe, 2018) en 34 ratas
Wistar estudiaron la comorbilidad entre periodontitis y obesidad y a su vez compararon la
potencial pérdida dsea entre un grupo con ligaduras, otro grupo con ligaduras bafiadas en P.
gingivalis y un grupo control. El resultado arrojé que en todos los casos se observaba pérdida
Osea, siendo mas avanzada en el grupo con ligaduras y P. gingivalis pero se observé trauma
mecanico a nivel histoldgico. El modelo combinado también fue utilizado en el estudio de (Liu
et al., 2012), realizado en ratas Sprague Dawley, donde buscaban ver los efectos sistémicos

del ornidazol en periodontitis experimental.

Respecto a los modelos de induccidn de depresidn, el modelo de estrés leve crénico (CMS,
por sus siglas en inglés) es uno de los modelos de depresién mas validados. Se centra en la
accion sobre el sistema nervioso central ocasionando anhedonia en los seres humanos
(incapacidad para experimentar placer, pérdida de interés o satisfaccion por todas las
actividades) o comportamientos similares anheddnicos en animales (P. Willner, 2005).

El paradigma de la CMS implica la exposicion de los animales a una serie de factores
estresantes leves de manera impredecible (aislamiento o alojamiento abarrotado, privacion
de alimentos o agua, interrupcién del ciclo de luz y oscuridad, inclinacion de las jaulas de la
casa, ropa de cama humedecida, etc.) durante un periodo de varias semanas o incluso meses
(al menos 2 semanas). La ventaja de este modelo de CMS es que el estrés producido induce
cambios duraderos en los pardmetros conductuales, neuroquimicos, neuroinmunes vy
neuroendocrinolégicos que se asemejan a las disfunciones observadas en pacientes
deprimidos (P. Willner, 1997; P. Willner, 2005; Wiborg, 2013).

Histdricamente, el primer modelo de estrés crénico de anhedonia fue desarrollado por (Katz

& Hersh, 1981). En ese momento, los autores utilizaron factores estresantes severos, como
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descargas eléctricas, estrés por agitacion y estimulos frios. Los niveles basales de
corticosterona aumentaron, y una menor preferencia por el consumo de sacarosa sugirié una
disminucién en la sensibilidad de la recompensa, lo que indica una condicidn similar a la de
los estados anheddnicos (Katz & Hersh, 1981; Katz & Baldrighi, 1982). Basandose en estas
observaciones, Willner modificd el paradigma mediante el uso de factores de estrés mas
moderados durante mas tiempo para lograr condiciones inductoras mas realistas. Por lo tanto,
el modelo de CMS de Willner imita los estresores de la vida humana mdas estrechamente que
el modelo de Katz (P. Willner, Towell, Sampson, Sophokleous, & Muscat, 1987; P. Willner,
Muscat, & Papp, 1992). Por lo general, se prefieren ratas criadas, pero también se han
desarrollado protocolos de CMS para ratones (Schweizer, Henniger, & Sillaber, 2009).

Se trata pues de un estrés crénico, mixto fisico-psicoldgico, impredecible e inescapable que
desde que se utilizd por primera vez (P. Willner et al., 1987) se ha considerado uno de los
mejores modelos animales de depresion. La eleccion de este modelo se debe a que su validez
aparente, de constructo y predictiva se han demostrado en un gran nimero de estudio (P.
Willner, 1997).

Pese a la evidencia encontrada en la literatura, ninguno de los estudios evalua el papel que
juega la neuroinflamacidn en la relacidn entre periodontitis y depresion. Unicamente Breivik
y cols. 2006 (Torbjorn Breivik et al., 2006) observaron que las ratas con depresién inducida
presentaban estados mas severos de periodontitis. Sin embargo, no se ha podido establecer
plausibilidad biolégica de la relacién. Por lo tanto, aun no se ha podido establecer el
mecanismo de relacidn causal entre depresion y periodontitis; es por ello que cobra especial
importancia una investigacion que dirige los esfuerzos a esclarecer la relacion de plausibilidad

entre ambas patologias.

1.5 Justificacion

Basdndonos en la evidencia epidemioldgica, la plausibilidad bioldgica y la escasa
evidencia derivada de estudios preclinicos in vivo es de interés cientifico ahondar en
relaciéon entre la periodontitis y la depresidn para tratar de entender la fisiopatologia de
inflamacién/infeccién relacionada con la periodontitis en la fisiopatologia de la

depresion.
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2.0bjetivos

2.1. Objetivo general:

El objetivo general es analizar mediante un estudio preclinico in vivo los mecanismos

existentes de la relacion entre depresion y periodontitis.

2.2. Objetivo especifico:

- Poner a punto un modelo preclinico in vivo (ratas) para el estudio de la influencia de las
enfermedades periodontales (periodontitis) en las enfermedades psiquiatricas (depresion)

tanto a nivel molecular como comportamental.
- El objetivo de este Trabajo Fin de Master es comparar la pérdida ésea producida entre cuatro

grupos de experimentacion medida a nivel de trece localizaciones en hemi-mandibulas de

ratas mediante un analisis fotografico calibrado.
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3.Hipétesis

Los animales con periodontitis inducida presentan una mayor vulnerabilidad frente a la
respuesta neuroinflamatoria y los cambios comportamentales producidos en un modelo

experimental de depresidn basado en la exposicion a estrés.

Hipotesis especificas

- Las enfermedades periodontales (periodontitis) tienen influencia en las enfermedades
psiquidtricas (depresién) tanto a nivel molecular como comportamental.

- La pérdida dsea producida en el grupo con periodontitis y depresién es superior a la

producida en los grupos que tienen Unicamente periodontitis o depresién y el grupo control.
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4 Material y métodos

Todos los protocolos experimentales, manejo de animales y sacrificio se realizaran siguiendo
las normas de uso de animales de experimentacién establecidas por la legislacién vigente
(seglin Real Decreto 53/2013), previa aprobacién por el Comité de Etica en Experimentacion
Animal de la Universidad Complutense (UCM) y la Comunidad de Madrid. Las ratas fueron
estabuladas en las instalaciones (animalario de la Facultad de Medicina) de la UCM. Se

utilizaron ratas Wistar: Hann macho peso comprendido entre 230-250grs.

4.1. Disefo de estudio

Se trata de un estudio preclinico in vivo experimental con ratas Wistar: Hann macho con peso
comprendido entre 230-250grs.

El estudio consto de dos fases de investigacion:

- Fase 1: Induccién del modelo de periodontitis (12 semanas).

- Fase 2: Induccién del modelo de depresion (3 semanas).

Durante todo el periodo de induccion de la depresidn se continud con el proceso de lavados
orales con patdégenos periodontales con el fin de mantener el estimulo infeccioso.

Al final de este periodo contamos con 4 grupos de estudio: (a) con periodontitis y con
depresién (b) con periodontitis y sin depresidn, (c) sin periodontitis y con depresidon y (d) sin
periodontitis y sin depresién.

/ Sin depresion — Grupo 1

Con periodontitis .,
N\« Con depresiéon —> Grupo 2

T

Recepcion de los

i —_— X o iy — | registros | — | Sacrificio
animales periodontitis| —| depresion 9. —_—
n= 48 clinicos

Toma de

Induccion Induccién Toma de muestras
post-mortem

12 semanas 3 semanas

l Con depresion — Grupo 3

Sin periodontitis /
N

Sin depresion — Grupo 4

Figura 2: Diagrama resumen de la metodologia y temporalizacién del experimento
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4.2. Modelos de enfermedades

a. Modelo de periodontitis:

Para inducir periodontitis experimental en las ratas del estudio se preparé una disolucién de
dos bacterias con demostrada patogenicidad periodontal; P. gingivalis ATCC W83K1 vy
Fusobacterium nucleatum DMSZ 20482. Ello conlleva el mantenimiento de los cultivos
anaerobios bacterianos [80% N2, 10% H2, 10% CO2 at 37 grados centigrados (°C)] y la
preparacion de la disolucién diaria con la concentracién adecuada de bacterias. Las bacterias
se cultivaron en medio de cultivo Brain Heart Infusion (BHI) [25 mililitros (ml)] (Becton,
Dickinson and Company, USA). El crecimiento bacteriano se ajusté por espectrofotometria con
el objetivo de obtener una solucién de BHI con 10° unidades formadoras de colonias (UFC/ml)
para cada una de las bacterias.

Se retiraron con ayuda de una pipeta 100ul de cada uno de los cultivos y se sembraron
diluciones 10°, 107 y 102 con el fin de controlar las UFC/ml del cultivo y la ausencia de
contaminaciones. Los dos cultivos puros se mezclaron y centrifugaron durante 10 minutos a
4000 revoluciones por minuto rpm (revoluciones por minuto) con el fin de separar las
bacterias del medio de cultivo. Una vez retirado el medio de cultivo, las bacterias depositadas
se resuspendieron en 50ml de la solucidn de lavado [PBS (phosphate-buffered saline) al 2% de
carboximetilcelulosa (CMC) (Sigma, St. Louis, MO, USA)]. Se prepard asimismo una disolucién
de lavado sin bacterias para utilizarla como placebo. Se administré 1ml de la disolucién con
las bacterias o placebo cuatro veces por semana durante doce semanas a cada uno de los

animales de estudio con ayuda de una jeringuilla de insulina.

b. Modelo de depresion (Chronic Mild Stress [CMS]) (Martin-Herndndez et al., 2016)

Los animales fueron sometidos durante 21 dias a una serie aleatoria de estimulos estresantes
de intensidad leve, para evitar la habituacién. En un mismo dia los animales estuvieron
expuestos a dos tipos de estimulos estresantes distintos y consecutivos, salvo un dia a la
semana en el que no estuvieron en presencia de ningun estimulo estresante.
Los estimulos estresantes empleados fueron:

1) Emparejar dos animales en la misma jaula. Un mismo animal es visitante y visitado

alo largo de la semana
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2) Jaula inclinada en un angulo de 459C

3) Jaula mojada: 250 ml de agua en el serrin de cada una de las jaulas
4) lluminacion Estroboscépica: 150 flashes /min

5) Privacion Agua

6) Privaciéon comida

En el caso de que el animal sufriera lesiones de cualquier tipo, se pusiera enfermo o
moribundo, se le aplicaron cuidados veterinarios segin recomendaciones y procedimientos

autorizados.

Los animales fueron alimentados con una dieta estandar compuesta por 3% de grasa, 60% de
hidratos de carbono, 16% de proteinas y 21% de vitaminas y minerales por cada 100 gramos
de alimentos. Se trata de un pienso estandar de mantenimiento (alimentacion ad libitum) de

consistencia dura.
4.3. Registro de variables

El registro de las variables clinicas se realizd con una sonda periodontal de 0,4Amm de
didametro: el indice de sangrado simplificado (presencia/ausencia), la profundidad de sondaje
(aumentada si es >0,2mm) y el indice gingival modificado de Lobene (se trata de una
modificacion del indice desarrollado por Silness & Loe en 1963 para evaluar el tejido gingival
en el que no se utiliza sonda periodontal. Las puntuaciones van de 0 a 3 siendo 0 ausencia de
inflamacién: encia normal, 1 Inflamacion leve: ligero cambio de color y escaso cambio de
textura sin sangrado al sondaje, 2 Inflamacion moderada: enrojecimiento y aspecto brillante,
edema e hipertrofia moderada, sangrado al sondaje, 3 Inflamacién severa: marcado color
rojo, edema e hipertrofia pronunciada, sangrado espontaneo o ulceraciones. El registro de
las variables clinicas se realizd bajo anestesia general tras doce semanas de induccién de la
periodontitis y tras la Ultima sesion de estrés. La toma de muestras in vivo se realizd bajo
condiciones de anestesia y analgesia y por ultimo el destino final de los animales fue el

sacrificio.
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4.4 Toma de muestras post-mortem

El sacrificio fue realizado mediante anestesia terminal con pentobarbital sdédico
(220mg/kg i.p.; previamente diluido con salino estéril) y posterior decapitacion con

guillotina.

Tras la eutanasia se procedid a la diseccion de los animales, en este caso la conservacién de
las hemi-mandibulas se realizé en condiciones de temperatura a 30 2C bajo cero.

Algunos animales fueron sometidos a aislamiento y extraccion de tejido fresco, las muestras
fueron recogidas en nieve carbdnica y almacenadas a -802C hasta posterior utilizacién segln
determinacién. Tras esto se extrajeron las siguientes areas cerebrales relevantes para el
estudio de la neuroinflamacion: como corteza frontal, hipocampo e hipotalamo. Igualmente,

se extrajeron muestras de mandibula, higado, bazo, ganglios cervicales y corazon.

El resto de animales se sometieron a un analisis morfométrico para lo que se procedio a la
tincion de las muestras con azul de metileno mediante el siguiente protocolo:
1. Retirada de las hemimandibulas del congelador (figura 3).
2. Introduccidn de las mismas en 75 ml de agua destilada en un vaso de precipitado de
100 ml.
3. Colocacién del vaso de precipitado en la placa calefactora (T.ARE heating magnetic
stirrer with timer, VELP scientifica ®) a 3702 C hasta conseguir el punto de ebullicion
(figura 4).
4. Una vez adquirido el punto de ebullicién se disminuye la temperatura a 2002 C.
5. Durante 30 minutos se mantiene la temperaturaa 2002 C.
6. Una vez reblandecido, el tejido blando se retira con un cepillo de dientes de dureza
media de Vitis ® (Barcelona).
7. Las hemi-mandibulas privadas del tejido blando, se depositan en tubos Falcon de 50
ml con 45 ml de agua y se posicionan en el agitador orbital (Heidolph Rotamax 120)
a 150 revoluciones por minuto (rpm) durante 1 semana con la finalidad del
precipitado de tejido blando remanente.
8. Transcurrida la semana, se introduce la hemi-mandibula de nuevo en agua destilada
en la placa calefactora. Tras alcanzar el punto de ebullicién, se mantiene a 2002C

durante 10 minutos.
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9. Para la eliminacion de los restos de tejido blando remanente, se utilizé un cepillo de
dientes de dureza media Vitis ® (Barcelona) y una cureta tipo Gracey Hu-Friedy ®
mini 5-6 con el fin de eliminar cualquier resquicio de tejido blanco.

10. Una vez eliminado el tejido blando por completo, se procede a la tincidn de las hemi-
mandibulas individualmente durante 1 minuto con azul de metileno (figura 5).

11. Tras esto se lavan con abundante agua y se dejan secar durante una semana.

Figuras 3 y 4: hemi-mandibula tras retirada del congelador y preparacién para la coccion
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Figura 5: Tincion en azul de metileno

Este proceso asi como las fotografias correspondientes a las mediciones fueron realizadas por

dos investigadores (M.M y M.G)

4.6 Variables del estudio

La variable respuesta principal es la pérdida ésea. Esta fue analizada mediante fotografias
realizadas con el microscopio Nikon SMZ800 ® (Nikon Instrument Inc. Melville, Nueva York,
Estados Unidos) a un aumento de 2x y las mediciones calibradas se realizaron utilizando el

programa Leica Application Suite ® ( Microsistemas Leica, Suiza).

Para estandarizar la obtencién de las fotografias se llevd a cabo el siguiente protocolo:

en primer lugar, se colocd la hemi-mandibula en un bloque de cera (utilizada cominmente
para suplementar cubetas ) de 2 cm de altura, de tal manera que la cara palatina de los
molares quedase lo mas paralela posible a la base y sin observarse la cara oclusal desde un
punto de vista cenital. Una vez posicionadas las hemimandibulas correctamente, se procedié
a realizar las fotografias con el microscopio, esto fue llevado a cabo por (M.M). Una vez
obtenidas las fotografias, se triplicaron para poder realizar en cada una de ellas el conjunto de
las mediciones correspondiente a cada una de las medidas. Una vez obtenidas todas las

fotografias se procedio a realizar las mediciones (M.G y M.M).
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El analisis morfométrico se realizé en cada una de las fotografias utilizando una escala
calibrada en milimetros. Cada fotografia se corresponde a la hemi-mandibula derecha y en
ella se incluyen tres molares. Se utilizo una fotografia de modelo en la que se realizaron
durante 5 veces las mediciones hasta llegar a un indice de acuerdo kappa de 90 entre M.G y
M.M.

Las mediciones que se realizaron fueron las siguientes:

1. Distancia desde la linea amelo-cementaria (LAC) a la cresta 6sea medida en el nivel de la
furca. Esta medicidn se realiza a nivel de 4 puntos correspondientes a las furcas de las piezas
involucradas. El objetivo de dicha medicion es valorar la pérdida dsea ocasionada a nivel de |a
furca (figura 6).

2. Distancia desde el punto de contacto entre los molares hasta la cresta 6sea. Se realiza en
los puntos de contacto entre el primer y segundo molar y entre el segundo y tercer molar. El
objetivo de esta medicidn es valorar la pérdida de tejido dseo interproximal (figura 7).

3. Distancia desde el punto mas apical de la cresta (a nivel de cada raiz) hasta el LAC medido
en su proyeccion perpendicular en el LAC. Se obtiene en las 7 raices correspondientes a las

piezas y su objetivo es medir la pérdida dsea a nivel radicular (figura 8).

Figura 6: Medicion de la distancia LAC- cresta dsea a nivel de la furca (medida 1)

ader# |
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Se registran 4 puntos: MED_F_M1.: distancia desde el LAC hasta la cresta dsea a nivel de la
furca en el primer molar, MED_F_M2: distancia desde el LAC hasta la cresta dsea a nivel de
la furca en el segundo molar, MED_F_M3_1: distancia desde el LAC hasta la cresta dsea a
nivel de la primera furca en tercer molary MED_F_M3_2: distancia desde el LAC hasta la
cresta dsea a nivel de la segunda furca en el tercer molar.
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Figura 7: Medicidon desde el punto de contacto entre los molares hasta la cresta dsea

(medida 2)

MED_PTO 1 MED_PTO 2

Se registran 2 puntos: MED_PTO_1: medicion desde el punto de contacto hasta la cresta
Osea entre primer y segundo molar y MED_PTO_2: medicién desde el punto de contacto
hasta la cresta 6sea entre segundo y tercer molar.

Figura 8:Distancia desde el punto mas apical de la cresta en cada raiz a su proyeccion
perpendicular al LAC (medida 3)
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Se registran 7 puntos: MED_API_M1_1: medicion desde el punto mas apical de la cresta en
la primera raiz del primer molar en su proyecciéon perpendicular al LAC. MED_API_M1_2:
medicién desde el punto mas apical de la cresta en la segunda raiz del primer molar en su
proyeccion perpendicular al LAC, MED_API_M2_1: medicién desde el punto mas apical de la
cresta en la primera raiz del segundo molar en su proyecciéon perpendicular al LAC,
MED_API_M2_2: medicién desde el punto mdas apical de la cresta en la segunda raiz del
segundo molar en su proyeccién perpendicular al LAC,MED_API_M3_1: medicidon desde el
punto mds apical de la cresta en la primera raiz del tercer molar en su proyeccion
perpendicular al LAC, MED_API_M3_2: medicién desde el punto mas apical de la cresta en la
segunda raiz del tercer molar en su proyeccién perpendicular al LAC y MED_API_M3_3:
medicién desde el punto mas apical de la cresta en la tercera raiz del tercer molar en su
proyeccion perpendicular al LAC.

4.7. Calculo del tamaino muestral

No existen publicados estudios previos utilizando los dos modelos experimentales
combinados que analicen los parametros planteados en el proyecto. Sin embargo, se realizé
el calculo del tamafio muestral utilizando datos experimentales previos (obtenidos
conjuntamente por el grupo de investigacion de Neuropsicofarmacologia Molecular, del
Departamento de Farmacologia de la Facultad de Medicina de la UCM vy el grupo de
investigacion de Etiologia y terapéutica de las enfermedades periodontales (ETEP)
perteneciente al Departamento de Estomatologia lll de la Facultad de Odontologia de la UCM)

en estudios que utilizaban el modelo de CMS y también otros grupos que utilizaban
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protocolos de experimentacidn similares. Fijamos una desviacion standard hipotética=25 y
una diferencia a detectar=50 (2 x sigma) en la expresién de pardmetros inflamatorios a nivel
de proteinay de Acido ribonucleico mitocondrial (ARNm) (Martin-Hernandez y cols., 2016). Lo
gue nos lleva a proponer un tamafio muestral n=10 animales por grupo, lo que supone un
total de 40 ratas tipo Wistar de misma edad y peso. Finalmente, por la alta mortalidad

asociada a la experimentacion con este modelo animal se incluyeron 12 ratas por grupo.

4.8 Analisis estadistico

La variable respuesta principal es la pérdida 6sea medida en milimetros (variable cuantitativa).
Se calculé el valor de pérdida 6sea media de cada medida en cada uno de sus puntos para

comparar la pérdida ésea en cada uno de los 4 grupos.

La distribucién de la muestra se comprobd mediante la obtencion de diagramas de caja y de
las pruebas de normalidad de Shapiro Wilk. Para el cdlculo de diferencias intergrupo se

empleo un test ANOVA con correcciones de Bonferroni.

Se realizd una comparacion de pérdida ésea entre los grupos con y sin periodontitis para el

gue se empleo el test T-Student de muestras relacionadas.

Se considera que los valores de p<0,05 son estadisticamente significativos. Los resultados

fueron analizados mediante el programa SPSS (version 25, IBM ®).
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5. Resultados
5.1 Descripcion de la muestra

Se incluyeron 48 ratas tipo Wistar de la misma edad y peso. Al inicio del estudio dos ratas
fallecieron (una perteneciente al grupo 1 y otra al grupo 4), otras dos de ellas pertenecientes
al grupo 1y al grupo 3 fallecieron tras la induccién anestésica. Otras dos ratas no se durmieron
tras la induccién de periodontitis experimental (una de ellas perteneciente al grupo 1 y otra

al grupo 2).

Del total de la muestra, once ratas (una de ellas perteneciente al grupo 1, dos pertenecientes
al grupo 2, tres pertenecientes al grupo 3 y cinco pertenecientes al grupo 4) fueron

perfundidas con la finalidad de realizar histologia e inmunohistoquimica en el tejido cerebral.
Por lo tanto, para el analisis estadistico se incluyeron datos de 31 animales.

5.2 Induccion de periodontitis

Los resultados del analisis T-Student de comparacion de pérdida dsea entre los grupos con y
sin periodontitis presentados en la Tabla 1, arrojaron una tendencia mayor a la pérdida ésea
en los grupos inducidos con periodontitis (grupos 1 y 2) pese a no existir diferencias

estadisticamente significativas.

El punto que mas pérdida désea ha registrado es el correspondiente a la medida
MED_API_M1_1 en el grupo con periodontitis con 1,28mm de pérdida medida en la primera

raiz del primer molar.

Los resultados de la estadistica del test de ANOVA correspondiente a la pérdida dsea (variable
respuesta principal) agrupados por cada uno de los 3 tipos de medicién y grupo se presentan
en la Tabla 2. Encontramos diferencias estadisticamente significativas a nivel de la medicién
en furca pero dicha diferencia no es apreciable tras la correccion con la Prueba de Bonferroni.
A su vez se observa una tendencia a la pérdida ésea en la mayoria de las mediciones en el
grupo con periodontitis y depresion inducidas (grupo 2). De manera similar, el grupo inducido
por periodontitis (grupo 1) mostré un aumento de pérdida dsea en comparacién con el grupo

control (grupo 4).
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Para la medida MED_M (medicién 1) la mayor discrepancia se encuentra entre el grupo 2
(periodontitis y depresion) con una media de 0,67mm de pérdida ésea y el grupo 4 (control)

con 0,53mm de pérdida dsea.

En el caso de la medida MED_PTO (medicion 2) la mayor diferencia también se encuentra

entre los grupos 2 y 4 con datos de pérdida 6sea de 1,14mm frente 1,04mm respectivamente.

En la medida MED_API (medicién 3), la mayor diferencia se encuentra entre los grupos 2

(periodontitis y depresion) con 0,83mm de pérdida y el grupo 1( periodontitis) a los 0,74mm.

A modo de sintesis, se presentan los graficos de caja correspondientes a las medias a nivel de
las medidas 1, 2 y 3 (pérdida désea en furca, a nivel interproximal y a nivel de la raiz) por grupo

(figuras 8,9 y 10).
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Tabla 1: Comparacion de medias de los grupos con vy sin periodontitis

medicion CON / SIN PERIO MEDIA DESV. DESVIACION Sig (bilateral)

MED_F_M1 CON 15 0,76 0,21 0,193
SIN 13 0,67 0,14

MED_F_M2 CON 13 0,71 0,19 0,116
SIN 12 0,59 0,17

MED_F M3 1 CON 16 0,54 0,15 0,150
SIN 13 0,46 0,13

MED_F_M3_2 CON 16 0,46 0,10 0,569
SIN 13 0,48 0,09

MED_F PTO_1 CON 17 1,11 0,21 0,557
SIN 14 1,07 0,17

MED_F_PTO_2 CON 17 1,03 0,12 0,252
SIN 14 1,11 0,25

MED_API_M1_1 CON 17 1,28 0,13 0,866
SIN 15 1,27 0,14

MED_API_M1_2 CON 17 1,04 0,14 0,078
SIN 15 1,12 0,12
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MED_API_M2_1

MED_API_M2_2

MED_API_M3_1

MED_API_M3_2

MED_API_M3_3

SIN

SIN

SIN

SIN

SIN

15

15

15

15

15

0,79

0,67

0,51

0,55

0,64

0,12

0,11

0,09

0,09

0,08

0,751

0,538

0,823

0,690

0,305

Grupos CON periodontitis y SIN periodontitis. No se observan diferencias estadisticamente significativas (DES)
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Tabla 2: Resultado de ANOVA comparacién de medias por localizacion

medicion GRUPO N MEDIA DESV. DESVIACION Sig (bilateral)

MED_M 0,039*

2 8 0,67 0,07

4 5 0,53 0,08

MED_PTO 1 8 0,99 0,11 0,215

3 8 1,13 0,23

total 31 1,08 0,17

MED_API 0,410

2 9 0,83 0,12

4 7 0,79 0,06
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MED_M pérdida media a nivel de la furca (medida 1), MED_PTO pérdida media a nivel interproximal (medida 2), MED_API pérdida media a nivel de

la raiz (medida 3). DES en la medida MED_M 0,39* no observadas en correccién de Bonferroni.
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6. Discusion

El objetivo de este estudio fue analizar mediante un estudio preclinico in vivo los mecanismos de
relacion entre depresidén y enfermedades periodontales. Concretamente en el trabajo que se
presenta se realizaron fotografias de las hemi-mandibulas post-mortem en las que se evalué la
pérdida 6sea en cada uno de los cuatro grupos realizandose tres tipos de mediciones en cada
uno de ellos.

En la comparacién de grupos con y sin periodontitis, pese a no existir diferencias
estadisticamente significativas observamos una tendencia mayor a la pérdida en los grupos que
si presentan periodontitis. Esta pérdida es mas acentuada a nivel de las furcas donde
encontramos 0,76mm de pérdida media en el grupo experimental frente 0,67mm en el grupo
control a nivel del primer molary 0,71mm de pérdida para el grupo periodontitis frente a 0,59mm
en el grupo control.

En la comparacién de los cuatro grupos de las 3 medidas, se observa una diferencia
estadisticamente significativa en la medida 1 (a nivel de la furca). Sin embargo, no nos es
inidentificable en la correccion de Bonferroni entre que grupos se encuentra debido a la
disminucién del tamafio muestral. Pese a no encontrar diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos, se observa una tendencia creciente a la pérdida dsea en los grupos con
periodontitis y depresidn. Uno de los factores que podria influir en la inexistencia de diferencias
estadisticamente significativas puede estar relacionado con los pocos cambios detectables en
dicho modelo animal. También es de interés destacar que para el calculo del tamafio muestral
no se tuvo en cuenta la variable de pérdida dsea, lo que podria haber disminuido la potencia

estadistica a la hora de encontrar diferencias.

Cabe destacar que, tanto en el analisis de comparacién de dos grupos (con o sin periodontitis)
como en el comparativo de los cuatro grupos, se observa una tendencia superior de pérdida dsea
en aquellos animales a los que se les ha inducido la periodontitis. Esto nos conduce a pensar que
hemos conseguido inducir la periodontitis en dichos animales. Sin embargo, estos resultados

deben ser interpretados con cautela ya que la patogenicidad y virulencia de las bacterias
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empleadas puede no ser comparable a la patogenicidad y virulencia de las bacterias encontradas

en la periodontitis de curso natural sin induccién.

Por lo tanto, nuestros resultados pese a no ser estadisticamente significativos conducen a pensar
gue existe una relacién bidireccional en un modelo animal entre periodontitis y depresion en
relacion con pérdida ésea. Sin embargo, es necesario aumentar el espectro de evidencia para
conseguir aclarar los mecanismos que unen las cadenas patogénicas de estas dos patologias

inflamatorias.

Existe una asociacion robusta, y presumiblemente causal, entre los eventos estresantes de la vida
y los episodios depresivos mayores. Se cree que la neurobiologia que subyace al estrés y la
depresidn es el resultado de anomalias moleculares y celulares que interactian con factores

genéticos y ambientales (Warren et al., 2014b).

Dentro de la heterogeneidad en la evidencia cientifica encontrada, nos es interesante resaltar 2
aspectos relevantes, en primer lugar, de que manera se ha llevado a cabo la induccién de la
periodontitis y en segundo lugar que método de andlisis se ha utilizado para la valoracién de la

pérdida 6sea.

Tradicionalmente en este tipo de estudios descritos en la literatura se ha optado por el modelo
de ligaduras. No obstante, en nuestro grupo de investigacién ETEP anteriormente ya se habia
utilizado este modelo de induccién mediante lavados orales con P. gingivalis ATCC W83K1 y
Fusobacterium nucleatum DMSZ 20482 en un estudio para establecer comorbilidad entre
obesidad y periodontitis. En este caso no se realizé andlisis morfométrico de pérdida dsea, pero
los resultados de los pardmetros clinicos en cuanto a sondaje periodontal e indice gingival
modificado aumentaron significativamente (p <0,05) en los grupos de periodontitis inducida en
comparacion con los controles (Virto et al.,, 2017). En nuestro caso, la realizacién de medidas
morfomeétricas sin evaluar el componente infradseo puede ser uno de los desencadenantes de
no haber obtenido estas diferencias estadisticamente significativas. No obstante, la utilizacién
del modelo de induccién mediante lavados elimina el posible trauma mecanico ocasionado por
las ligaduras, asegurando la induccién por la patogenicidad de las bacterias y no por el trauma

sufrido por el periodonto.
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(Torbjorn Breivik et al., 2006) administraron tianeptina a una dosis diaria de 10 mg / kg durante
35 dias en el grupo de tratamiento para ver el efecto de los antidepresivos en el desarrollo de
periodontitis, también se administré una solucién salina en el grupo control. Ambos grupos
presentaban periodontitis inducida por ligadura el mismo dia de la primera administracién del
farmaco. Treinta y cinco dias después de la colocacion de la ligadura, |la pérdida dsea alveolar en
el grupo de tratamiento se redujo significativamente en comparacion con los controles. Esta
pérdida fue analizada mediante radiografias en la que se media la distancia del LAC al hueso,
Unicamente se realizé a nivel del segundo molar. Los animales en el grupo control sufrieron una
pérdida dsea mds pronunciada 1,06mm * 0,25 mm frente 0,90mm + 0,09mm en el grupo test.
Cabe destacar que las diferencias significativas en este caso pueden deberse a la utilizacion del
modelo de ligaduras pese a que las ligaduras estuvieron 62 dias en boca frente a los 84 dias de
lavados realizados en nuestro estudio.

(Branco-de-Almeida etal., 2012) utilizaron el mismo modelo animal de ratas Wistar y
administraron por sonda nasogastrica fluoxetina. En este caso se utilizé modelo de induccidn de
ligaduras. Tras 15 dias, el grupo tratado con fluoxetina mostrd niveles significativamente mas
bajos de pérdida ésea en comparacion con el grupo control. La influencia de la fluoxetina en la
pérdida 6sea periodontal se evalué histométricamente midiendo el drea (milimetros cuadrados)
de la reabsorcién dsea en la regién de la furca. Las muestras mandibulares del grupo de control
(sin ligadura) también se midieron para comparar los resultados de ambos grupos de ligadura. El
grupo experimental mostré menores niveles de pérdida 6sea a nivel de la furca p <0.05.

Estas observaciones coinciden con nuestros resultados, observandose una pérdida ésea mas
acentuada a nivel de las furca, lo que nos sugiere que la pérdida dsea a este nivel es mas
reproducible. Sin embargo, esta pérdida en el caso de Branco-de- Almeida podria justificarse por
el trauma producido por la ligadura.

En cuanto a los estudios que han utilizado el mismo método de cuantificacién de pérdida ésea
(analisis morfométrico) encontramos tres estudios interesantes pese a no tratar de hallar la
comorbilidad entre depresion y periodontitis.

(Maekawa et al., 2017 y Macri et al., 2014) encontraron DES utilizando nuestro mismo método
de cuantificacién de pérdida dsea. En el primer grupo realizaron un analisis de DNA microarray
en ratones diabéticos con periodontitis inducida por ligadura durante 3-7 dias, en el andlisis
morfométrico se calcularon las distancias totales desde el LAC a la cresta dsea de tres sitios.

Aunque no se observaron diferencias significativas entre los ratones experimentales y control
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con respecto a la pérdida ésea a los 3 dias si que presentaban diferencias a los 7 dias posteriores
a la ligadura (p <0,05). (Macri et al., 2014) comprobaron la plausibilidad entre una dieta rica en
colesterol y periodontitis. Al igual que en nuestro caso se realizdé un andlisis morfométrico con
muestras tefiidas en azul de metileno para marcar el LAC y también se midieron las areas de
pérdida dsea. Sin embargo, utilizaron el modelo de induccion por ligadura. La pérdida dsea
observada en el grupo control fue de 0,74mm (SD = 0,07), para el grupo control y ligaduras
1,36mm (SD = 0,10) mientras que para el grupo con dieta rica en colesterol y ligaduras 1,59mm
(SD=0,12). Todos los valores fueron estadisticamente significativos p < 0,0001. Estos resultados
nos invitan a pensar que es posible detectar cambios estadisticamente significativos utilizando
un analisis morfométrico en el modelo animal de ratas, pese a ello estos resultados pueden ser

resultado del trauma sufrido en el periodonto aumentando la pérdida dsea.

(Cavagni et al., 2013) también utilizaron el mismo método de medicidon que en nuestro estudio
para analizar si la obesidad aumentaba el riesgo de periodontitis. Por lo tanto, se trata de un
método de medicion ampliamente validado en la literatura. En este caso se realizaron 5
mediciones en cada superficie del segundo molar (vestibular y palatino). Los resultados arrojaron
que la pérdida de hueso en el grupo control era de 0,344mm (0,313- 0,367) y 0,491mm(0,427-
0,506) para bucal y en el grupo de experimentacién 0.308mm (0.289-0.354) y 0.549mm (0.482—-
0.616) en vestibular y palatino respectivamente. Al igual que en nuestro caso no se encontraron

diferencias estadisticamente significativas (P = 0.11).

(Li & Amar, 2007) utilizaron el analisis con Micro-tomografia computerizada (Micro CT) para
estudiar lesiones periodontales, en dicho analisis se observé que la pérdida ésea en el grupo
experimental era significativamente mayor. El andlisis con micro- CT al ser una prueba mas
sensible permite detectar pequefios cambios que han podido pasar desapercibidos en nuestros

resultados al no poderse cuantificar el componente intradseo de los defectos.

Varios mecanismos fisiopatoldgicos pueden explicar la asociacion del estrés crénico y la
depresién con enfermedades sistémicas (Joéls & Baram, 2009; Miller, Maletic, & Raison, 2009;
Shelton & Trivedi, 2011; Warren etal.,, 2014). Pese a ello aun no se ha establecido una

plausibilidad bioldgica clara entre ambas patologias. Nuestros resultados nos conducen a pensar
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gue ambas patologias comparten comportamientos microbiolégicos similares y la pérdida dsea
es mas acentuada cuando ambas se encuentran presentes.

Esta teoria esta sustentada por un estudio publicado recientemente de Simoes (Simdes et al.,
2019) realizado en ratas Wistar donde se realiza induccion de lesiones periodontales con el
objetivo de analizar las citoquinas pro-inflamatorias a nivel cerebral y se observd un
comportamiento anheiddnico y depresivo mds acentuado en el grupo con lesiones (dichas

conductas depresivas fueron similares a la ansiedad).

Limitaciones y fortalezas del estudio

Este estudio preclinico “in vivo” fue llevado a cabo bajo un estricto control de calidad. Para ello,
se utilizaron todas las herramientas posibles a fin de evitar sesgos. Se realizo el célculo del
tamafio muestral y aleatorizacién para asignacidon a los cuatro grupos comparativos. Las

mediciones fueron realizadas por dos examinadores independientes (M.G y M.M).

El uso de un modelo murino permitié eliminar los factores de confusion que influyen en los

ensayos de causalidad en humanos.

Los modelos animales siguen siendo una herramienta imprescindible en la investigacién
periodontal para establecer relaciones de causalidad, ya que permiten un anélisis mas preciso de
las relaciones causa-efecto y un mejor control de los parametros de estudio con respecto a los

estudios en humanos (Graves, Kang, Andriankaja, Wada, & Rossa, 2012).

Las ratas tipo Wistar representan el modelo mas utilizado en investigacion periodontal, debido a
las similitudes anatémicas y bioldgicas con el periodonto humano (Hajishengallis, Lamont, &
Graves, 2015), a su vez, constituyen una solucion valiosa y eficiente, dado que estos animales
son muy manejables en laboratorio, son econdmicos y tienen una estructura anatémica de los
molares similares a los humanos (Klausen, 1991). A su vez el modelo murino, logra reproducir
fiablemente la periodontitis ya sea con ligaduras o lavados (Graves et al., 2012) y por ultimo nos
permite abordar la induccién de la depresién que no seria aprobada por ninglin comité ético para

otros animales, como por ejemplo los perros.
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En cuanto a las limitaciones, debemos hacer especial mencidn a la alimentacion de los animales.
Fueron alimentados con pienso estandar de mantenimiento de consistencia dura y eso podria
suponer una menor acumulacion de biofilm debido el arrastre de los depdsitos con el alimento.

Por lo tanto, no hemos sido capaces de crear una periodontitis severa.

Para el andlisis de pérdida ésea, hubiese sido de mayor utilidad emplear un analisis con Micro CT
ya que el analisis morfométrico no nos permite establecer los pardmetros de pérdida 6sea del

componente infradseo.

Por ultimo, el tamafio del modelo animal a pesar de poseer caracteristicas positivas como el
manejo de los animales, presenta una gran desventaja a la hora de realizar las mediciones clinicas

ya que su realizacién es complicada y poco reproducible.

Lineas futuras de investigacion

La valia de un determinado modelo animal reside en su capacidad de averiguar una hipdtesis
especifica, mas que a su fidelidad a los diferentes aspectos relacionados con la patogénesis de
una enfermedad. Por lo tanto, la investigacion preclinica “in vivo” todavia se considera
indispensable para explorar los detalles moleculares mas especificos que apoyen las asociaciones
epidemioldgicas entre la periodontitis y otras enfermedades sistémicas (Hajishengallis et al.,

2015).

Los resultados de este estudio tendrian el potencial de ser traslados a disefios de estudios de
intervencién con el fin de identificar tratamientos para actuar sobre los procesos claves de la
progresion de la periodontitis y la depresion. Dichos estudios cobran especial relevancia dada la

elevada prevalencia de ambas enfermedades.

Con cierta discrecién se abre una via de investigacién sobre la repercusién que podria tener
presentar niveles mas altos de citoquinas proinflamatorias en el cerebro y sus cambios en el eje
HPA. A su vez, los tratamientos con antidepresivos podrian ser una alternativa para tratar las

comorbilidades asociadas a las lesiones periodontales.
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7. Conclusiones

Este estudio preclinico “in vivo” sugiere evidencias sobre la relacidon de causalidad que existe
entre la depresién inducida y la periodontitis experimental en un modelo animal. Por lo tanto,
este disefio insinla que los animales con periodontitis inducida presentan una mayor
vulnerabilidad frente a la respuesta neuroinflamatoria y los cambios comportamentales

producidos en un modelo experimental de depresion basado en la exposicidn a estrés.

El andlisis de pérdida ésea del modelo preclinico parece demostrar una asociacién entre la
depresidn con la periodontitis experimental; observandose mayor pérdida dsea en el grupo de
animales con ambas patologias. Esto nos conduce a pensar que se ha producido la induccion de

periodontitis experimental mediante lavados orales tras el analisis fotografico calibrado.
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Anexo |

Figura 9: Diagrama de caja representando la media de la variable pérdida 6sea a nivel de la
furca representada para los 4 grupos (medida 1)
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Figura 10: Diagrama de caja representando la media de la variable pérdida dsea a nivel
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Figura 11: Diagrama de caja representando la media de la variable pérdida ésea a nivel de
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