N
UNIVERSIDAD

COMPLUTENSE

MADRID

MASTER EN: CIENCIAS ODONTOLOGICAS

COMPROMISO DEONTOLOGICO PARA LA ELABORACION, REDACCION
Y POSIBLE PUBLICACION DEL TRABAJO DE FIN DE MASTER (TFM)
CENTRO: Facultad de Odontologia

ESTUDIANTE DE MASTER: Eber Asbel Cuba Mamani

TUTOR/ES DEL TFM: Elena Figuero Ruiz

TITULO DEL TFM: Analisis de mediadores inflamatorios en plasma y encia de ratas
con periodontitis y depresion.

FECHA DE PRIMERA MATRICULA: 28 Septiembre 2020
FECHA DE SEGUNDA MATRICULA (en caso de producirse):

1. Objeto

El presente documento constituye un compromiso entre el estudiante matriculado
en el Master en
Ciencias Odontol6gicas

y su Tutor/es y en el que se fijan las funciones de supervision del citado trabajo de
fin de master (TFM), los derechos y obligaciones del estudiante y de su/s profesor/es
tutor/es del TFM y en donde se especifican el procedimiento de resolucion de
potenciales conflictos, asi como los aspectos relativos a los derechos de propiedad
intelectual o industrial que se puedan generar durante el desarrollo de su TFM.

2. Colaboracion mutua

El/los tutor/es del TFM vy el autor del mismo, en el ambito de las funciones que a
cada uno corresponden, se comprometen a establecer unas condiciones de
colaboracion que permitan la realizacion de este trabajo v, finalmente, su defensa de
acuerdo con los procedimientos y los plazos que estén establecidos al respectoen
la normativa vigente.
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3. Normativa

Los firmantes del presente compromiso declaran conocer la normativa vigente
reguladora para la realizacion y defensa de los TFM y aceptan las disposiciones
contenidas en la misma.

4. Obligaciones del estudiante de Méster

- Elaborar, consensuado con el/los Tutor/es del TFM un cronograma detallado de
trabajo que abarque el tiempo total de realizacion del mismo hasta su lectura.

- Informar regularmente al Tutor/es del TFM de la evolucion de su trabajo, los
problemas que se le planteen durante su desarrollo y los resultados obtenidos.

- Seguir las indicaciones que, sobre la realizacion y seguimiento de las actividades
formativas y la labor de investigacion, le hagan su tutor/es del TFM.

- Velar por el correcto uso de las instalaciones y materiales que se le faciliten por
parte de la Universidad Complutense con el objeto de llevar a cabo su actividad
de trabajo, estudio e investigacion.

5. Obligaciones del tutor/es del TFM

- Supervisar las actividades formativas que desarrolle el estudiante; asi como
desempefiar todas las funciones que le sean propias, desde el momento de la
aceptacion de la tutorizacién hasta su defensa publica.

- Facilitar al estudiante la orientacion y el asesoramiento que necesite.

6. Buenas practicas

El estudiante y el tutor/es del TFM se comprometen a seguir, en todo momento,
practicas de trabajo seguras, conforme a la legislacion actual, incluida la adopcion
de medidas necesarias en materia de salud, seguridad y prevencién de riesgos
laborales.

También se comprometen a evitar la copia total o parcial no autorizada de una obra
ajena presentandola como propia tanto en el TFM como en las obras o los documentos
literarios, cientificos o artisticos que se generen como resultado del mismo. Para tal,
el estudiante firmara la Declaracion de No Plagio del ANEXO 1, que sera incluido
como primera pagina de su TFM.

7. Procedimiento de resolucidn de conflictos académicos
En el caso de producirse algin conflicto derivado del incumplimiento de alguno de

los extremos a los que se extiende el presente compromiso a lo lardo del desarrollo de
su TFM, incluyéndose la posibilidad de modificacion del nombramiento del
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tutor/es, la coordinacidn del master buscaré una solucion consensuada que pueda ser
aceptada por las partes en conflicto. En ningln caso el estudiante podra cambiar de
Tutor directamente sin informar a su antiguo Tutor y sin solicitarlo oficialmente a la
Coordinacion del Méster.

En el caso de que el conflicto persista se gestionaréd segun lo previsto en el SGIC de
la memoria verificada.

8. Confidencialidad

El estudiante que desarrolla un TFM dentro de un Grupo de Investigacion de la
Universidad Complutense, o en una investigacién propia del Tutor, que tenga ya una
trayectoria demostrada, o utilizando datos de una empresa/organismo o entidadajenos
a la Universidad Complutense de Madrid, se compromete a mantener en secreto todos
los datos e informaciones de caracter confidencial que el Tutor/es del TFM o de
cualquier otro miembro del equipo investigador en que esté integrado le proporcionen
asi como a emplear la informacion obtenida, exclusivamente, en la realizacion de su
TEM.

Asimismo, el estudiante no revelara ni transferira a terceros, ni siquiera en los casos
de cambio en la tutela del TFM, informacion del trabajo, ni materiales producto de
la investigacion, propia o del grupo, en que haya participado sin haber obtenido, de
forma expresa y por escrito, la autorizacion correspondiente del anterior Tutor del
TFM.

9. Propiedad intelectual e industrial

Cuando la aportacion pueda ser considerada original o sustancial el estudiante que ha
elaborado el TFM sera reconocido como cotitular de los derechos de propiedad
intelectual o industrial que le pudieran corresponder de acuerdo con la legislacion
vigente.

10. Periodo de Vigencia

Este compromiso entrara en vigor en el momento de su firma y finalizara por alguno
de los siguientes supuestos:

- Cuando el estudiante haya defendido su TFM.

- Cuando el estudiante sea dado de baja en el Master en el que fue admitido.

- Cuando el estudiante haya presentado renuncia escrita a continuar su TFM.

- En caso de incumplimiento de alguna de las clausulas previstas en el presente
documento o en la normativa reguladora de los Estudios de Posgrado de la
Universidad Complutense.

La superacion académica por parte del estudiante no supone la pérdida de losderechos
y obligaciones intelectuales que marque la Ley de Propiedad Intelectual para ambas
partes, por lo que mantendra los derechos de propiedad intelectual sobre
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su trabajo, pero seguira obligado por el compromiso de confidencialidad respecto a
los proyectos e informacion inédita del tutor.

Firmado en Madrid, a___02 de septiembre de 20 21
El estudiante de Master El Tutor/es
Fdo.: Fdo.:

SR. COORDINADOR DEL MASTER EN CIENCIAS ODONTOLOGICAS
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ANEXO I: DECLARACION DE NO PLAGIO

D./Dia. Eber Asbel Cuba Mamani
estudiante de Master en la Facultad de

Odontologia de la Universidad Complutense de Madrid en el

curso 2020 -2021 , como autor del trabajo de fin de master titulado

Andlisis de mediadores inflamatorios en plasma y encia de ratas con periodontitis y

depresion.
y presentado para la obtencion del titulo correspondiente, cuyo tutor es:

Elena Figuero Ruiz

DECLARO QUE:

El trabajo de fin de master que presento esta elaborado por mi y es original. No copio, ni
utilizo ideas, formulaciones, citas integrales e ilustraciones de cualquier obra, articulo,
memoria, 0 documento (en version impresa o electrénica), sin mencionar de forma clara
y estricta su origen, tanto en el cuerpo del texto como en la bibliografia. Asimismo declaro
que los datos son veraces y que no he hecho uso de informacion no autorizada de cualquier
fuente escrita de otra persona o de cualquier otra fuente.

De igual manera, soy plenamente consciente de que el hecho de no respetar estos
extremos es objeto de sanciones universitarias y/o de otro orden.

En Madrid, a 02_de septiembre_de 2021

Fdo.:

Esta DECLARACION debe ser insertada en primera pagina de todos los trabajos fin de
master conducentes a la obtencion del Titulo.
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TRABAJO DE FIN DE MASTER
VISTO BUENO DEL TUTOR
MASTER OFICIAL EN CIENCIAS ODONTOLOGICAS

El profesor/a tutor

Nombre y apellidos: Elena Figuero Ruiz

del alumno/a

Nombre y apellidos Eber Asbel Cuba Mamani

encuadrado en la linea de investigacion

Etiologia y terapéutica de enfermedades periodontales y periimplantarias. E.T.E.P.

DA EL VISTO BUENO
para que el Trabajo de Fin de Master titulado

Andlisis de mediadores inflamatorios en plasma y encia de ratas con periodontitis y depresion.

sea admitido para su defensa ante Tribunal.

En Madrid ,a__ 02 de Septiembre de 2021

Fdo: el profesor/a

El presente Visto Bueno se debe acompafiar del Trabajo de Investigacion en formato electrénico y

tres copias en papel
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1. INTRODUCCION

1.1. Periodontitis

1.1.1. Definicién

La periodontitis es una infeccion crénica multibacteriana oral, de etiologia multifactorial y uno
de los trastornos inflamatorios mas comunes en adultos (Hashioka et al., 2018) causada por la
infeccion del biofilm oral en el &rea subgingival, que conduce a un desequilibrio en el sistema de
defensa del huésped. Sin embargo, la sola presencia de bacterias en estas areas no es capaz de
inducir una destruccion tisular extensa en todos los individuos. Esto sugiere que se produce una
respuesta individual adaptativa a algunas cargas bacterianas en el biofilm sin progresion de la
enfermedad (Muniz et al., 2018).

Sus principales caracteristicas incluyen la pérdida de soporte del tejido periodontal, que se
manifiesta a través de perdida de insercion clinica, presencia de bolsas periodontales y sangrado

gingival y; radiograficamente se evalla la pérdida 6sea (Papapanou et al., 2018a).

En el Consenso de 2017 entre la Academia Americana de Periodoncia y la Federacion Europea
de Periodoncia, se propuso una nueva clasificacion de enfermedades y condiciones periodontales
que, ademas de la etiopategenia de la Periodontitis, incluyen enfermedades sistémicas y
afecciones que afectan el periodonto de sostén (Caton et al., 2018). Se reconoce que existen
trastornos sistémicos, como el Estrés emocional y Depresion (International Classification of
Diseases 10, Code: F39.9), tales condiciones son agrupadas dentro del Grupo de “Enfermedades
y condiciones sistémicas que afectan el tejido periodontal” y estan sub agrupadas como "Otros
trastornos sistémicos que pueden influir en la patogenia de enfermedades periodontales” (Jepsen
et al., 2018).

La periodontitis se clasifica actualmente segin la gravedad y complejidad, la progresion y

extension y distribucion:

* Segtin la gravedad y complejidad: se clasifica en estadio I, estadio II, estadio III, estadio I'V. El
estadio describe la gravedad de la enfermedad en su presentacion inicial y la complejidad prevista
del manejo de la enfermedad. La gravedad se basa en parametros como la pérdida de insercion
clinica interproximal, pérdida 6sea radiografica y pérdida dentaria; mientras que, la complejidad
se basa en parametros como la profundidad de sondaje, pérdida 6sea, afectacion de furca, trauma

oclusal secundario, colapso de mordida, abanicamiento dental.



* Segun la progresion: se clasifica en grado A, grado B, grado C. El grado describe la velocidad
y el riesgo de progresion, las probabilidades de obtener un mal resultado tras el tratamiento y su
impacto sobre la salud general

* Segln la extension y distribucion: en cada estadio, se describe extension como localizada
(menos del 30 % de dientes implicados), generalizada (mayor al 30% de dientes implicados), o
patron molar/incisivo (Papapanou et al., 2018a).

1.1.2. Prevalencia

La periodontitis es un importante problema de salud publica debido a su alta prevalencia, asi
como porque puede provocar la pérdida de dientes y la discapacidad, afectar negativamente la
funcion de masticacion y la estética, ser una fuente de desigualdad social y menoscabo de la
calidad de vida. La periodontitis explica una proporcién sustancial de edentulismo y disfuncion
masticatoria, resulta en importantes costos de atencion dental y tiene un posible resultado

negativo impacto en la salud general (Papapanou et al., 2018b).

En 2009-2010, la prevalencia total de periodontitis en adultos de 30 afios 0 mas fue del 47,2% en
los Estados Unidos (Caton et al., 2018). La Organizacion Mundial de la Salud informé que entre
el 10% y el 15% de la poblacién mundial padece periodontitis. Cabe sefialar que la periodontitis
severa es la sexta condicion mas frecuente a nivel mundial, afectando a mas del 10,8% de la
poblacion global. Su prevalencia es mayor en la tercera y cuarta décadas de la vida (Kassebaum
et al., 2014).

Se calcula que el 50% de la poblacion adulta europea presenta alguna forma de las enfermedades
periodontales y que entre el 10-15% tienen periodontitis severa. Con respecto a la informacion
sobre salud periodontal; los paises de Espafia, Suecia, y Suiza se clasificaron como los méas
saludables entre los paises europeos en contraste con Alemania, donde se informd un aumento
de la pérdida de dientes y la mayor prevalencia de pérdida de insercion clinica mayor a 4 mm
(Holtfreter et al., 2010).

A nivel nacional, es importante mencionar ademas que entre el 85-94% de la poblacion espafiola
mayor de 35 afios presenta alguna de las patologias de enfermedades periodontales y entre el 16-

30% de los esparioles mayores de 35 afios tiene periodontitis (Carasol et al., 2016), notando una



elevada prevalencia con periodontitis de moderada a avanzada en méas del 50% incluso. (Martinez
et al., 2021).

1.1.3. Etiopatogenia

La etiologia de la periodontitis se distingue claramente por la presencia de bacterias capaces de
producir esta enfermedad, estas bacterias se organizan en biofilms supra y subgingivales,
conllevando a una reaccion inflamatoria que provoca una respuesta en el sistema inmune (Caton
et al., 2018). Es bien sabido que la cavidad oral conlleva la coleccién de una alta cantidad de
bacterias que son tan abundantes como en el tracto gastrointestinal (Verma et al., 2018). Se
detectaron mas de 700 especies en la microbiota subgingival, dentro de las cuales cabe sefialar a
Porphyromonas gingivalis como una de las mas patogenas (Taylor et al., 2015).

El modelo general de la etiopatogenia de la periodontitis consiste en un ataque microbiolégico
induciendo una respuesta inmune en el huésped, liberando éste una serie de mediadores
inflamatorios, las que indirectamente provocan una remodelacion del tejido 6seo y del
metabolismo del tejido conectivo, generando los signos y sintomas de la periodontitis; siendo
importante mencionar que este proceso puede estar afectado por factores ambientales o factores

genéticos (Kornman, 2008).

Este ataque microbiolégico, en la actualidad; se conoce como disbiosis, que es un desequilibrio
producido entre las comunidades microbianas asociadas con la salud y el sistema inmune del
huésped, provocando la ruptura de la relacién beneficiosa entre las bacterias y el hospedador,
afectando negativamente a la salud periodontal pudiendo ser la causa o consecuencia de la
enfermedad (Mariano Sanz & Kornman, 2013), habiendo una serie de factores que influirian ese
cambio:

- Alteraciones de la respuesta inmune efectiva por parte del paciente, como por ejemplo la

funcion alterada o el nimero reducido de neutrofilos.
- Aparicién de la actividad de especies bacterianas clave como la P. gingivalis, capaces de

manipular la estructura de toda la poblacién bacteriana (M Sanz et al., 2017).

Los mecanismos que ocurren después de la degradacion de la homeostasis huésped-microbiota
periodontal, pueden precipitar en una disbiosis y periodontitis en huéspedes susceptibles. Se cree
que las comunidades microbianas disbidticas de patégenos clave, llamados también keystone

pathogens, (especie microbiana clave que remodela una comunidad microbiana de manera que



promueve la patogenia de la enfermedad) y patobiontes (microorganismo normalmente
inofensivo que puede volverse patdgeno en determinadas condiciones ambientales) exhiben una
virulencia sinérgica por la que no sélo pueden soportar la respuesta del huésped, sino que también
pueden prosperar explotando la inflamacién que destruye los tejidos, que alimenta un ciclo de
autoalimentacion de disbiosis creciente y pérdida 6sea inflamatoria, potencialmente que conduce
a la pérdida de dientes y complicaciones sistémicas. Estos keystone pathogens, provocan una
interferencia inmunoldgica, estableciendo posteriormente una disbiosis. Varios de estos
patdgenos, incluyendo las bacterias del complejo rojo, poseen la habilidad de evadir las defensas
del huésped, de tal manera que son capaces de adquirir fuentes de energia de él (Hajishengallis,
2014).

Se agrupa al conjunto bacteriano oral en cinco grupos o clusters dentro de los cuales los que
guardan mas relacion e importancia con la etiopatogenia de la periodontitis son el rojo con una
asociacion fuerte (Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Tannerella forsythia, P. gingivalis,
Treponema denticola) y el naranja con una asociacion moderada (Fusobaterium nucleatum,
Prevotella intermedia y Prevotella nigrescens, Peptoestreptococcus micros, Campylobacter
rectus y showae, Campylobacter gracilis, Eubacterium nodatum y Streptococcus constellatus)
(Socransky, 1998).

Las variaciones inmunoldgicas confluyen en la aparicion de enfermedades periodontales,
activando algunas especies bacterianas importantes como P. gingivalis que es capaz de manipular
toda la poblacién bacteriana incluidas en la economia ecoldgica del individuo huesped (Mariano
Sanz et al., 2019).

A nivel inmunolégico, puede ocurrir una respuesta inmune innata y/o adaptativa, ante ello se
segrega una importante cantidad de mediadores inflamatorios como citoquinas (interleuquinas
como IL-1, IL-6, IL-8; factor de necrosis tumoral TNF-a), prostaglandinas (PGE2),
metaloproteinasas (MMP) responsables de la destruccion del tejido éseo y conectivo (Sanz et al.,
2017); afiadido en gran medida por factores de riesgo genéticos y adquiridos, dando como un
resultado global un hecho multifactorial para el desencadenamiento de esta patologia periodontal
(Kornman, 2004), que finalmente puede llevar a la pérdida irreversible de piezas dentarias
(Hashioka et al., 2018).



Estos mediadores inflamatorios son liberados en el fluido crevicular, conteniendo un trasudado
inflamatorio que se expulsa a través del surco gingival o la bolsa periodontal (si nos encontramos
en un cuadro patoldgico) como consecuencia de la respuesta inmune que estd ocurriendo. El
infiltrado inflamatorio donde se esté desarrollando la periodontitis es a nivel del tejido conectivo,
mientras que las bacterias y su contenido LPS estan depositados sobre la superficie del esmalte
o radicular, induciendo la aparicion de una respuesta inmune a nivel del tejido conectivo.
(Buduneli & Kinane, 2011)

1.2. Depresion

La depresion, chronic mild stress (CMS) por sus siglas en inglés, es un sindrome multifactorial
determinado por procesos biologicos, sociales o psicolégicos. La presentacion clinica puede
incluir tristeza, fatiga, cambio de peso, alteraciones del suefio y deterioro ocupacional.
Lamentablemente todos estos signos vienen acompafados con la dificultad de adaptacion de la
persona al ambiente sociocultural que lo rodea, lo cual genera decaimiento subjetivo (Huang et
al., 2020).

Segun la OMS, en el afio de 2017, se proyecto que alrededor de 350 millones de personas a nivel
mundial padecen de esta patologia. En Espafia, la depresion es la enfermedad mental mas
prevalente (Haro et al., 2006). Segun la Gltima encuesta nacional de salud llevada a cabo en
nuestro pais en el afio 2017, un 6.68% de la poblacion espafiola habria recibido un diagndstico
de depresion por un médico en los ultimos 12 meses y casi 3 millones de personas tienen un
diagnostico de depresion, lo que la convierte en la enfermedad mental mas prevalente en nuestro
pais, siendo mas prevalente en mujeres y en personas de edad avanzada (Instituto Nacional de
Estadistica, 2017a).

En condiciones fisioldgicas, el sistema inmunitario central y periférico conservan la homeostasis
entre las sefiales proinflamatorias y las anti-inflamatorias que envian las citocinas. Estas sefiales
sirven para que ambos sistemas inmunitarios, central y periférico, puedan comunicarse y
desencadenar la respuesta inmune en el organismo ante la amenaza de un patdégeno (Young et
al., 2014). La etiologia de la depresion sugiere que existe una desregulacion de estas sefiales que
provoca cambios en el estado de animo a través de la sintesis y regulacion de neurotransmisores

en el Sistema Nervioso. Los biomarcadores como la Proteina C Reactiva (PCR) vy las citoguinas



pro inflamatorias son biomarcadores para la depresion, elevando su concentracion en sangre ante

un proceso inflamatorio agudo en comparacion con sujetos sin depresion (Lopresti et al., 2014).

La teoria de la depresién mas aceptada, es la hipdtesis de la monoamina, en la que suelen basarse
los antidepresivos; explica la depresion como un cambio en la actividad de los neurotransmisores
monoaminicos, en particular la serotonina y la noradrenalina. Desafortunadamente, algunos
pacientes no responden al tratamiento con medicamentos convencionales y algunos autores
especulan que los biomarcadores inflamatorios méas altos también pueden contribuir a la
resistencia al tratamiento. Ademas, la inflamacion puede disminuir el metabolismo de los

neurotransmisores y la neurogenesis (Solis et al., 2016).

Se realizd un estudio en pacientes con depresion clinica en los cuales los niveles de proteina C
reactiva, IL-1 (Howren et al., 2009), 1L-6 (Valkanova et al., 2013) y el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a) (Kohler et al., 2017) se encontraban fuertemente relacionados con esta patologia
depresiva y con concentraciones elevadas en comparacion a sujetos sanos, enviando sefiales para
promover o frenar los procesos inmunoldgicos, segun sean pro-inflamatorias o anti-inflamatorias
(Warren, 2014), ademas de otros mediadores de respuesta como la proteina C reactiva a nivel
sistémico (Wiborg, 2013).

El comportamiento considerado como patoldgico, es inducido en el cerebro por una inflamacion
sistémica inducida por las citoquinas proinflamatorias que se comunican con éste (Perry, 2004).
La depresion esta determinada por el nivel del patrén y del nivel de la magnitud durante el
intervalo que dure la exposicion ya sea de tipo cronica o de tipo aguda; ademas del tipo de estrés
fisico o psicologico que se desencadene (Joéls & Baram, 2009). Ante lo dicho anteriormente,
parece existir una asociacion significativa entre los factores estresantes de tipo ambiental,

psicoldgicos e inmunolédgicos (Munksgaard, 2002).
1.3. Periodontitis y depresion

La Medicina Periodontal es definida como la disciplina encargada de validar la relacion entre la
periodontitis con diversas enfermedades y condiciones sistémicas (Offenbacher et al., 1996), asi
como su plausibilidad biolégica en poblaciones humanas y en modelos animales (Papapanou et
al., 2018a), habiéndose relacionado con la diabetes, el embarazo, enfermedades cardiovasculares

y psiquiatricas dado que comparten mediadores inflamatorios comunes (Chapple et al., 2018).
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1.3.1. Evidencia epidemioldgica

Epidemioldgicamente, en estudios transversales y de casos y controles se ha demostrado una
asociacion positiva entre la depresion y la periodontitis, en los cuales refieren que los pacientes
con depresion tenian mayor inflamacion gingival y mayor profundidad de sondaje que los
controles (Johannsen et al.,, 2007), reportando que los pacientes deprimidos tenian
estadisticamente mas inflamacion gingival 1,59 frente 0,89 (indice gingival de Loe & Silness) y
mas profundidad de sondaje 3,06 mm frente a 2,57 mm que los controles. Se encontrd que el
estrés acontecido por conflictos de tipo econdmico estaba asociado a un incremento de pérdida
6sea y de insercion clinica (OR=1,70) entre diferentes grados de periodontitis y depresion; por
otro lado, se hall6 una relacion positiva entre los niveles de insercién clinica (Saletu et al., 2005)
(Rosania et al., 2009), inflamacidn gingival, niveles de placa y pérdida dentaria con la depresion
(Johannsen et al., 2007).

En estudios de tipo longitudinal, se ha registr6 que la depresion estaba significativamente
asociada con la pérdida de insercion clinica y profundidad de sondaje (Rosania et al., 2009). Por
otra parte, la depresion aparecida en pacientes diagnosticados con periodontitis, se correlaciond
significativamente con la progresion de esta ultima enfermedad (Klages et al., 2005). Un estudio
de cohortes de base poblacional con un periodo de seguimiento de 10 afios, revel6 un incremento
de la incidencia de la depresion en el grupo de periodontitis (N = 12,708) que en el grupo de
pacientes que no la presentaban (N = 50832) (RR = 1,73; IC del 95% = 1,58-1,89) cuando se
ajusta por sexo, edad y comorbilidad (Hsu et al., 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 de la diabetes, el abuso del alcohol y el cancer. Se evidencio que los
sujetos con caracteristicas clinicas depresivas que hallaron en sujetos, presentaron mayor riesgo
de padecer periodontitis (RR=1,19; IC del 95%=1.04-1.36) (Nascimento et al., 2019).

En otro estudio de cohorte (Huang et al., 2020), se plantea que la periodontitis puede estar
asociada a un mayor riesgo de padecer posteriormente algun tipo de alteracion depresiva, la tasa
de incidencia de alteraciones depresivas fue significativamente mayor en los individuos con
periodontitis respecto al grupo sin presencia de ésta, (RR = 1,46; IC del 95%= 1,17-1,81);
coincidiendo con (Cunha et al., 2019) que reveld que la periodontitis estaba fuertemente asociada
a la carga bacteriana total (OR = 1,91; IC del 95% = 1,00 -1,99) y depresion (OR = 28,94; IC del
95% = 4,44-177,27). En otro estudio (Coelho et al., 2020) también demostraron (RR = 1,54, IC

del 95%= 1,13 - 2,10) que existe una asociacion positiva, estadisticamente significativa, entre
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trastornos depresivos y periodontitis. En un estudio en personas de 20 a 29 afios (Hwang & Park,
2018) la presencia de periodontitis se asocié con depresion autoinformada (OR=2,031; IC del
95%=1,01-4,08) y la presencia de periodontitis severa se asocié tanto con depresion
autoinformada (OR=6,53; IC del 95%=2,19-19,48) y depresion diagnosticada (OR=7,73; IC del
95% = 1,97-30,39).

Liu et al (2018) obtuvieron una asociacion significativa entre la depresion y la periodontitis
(OR=1,61, IC del 95%=1,16 2,23), resultado que coincide con los estudios de (Zheng et al., 2021)
que igualmente tuvieron una asociacion significativa de periodontitis y depresion (OR=1,70, IC
95%=1,01-2,83).

Cabe sefialar que en un metaanalisis (Aradjo et al., 2016) (OR = 1,03, IC del 95% = 0,75-1,41),
6 articulos marcaron una asociacion positiva entre la depresion y las caracteristicas clinicas de la
periodontitis (4 transversales y 2 casos y controles); 9 estudios no marcaron asociacion entre
ambas patologias (5 transversales, 3 casos y controles y 1 de cohortes). Concluyendo que
presentan una heterogeneidad marcada entre los estudios mencionados, mostrando una

asociacion significativa entre depresion y periodontitis.
1.3.2. Plausibilidad biolégica

Desde un punto de vista de la plausibilidad bioldgica, la periodontitis causa o acelera otras
enfermedades sistémicas cronicas provocando inflamacion sistémica de bajo grado tanto a través
de la liberacion de citoquinas proinflamatorias como por la invasion de bacterias periodontales
como P. gingivalis junto con sus componentes como, por ejemplo, lipopolisacaridos (LPS) en
circulacion sistémica (Hashioka et al., 2019), implicando que la periodontitis es un factor de
riesgo para un trastorno neuroinflamatorio y neurodegenerativo (Hashioka et al., 2018), aunque
aun no se ha demostrado que la ansiedad, el estrés y la depresidn sean factores de riesgo de las
enfermedades periodontales (Laforgia et al., 2015). Es importante mencionar la evidencia de
presencia de mediadores inflamatorios comunes y el impacto sistémico que produce (Cota &
Costa, 2013).

Los mecanismos bioldgicos por los cuales la periodontitis puede relacionarse con la depresion

(Hashioka et al., 2019) se pueden presumir que consisten en tres posibilidades (Figura 1):

Primera posibilidad: la neuroinflamacion puede ser provocada por el incremento de

concentraciones de citoquinas proinflamatorias en el sistema nervioso central SNC asociados con
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la activacion glial inducida por inflamacidn sistémica asociada con periodontitis (Hashioka et al.,
2019).

Segunda posibilidad: la neuroinflamacion puede ser provocada por la invasion directa del
patdgeno periodontal y sus productos inflamatorios en el cerebro. Dentro de la bolsa periodontal,
las bacterias existen en una biopelicula dental estratificada, que esta hecha de microorganismos
y sus componentes (por ejemplo, endotoxinas de lipopolisacéridos LPS y factores de virulencia),
la bolsa periodontal inflamada puede, por tanto, ser una fuente importante de mediadores
inflamatorios y derivados de patdgenos. En la periodontitis, aproximadamente el 85% de las
bacterias son gramnegativas, y las tres principales bacterias periodontales T. forsythia, T.
denticola y P. gingivalis son capaces de invadir el epitelio y sus productos, especialmente LPS,
pueden inducir citocinas proinflamatorias, como I1-1b, IL-6 y TNF-a (Kohler et al., 2017). Estas
citoquinas también podrian ingresar al sistema de circulacion y provocar diseminacion sistémica,
inflamacion o deterioro si la inflamacion sistémica ya existe, pudiendo afectar el comportamiento
y el estado de animo a través de una posible comunicacion entre la via periferia y el cerebro que
conducen a neuroinflamacion. Se ha demostrado que la inyeccion sistémica de LPS descompone
la barrera hematoencefalica (BHE) mediante la activacion anormal de la metaloproteinasa de la
matriz (Frister et al., 2014).

Tercera posibilidad: es presumible que el patégeno y sus productos inflamatorios puedan
ingresar al cerebro y causar directamente neuroinflamacion después de que la diseminacion
sistémica inducida por periodontitis, luego que los LPS derivados del "complejo rojo™
interrumpan la BHE hasta cierto punto. Este planteamiento se corroboro también en los estudios
de (Martinez, Montero, et al., 2021); (Hashioka et al., 2018); (Dumitrescu, 2016); (Huang et al.,

2020), que coincidieron con este criterio.
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Figura 1. Posibles mecanismos biologicos entre la periodontitis y la
neuroinflamacion. (1) La via neuronal, las citocinas sistémicas activan
directamente los nervios aferentes primarios, como el nervio vago. (2) La via
humoral, involucra el plexo coroideo y los érganos circunventriculares, que
carecen de una barrera hematoencefalica intacta. (3) La via celular, implica
inflamacion sistémica en asociacion con la activacion de células endoteliales y

un aumento de los monocitos circulantes (Hashioka et al., 2019).

Estas posibilidades también pueden ayudar a comprender cémo los factores psicolégicos pueden
contribuir a las diferencias individuales en la susceptibilidad/resistencia a la periodontitis
(Breivik et al., 2015). En tal caso, los sujetos que padecen diferentes enfermedades mentales
tendrian una salud bucal deficiente en comparacion con la poblacion general. Este grupo de

pacientes necesita cuidados bucales reforzados regulares a largo plazo (Nayak et al., 2016).

Existe evidencia en revisiones sistematicas que han concluido que los pacientes diagnosticados
con depresion presentan elevados niveles de citoquinas pro-inflamatorias a nivel sérico tales
como IL-1, IL-6, TNF-a, asi como elevados niveles de PCR (Dowlati et al., 2010). Teniendo en
cuenta que, en la periodontitis, se ha visto la asociacién con niveles altos de marcadores de
inflamacion sistémica, como IL-6, TNF-a y PCR, se cree que podria potenciar la respuesta
inflamatoria y oxidativa, dando por consiguiente una vulnerabilidad hacia la depresion
(Dumitrescu, 2016). Por otra parte, (Arauchi et al., 2018) existe evidencia que hay asociacion

entre la depresién y la periodontitis como se acepta ampliamente que las microglias activadas
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actuan como inmunorreguladores de la activacion astrocitica, y viceversa, ya que los estudios de
activacion de microglia y astrocitos en el cerebro patolégico pueden ser muy importante para

arrojar luz sobre la patogenia de la psiquiatria de estos trastornos (Figura 2).
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Figura 2. Esquema de la plausibilidad bioloégica modificado (Arauchi et al., 2018).
1.4. Modelos de induccion de periodontitis y depresion en ratas

En la actualidad, para llevar a cabo estudios de intervencion o experimentacion, se cuentan con
varios modelos para la induccién de la periodontitis en un modelo animal como la rata; como son
ligaduras de seda, nylon o algodon y/o modelos combinados con la induccion con bacterias y
ligaduras. EI mas ampliamente usado es el modelo de la ligadura de algodén donde se observa
un incremento de microorganismos patdgenos en la periodontitis experimental, con obtencion de
pérdida dsea representativa (Oliveira et al., 2016). En el otro caso, usando la induccion con
bacterias (P.gingivalis) y ligadura, se observo que hay una potencial pérdida 0sea, ya sea solo
con ligaduras o ligaduras bafiadas en P. gingivalis, pero también asociada a un trama mecanico

a nivel histologico (Kuraji et al., 2017).

El modelo de estrés leve crénico (CMS, por sus siglas en inglés), es uno de los modelos mas
validados con lo que se refiere a la depresion inducida, induciendo una accion sobre el sistema
nerviosos central ocasionando anhedonia en los seres humanos que consiste en la incapacidad
para experimentar placer, hay pérdida de interés o satisfaccion por todas las actividades; siendo

el comportamiento similar en animales (Willner, 2005).
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Se tiene como evidencia el estudio de Martinez et al (2021), en el que los autores realizaron un
modelo preclinico in vivo en ratas Wistar, en este estudio se identificd la presencia de F.
nucleatum en el tejido cerebral de estos animales, lo que sugiere un posible mecanismo que
vincula la periodontitis y la depresion. Los valores mas altos de niveles de hueso alveolar
ocurrieron en el grupo: periodontitis y Estrés Leve Crénico, CMS (P + CMS +), que también
presentd la mayor expresion de mediadores proinflamatorios (TNF-o, IL-18 y NF-kB) en la
corteza frontal, en relacion con el transporte mediado por la lipoproteina APOAL del
lipopolisacérido bacteriano al cerebro y la deteccién de F. nucleatum en el parénquima cerebral.
Una desregulacion del eje hipotalamo-hipofisis-suprarrenal del estrés, reflejada en el aumento de
los niveles plasmaticos de corticosterona y de receptores de glucocorticoides.

1.5. Justificacion

En los ultimos afios se ha destacado el papel de la neuroinflamacién en la etiopatogenia de la
depresion. En ausencia de una infeccion clara, el estado de inflamacion sistémica cronica de bajo
grado caracteristico de la periodontitis puede contribuir a la neuroinflamacion. Basandonos en la
evidencia epidemiologica, la plausibilidad bioldgica y la escasa evidencia derivada de estudios
preclinicos in vivo es de interés cientifico ahondar en la relacion entre la periodontitis y la
depresion para tratar de entender la etiopatogenia de estas variables a traves de los mediadores
inflamatorios IL-1p, TNF- o, IL-6, MCP-1 (proteina quimiotactica de monocitos 1), IFN- vy
(interferon gamma), IL-10 (interleuquina 10), CRP (proteina C reactiva), E-Selectina, P-
Selectina y sSICAM (molécula de adhesion intercelular), producidos en los grupos de
experimentacion de periodontitis (P+CMS-), depresion (P-CMS+), periodontitis y depresion
(P+CMS+) y control (P-CMS-).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general:
Analizar mediante un estudio preclinico in vivo la presencia de mediadores inflamatorios en la

etiopatogenia de la relacién entre periodontitis y depresion.

2.2. Objetivos especificos:

Comparar los niveles de concentracion de los mediadores inflamatorios IL-1p, TNF—a, IL-6,
MCP-1, IFN- v, IL-10, E-Selectina y SICAM presentes en encia producidos en los grupos (P-
CMS+), (P+CMS+), (P+CMS-) y (P-CMS-).

Comparar los niveles de concentracion de los mediadores inflamatorios IL-1p3, TNF—a, IL-6,

MCP-1, IFN- vy, IL-10, E-Selectina, SICAM, P-Selectina y CRP presentes en plasma producidos
en los grupos (P-CMS+), (P+CMS+), (P+CMS-) y (P-CMS-).
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3. HIPOTESIS

3.1.Hipotesis General:
Los mediadores inflamatorios estan implicados en la etiopatogenia de la periodontitis

relacionada con la depresion.

3.2.Hipotesis especificas:

Los niveles de mediadores inflamatorios en encia producidos en el grupo (P+CMS+) son
mayores que los producidos en los grupos (P+CMS-), (P-CMS+) y (P-CMS-).

Los niveles de mediadores inflamatorios en plasma producidos en el grupo (P+CMS+) son

mayores que los producidos en los grupos (P+CMS-), (P-CMS+) y (P-CMS-).
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4. MATERIAL Y METODOS

Todos los protocolos experimentales, manejo de animales y sacrificio se realizaron siguiendo las
normas de uso de animales de experimentacion establecidas por la legislacion vigente (segun
Real Decreto 53/2013), previa aprobacion por el Comité de Etica en Experimentacion Animal de
la Universidad Complutense de Madrid (PROEX 087/18).

4.1. Disefio de estudio

Se trata de un estudio preclinico in vivo experimental de acuerdo con las directrices de la guia
clinica ARRIVE (Vignoletti, 2012). Se usaron ratas macho Wistar Hannover (HsdRccHan: Wist,
Envigo, Espafia) (230-250 g) en condiciones constantes durante 7 dias antes de los experimentos.
Las ratas fueron estabuladas en las instalaciones (animalario de la Facultad de Medicina) de la
UCM.

El estudio consto de dos fases de investigacion:

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

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

Durante todo el periodo de induccion de la depresion se continud con el proceso de lavados orales
con patdgenos 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 depresion
(P+CMS+); (b) con periodontitis y sin depresion (P+CMS-); (c) sin periodontitis y con depresion
(P-CMS+); y (d) sin periodontitis y sin depresion (P-CMS-).

4.2. Modelos de enfermedades

4.2.1. Modelo de periodontitis:
El modelo de periodontitis experimental en las ratas del estudio (Virto et al., 2018) consistio en

inocular una disolucién de dos bacterias con demostrada patogenicidad periodontal; P. gingivalis
ATCC WB83K1 y F. nucleatum DMSZ 20482 a traves de sondajes orales. Ello conlleva el
mantenimiento de los cultivos anaerobios bacterianos (80% N2, 10% Hz, 10% CO2a 37 °C) y la
preparacion de la disolucion diaria con la concentracion adecuada de bacterias. Las bacterias se
cultivaron en medio de cultivo Brain Heart Infusion (BHI) (25 ml) (Becton, Dickinson and
Company, USA). El crecimiento bacteriano se ajustd por espectrofotometria a 660 nm con el
objetivo de obtener una solucion de BHI con 10° unidades formadoras de colonias (UFC/ml) para

cada una de las bacterias.
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Se retiraron con ayuda de una pipeta 100ul de cada uno de los cultivos y se sembraron diluciones
10,107 y 108 con el fin de controlar las UFC/mI del cultivo y la ausencia de contaminaciones.
Los dos cultivos puros se mezclaron y centrifugaron (10 minutos a 1,520 g) 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 solucién de lavado PBS (phosphate buffered saline) al 2% de
carboximetilcelulosa (CMC) (Sigma, St. Louis, MO, USA). Se preparé asimismo una disolucion
de lavado sin bacterias para utilizarla como placebo. Se administro 1ml de la disolucion 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 estéril sin aguja, temprano en la mafiana
sacando a los animales de la jaula, siempre en el mismo orden (P-CMS+, P-CMS-, P+CMS+ y
P+CMS-) para evitar la contaminacion bacteriana.

4.2.2. Modelo de depresion
Para el modelo de depresion (Chronic Mild Stres, CMS), los animales fueron sometidos durante

21 dias a una serie aleatoria de estimulos estresantes de intensidad leve, para evitar la habituacion.
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 (Martin-Hernandez et al., 2016). Los estimulos estresantes empleados fueron:

1) Privacion de alimentos

2) Privacion de agua

3) Inclinacion de la jaula a 45°

4) lluminacion Estroboscopica (150 flashes /min)
5) Jaula sucia

6) lluminacion intermitente cada 2 horas.

4.3 Toma de muestras post-mortem
El sacrificio fue realizado mediante anestesia terminal con pentobarbital sédico (220mg/kg i.p.;

previamente diluido con salino estéril) y posterior decapitacién con guillotina. Se recolectaron
muestras de sangre, mandibula y maxilar. Para evitar la posible influencia del ritmo cicardiano,
la recoleccion de muestras bioldgicas se realizé siempre al mismo tiempo (es decir, entre las 2 y
las 3 de la tarde).

20



Tras la eutanasia se procedio a la diseccion de los animales, en este caso la conservacion de las
muestras fue recogidas en nieve carbonica y almacenadas inmediatamente a -80°C hasta posterior

utilizacién segun determinacion.

Las muestras de sangre se recolectaron por puncion cardiaca, luego se anticoagularon con acido
etilendiaminotetraacético (EDTA, 1% p:v, 1 vol EDTA por 50 vol de sangre) y se centrifugaron
a 3669 a temperatura ambiente durante 15 minutos para obtener plasma. Se almacenaron luego
en pocillos a -20°C.

Para recolectar las muestras de encia se procedi6 a retirar del frigorifico, una a una, las muestras
de las mandibulas y maxilares congeladas, envueltas en papel de aluminio, extrayendo el tejido
gingival con una hoja de bisturi N°15c, para luego pesarlas en una balanza de precision de
laboratorio previamente calibrada con una tara adecuada (ver Anexo 8.1). Posterior a ello se
conservo el tejido gingival disecado en unos tubos Eppendorf con esferas de cerdmica dentro del

frigorifico a -80°C.

Para la trituracion de las muestras de encia, se homogeneizO6 en el MP
Biomedicals™ Instrumento con el buffer de extraccién (Millipex PBS + coctel inhibidor de
proteasas + <0.2% de Tritén). Se afiade 300 ul a cada tubo para triturar el tejido. Se centrifuga
en 9 ciclos (con la finalidad de no calentar los tubos) a una velocidad de 6 m/s durante 40
segundos Yy se recoge el sobrenadante. Las muestras se diluyen 1:80 (2,5 ul de encia triturada +

197,5 ul de Assay buffer) y son almacenadas en pocillos a -20°C.

4.4. Andlisis de muestras
El analisis de muestras se realizo a través de la técnica de Luminex de los analitos IL-1p, TNF-

a, IL-6, MCP-1, IFN- v, IL-10, CRP, E-Selectina, P-Selectina y sSICAM provenientes del plasma
y encia de ratas previamente estimuladas con periodontitis y/o depresion. La concentracion
minima detectable (MinDC) se calcula utilizando MILLIPEX Analista, donde se mide los
verdaderos limites de deteccion para un ensayo determinando matematicamente cudl seria el
MinDC empirico si un numero infinito de concentraciones estandar se realizarian para el ensayo

en las mismas condiciones.

21



4.4.1. Cuantificacion de los mediadores inflamatorios IL-18, TNF—a, IL-6, MCP-1, IFN-
v, IL-10, E-selectina, SICAM en muestras de plasma y encia.

Se empled el kit Millipex Map Rat cytokine para la cuantificacién simultanea de estos analitos en
sus respectivas muestras de plasma y suero de ratas de los grupos (P-CMS+), (P+CMS+),
(P+CMS-) y (P-CMS).

Se afadio 200 pL de tampdn de ensayo en cada pocillo de la placa. Se sellé y mezcl6 en un
agitador de placas durante 10 minutos a temperatura ambiente (20-25 ° C). Se decant6 el Assay
Buffer (tampon de ensayo) y elimind la cantidad residual de todos los pocillos invirtiendo la placa
y golpedndola suavemente sobre toallas absorbente varias veces. Se afiadio 25 pL de cada
estandar o control en los pocillos correspondientes. Se afiadié 25 uL de tampdn de ensayo a los
pocillos de muestra. Se afiadio 25 pL de tampon de ensayo a los pocillos de fondo, estandares y
control. Se afiadio 25 pL de muestra diluida en los pocillos correspondientes. Se agito la botella
mezcladora en vortex y agregue 25 ul de perlas mezcladas a cada pocillo. Se selld la placa con
un sellador de placas, envolviendo la placa con papel de aluminio e incubando con agitacion en
un agitador de placas durante 2 horas a temperatura ambiente. Se retiré con cuidado el contenido
de los pocillos y lavo la placa 2 veces. Se afiadié 25 uL de anticuerpos de deteccion en cada
pocillo. Se sello, cubrio con papel de aluminio y se incubd con agitacion en un agitador de placas
durante 1 hora a temperatura ambiente (20 - 25 ° C). Se afadio 25 pL de Streptavidin-
Phycoeritrin a cada pocillo que contenga 50 pL de anticuerpos de deteccion. Se sellé y cubrié
con papel de aluminio e incub6 con agitacion en un agitador de placas durante 30 minutos a
temperatura ambiente (20 - 25 ° C). Se retird con cuidado el contenido de los pocillos y se lavo
la placa 2 veces. Se agregd 125 pL de Sheath Fluid (fluido envolvente) a todos los pozos. Se
volvio a suspender las perlas en un agitador de placas durante 5 minutos. Se proceso el producto
en la placa en Luminex® 200 ™ y con XPONENT® software.

Se guardo y analizo los datos de la Intensidad de Fluorescencia Media (MFI) para calcular el

analisis de las concentraciones de IL-1B, TNF—a, IL-6, MCP-1, IFN- vy, IL-10, E-selectina,

SICAM de las muestras de plasma y encia de cada uno de los grupos de ratas.
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4.4.2. Cuantificacion de los mediadores inflamatorios CRP, P-Selectina en muestras de
plasma.

Se empled el kit Milliplex Map Rat Vascular Injury para la cuantificacion simultdnea de estos
analitos en muestras de plasma de ratas de los grupos (P-CMS+), (P+CMS+), (P+CMS-) y (P-
CMS).

Se afiadié 200 pL de tampdn de ensayo en cada pocillo de la placa. Sell6 y mezcl6 en un agitador
de placas durante 10 minutos a temperatura ambiente (20-25 ° C). Se decant6 el Assay Buffer
(tampdn de ensayo) y eliminé la cantidad residual de todos los pocillos invirtiendo la placa y
golpeédndola suavemente sobre toallas absorbente varias veces. Se afiadio 25 L de cada estandar
o control en los pocillos correspondientes. Se afiadi6 25 L de tampdn de ensayo a los pocillos
de muestra. Se afiadio 25 L de tampon de ensayo a los pocillos de fondo, estandares y control.
Se afiadio 25 pL de muestra diluida en los pocillos correspondientes. Se agitd la botella
mezcladora en vortex y agregue 25 uL de perlas mezcladas a cada pocillo. Se selld la placa con
un sellador de placas, envolviendo la placa con papel de aluminio e incubando con agitacion en
un agitador de placas durante 16-18 horas a 2-8 ° C. Se retiré con cuidado el contenido de los
pocillos y lavo la placa 3 veces. Se afiadio 50 pL de anticuerpos de deteccion en cada pocillo. Se
sellé, cubrio con papel de aluminio y se incubo con agitacion en un agitador de placas durante 1
hora a temperatura ambiente (20 - 25 ° C). Se afiadio 50 pL de Streptavidin-Phycoeritrin a cada
pocillo que contenga 50 pL de anticuerpos de deteccion. Se sello, cubrié con papel de aluminio
e incubd con agitacion en un agitador de placas durante 30 minutos a temperatura ambiente (20
- 25 ° C). Se retird con cuidado el contenido de los pocillos y lave la placa 3 veces. Se agrego
150 pL de Sheath Fluid (fluido envolvente) a todos los pozos. Se volvio a suspender las perlas
en un agitador de placas durante 5 minutos. Se proceso el producto en la placa en Luminex® 200
™ v con XPONENT® software.

Se guardo y analizo los datos de la Intensidad de Fluorescencia Media (MFI) para calcular el
andlisis de las concentraciones de CRP y P-Selectina de las muestras de plasma de cada uno de

los grupos de ratas.

4.5. Célculo del tamafio muestral
Se realizo el célculo del tamafio muestral utilizando datos experimentales previos obtenidos

conjuntamente por el grupo de investigacién de Neuropsicofarmacologia Molecular, del
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Departamento de Farmacologia de la Facultad de Medicina de la Universidad Complutense de
Madrid y del Grupo de Investigacion de Etiologia y Terapéutica de las Enfermedades
Periodontales (ETEP) perteneciente al Departamento de Estomatologia I1l de la Facultad de
Odontologia de la Universidad Complutense de Madrid, en estudios que utilizaban el modelo de
CMS y también otros grupos que utilizaban protocolos de experimentacion similares. (Martin-
Hernandez et al., 2016). Lo que nos propone realizar un tamafio muestral n=10 ratas tipo Wistar

de la misma edad y peso por subgrupo, haciendo un total de n = 40 por grupo.

4.5.1. Aleatorizacion
Las ratas fueron aleatoriamente asignados a los grupos de periodontitis y/o depresidn seguin un

sistema de distribucion equilibrada a través de una tabla generada por ordenador de nimeros

aleatorios que fue realizada por una persona diferente del operador.

4.5.2. Ocultacion de la asignacion
El método de ocultacion de asignacion seleccionado fue mediante numeracion. Estas se

desvelaron al operador en el momento de comenzar la experimentacion.

4.5.3. Enmascaramiento
El enmascaramiento a doble ciego fue llevado a cabo por:

- Los examinadores de forma que se desconociese el tratamiento que han recibido las ratas.

- El analista: que aportd la informacion con los nombres de los grupos ocultos.

4.6. Variables de estudio
Las variables respuesta cuantitativas son los mediadores inflamatorios IL-13, TNF—a, IL-6,

MCP-1, IFN- vy, IL-10, CRP, E-Selectina, P-Selectina y sSICAM medidos en concentraciones de
pg/mL o ng/mL en plasma y encia. Las variables independiente categdricas son los grupos
(P+CMS+); (P+CMS-); (P-CMS+); (P-CMS-). Estos mediadores inflamatorios fueron
analizados mediante citometria de flujo Luminex® LX200 y software xPONENT (EE.UU.).

4.7. Andlisis estadistico
La variable respuesta principal es la concentracion de los mediadores inflamatorios en plasma y

encia IL-1B, TNF—a, IL-6, MCP-1, IFN- vy, IL-10, CRP, E-Selectina, P-Selectina y sSICAM
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(variables cuantitativas). Se identifico el valor de la concentracion de cada analito para
compararlo entre cada uno de sus medias de los 4 sub grupos en los 2 grupos.

La distribucion de la muestra se comprobd mediante la obtencion de diagramas de BoxPlots y de
las pruebas de normalidad de Shapiro Wilk. Para el célculo de diferencias intergrupo se empleo
un test ANOVA con correcciones de Bonferroni (Post-hoc) y con intervalos de confianza del
95%. 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
Debido a la alta mortalidad asociada a la experimentacion con este modelo animal, las

muestras que se pudieron extraer quedaron de la siguiente manera:

Encia: Plasma:

a. P+CMS+: 9 ratas P+CMS+: 10 ratas

b. P+CMS-: 8 ratas P+CMS-: 9 ratas

c. P-CMS+: 8 ratas P-CMS+: 9 ratas

d. P-CMS-: 7 ratas P-CMS-: 9 ratas
n=32 n =37

5.2.Mediadores inflamatorios en encia

En la Tabla 1 se aprecia los valores de los analitos: IL-1p, TNF—-a, IL-6, MCP-1, IFN- v, IL-10,
sICAM, E-selectina en encia. Para complementar la interpretacién de los resultados, se

recomienda ver el apartado de Anexos 8.2.

Tabla 1. Analitos respuesta IL-13, TNF—a, IL-6, MCP-1, IFN- vy, IL-10, sSICAM, E-

selectina.

Comparasion Post-hoc

o Global p-
Mediadores inflamatorios Grupos Desvllaclon valor . . Intervalo de confianza al post -hoc p-
estandar (ANOVA) Comparasion Especifica ::‘:::?:: 95% valor
Val:;jTas Valor mésalto (ANOVA)
1I-1b (pg/mL) P+CMS- 8 61,60 9,79 0,120 P+CMS- vs. P+CMS+ -6,38 -20,11 7,34 1,000
P+CMS+ 9 67,98 5,81 P+CMS- vs. P-CMS+ 244  -11,68 16,57 1,000
P-CMS+ 8 59,15 13,32 P+CMS- vs. P-CMS- 5,56 -9,06 20,18 1,000
P-CMS- 7 56,04 9,93 P+CMS+ vs. P-CMS+ 8,83 -4,90 22,56 0,472
P+CMS+ vs. P-CMS- 11,95 -2,29 26,18 0,146
P-CMS+ vs. P-CMS- 3,12 -11,51 17,74 1,000
TNF-a (pg/mL) P+CMS- 8 31,68 5,92 0,335 P+CMS- vs. P+CMS+ -1,35 -8,44 5,74 1,000
P+CMS+ 9 33,03 3,52 P+CMS- vs. P-CMS+ 2,65 -4,64 9,95 1,000
P-CMS+ 8 29,03 5,35 P+CMS- vs. P-CMS- 2,46 -5,09 10,01 1,000
P-CMS- 7 29,22 5,69 P+CMS+ vs. P-CMS+ 4,01 -3,08 11,10 0,720
P+CMS+ vs. P-CMS- 3,81 -3,54 11,16 0,914
P-CMS+ vs. P-CMS- -0,20 -7,75 7,36 1,000
IL-6(pg/mL) P+CMS- 8 1332,75 308,64 0,638 P+CMS- vs. P+CMS+ -40,37  -416,33 335,59 1,000
P+CMS+ 9 1373,12 190,79 P+CMS- vs. P-CMS+ 97,55 -289,31 484,41 1,000
P-CMS+ 8 1235,20 292,48 P+CMS- vs. P-CMS- 105,93 -29451 506,36 1,000
P-CMS- 7 1226,82 295,22 P+CMS+ vs. P-CMS+ 137,92 -238,04 513,88 1,000
P+CMS+ vs. P-CMS- 146,30 -243,62 536,21 1,000
P-CMS+ vs. P-CMS- 8,38 -392,06 408,81 1,000
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Comparasion Post-hoc

o Global p-
Mediadores inflamatorios  Grupos Desv’lauon valor . . Intervalo de confianzaal pggt hoc p-
estandar (ANOVA) Comparasién Especifica :lferer;fna 95% valor
S Valor.més Valor més alto (ANOVA)
bajo
MCP-1(pg/mL) P+CMS- 8 707,80 112,74 0,411 P+CMS- vs. P+CMS+ -38,42 -191,34 114,51 1,000
P+CMS+ 9 746,22 66,42 P+CMS- vs. P-CMS+ 19,74 -137,62 177,10 1,000
P-CMS+ 8 688,06 140,85 P+CMS- vs. P-CMS- 55,34 -107,55 218,22 1,000
P-CMS- 7 652,46 116,16 P+CMS+ vs. P-CMS+ 58,16  -94,77 211,08 1,000
P+CMS+ vs. P-CMS- 93,75 -64,85 252,36 0,627
P-CMS+ vs. P-CMS- 3560 -127,28 198,48 1,000
IFN-g (pg/mL) P+CMS- 8 290,80 210,84 0,393 P+CMS-vs. P+CMS+ -53,36  -398,24 291,53 1,000
P+CMS+ 9 344,16 273,52 P+CMS- vs. P-CMS+ 106,01 -248,87 460,89 1,000
P-CMS+ 8 184,79 239,00 P+CMS- vs. P-CMS- -109,09 -476,43 258,25 1,000
P-CMS- 7 399,89 270,99 P+CMS+ vs. P-CMS+ 159,37 -185,52 504,25 1,000
P+CMS+ vs. P-CMS- -55,74  -413,42 301,95 1,000
P-CMS+ vs. P-CMS- 0,646 -582,44 152,24 0,646
IL-10 (pg/mL) P+CMS- 8 161,50 30,00 0,447 P+CMS- vs. P+CMS+ -8,34  -4523 28,54 1,000
P+CMS+ 9 169,85 16,82 P+CMS- vs. P-CMS+ 9,27  -28,69 47,22 1,000
P-CMS+ 8 152,24 30,51 P+CMS- vs. P-CMS- 10,82  -28,47 50,10 1,000
P-CMS- 7 150,69 28,69 P+CMS+ vs. P-CMS+ 1761  -19,28 54,50 1,000
P+CMS+ vs. P-CMS- 19,16  -19,10 57,41 0,997
P-CMS+ vs. P-CMS- 155 -37,74 40,84 1,000
sI-CAM (ng/mL) P+CMS- 8 10,32 4,05 0,203 P+CMS- vs. P+CMS+ -0,53 -4,51 3,45 1,000
P+CMS+ 9 10,85 1,75 P+CMS- vs. P-CMS+ 0,61 -3,48 4,71 1,000
P-CMS+ 8 9,71 3,47 P+CMS- vs. P-CMS- 2,55 -1,69 6,78 0,596
P-CMS- 7 7,77 1,28 P+CMS+ vs. P-CMS+ 1,14 -2,84 5,12 1,000
P+CMS+ vs. P-CMS- 3,08 -1,05 7,21 0,260
P-CMS+ vs. P-CMS- 1,93 -2,31 6,17 1,000
E-Selectin (ng(mL) P+CMS- 8 4,62 0,53 0,156 P+CMS- vs. P+CMS+ -0,50 -1,55 0,56 1,000
P+CMS+ 9 512 0,28 P+CMS-vs. P-CMS+ -0,26 -1,35 0,82 1,000
P-CMS+ 8 4,88 1,34 P+CMS- vs. P-CMS- 0,38 -0,74 1,50 1,000
P-CMS- 7 4,24 0,45 P+CMS+ vs. P-CMS+ 0,23 -0,82 1,29 1,000
P+CMS+ vs. P-CMS- 0,87 -0,22 1,97 0,185
P-CMS+ vs. P-CMS- 0,64 -0,48 1,76 0,699

En todos los casos se observa que no hay una distribucion simétrica, la media de concentracion
mas alta se encontré en el grupo (P+CMS+) de sICAM con 10,85 ng/mL; sin embargo, la
desviacion estandar mas baja se dio en el grupo (P+CMS+) de E-Selectin (0,28), indicando que
hay una menor variabilidad con respecto a su media. No se evidencia que el p valor global sea
estadisticamente significativo (p > 0.05); se realiza la prueba Post Hoc de Bonferroni, indicando
que en la comparacién de los grupos (P+CMS+) vs. (P-CMS-) de los mediadores inflamatorios
IL-1p, IL-6, MCP-1, IL-10, sSICAM, E-Selectina, existe una tendencia a tener la p valor mas baja,

pero aun asi, estadisticamente no significativa.

En el caso de los mediadores inflamatorios TNF-a y IFN- vy, su p valor Post Hoc fue
estadisticamente no significativo; para TNF-a, la comparacion especifica mas baja fue en el
grupo (P+CMS+) vs. (P-CMS+) con p = 0,720; y para IFN- y su comparacion especifica fue en
el grupo (P-CMS+) vs. (P-CMS-) con p = 0.646.
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5.3. Mediadores inflamatorios en plasma

En la Tabla 2 se aprecia los valores de los analitos: IL-1B, TNF-a, IL-6, MCP-1, IFN- v, IL-10,
sICAM, E-selectina, P-selectina, CRP en plasma. Para complementar la interpretacion de los

resultados, se recomienda ver el apartado de Anexos 8.3.

Tabla 2: Analitos respuesta IL-13, TNF-a, IL-6, MCP-1, IFN- vy, IL-10, E-selectina,
sICAM, P-selectina, CPR.

Comparasion Post-hoc

o Global p-
Mediadores inflamatorios  Grupos Desv'lacmn valor . . Intervalo de confianza al post -hoc p-
estandar (ANOVA) Comparasién Especifica leerenfla 95% valor
demedias y;,10r mas  Valor més (ANOVA)
bajo alto
II-1b (pg/mL) P+CMS- 9 38,22 32,12 0,012 P+CMS- vs. P+CMS+ 18,04 -19,42 55,51 1,000
P+CMS+ 10 20,18 12,38 P+CMS- vs. P-CMS+ -26,94 -65,38 11,50 0,346
P-CMS+ 9 65,16 45,48 P+CMS- vs. P-CMS- 10,72 -27,72 49,16 1,000
P-CMS- 9 27,50 14,45 P+CMS+ vs. P-CMS+ -44,98 -82,45 -7,51 0,012
P+CMS+ vs. P-CMS- -7,32 -44.,79 30,14 1,000
P-CMS+ vs. P-CMS- 37,66 -0,78 76,10 0,058
TNF-a (pg/mL) P+CMS- 9 16,45 3,37 0,031 P+CMS- vs. P+CMS+ 2,38 -1,87 6,63 0,756
P+CMS+ 10 14,07 4,25 P+CMS- vs. P-CMS+ 2,79 -1,58 7,15 0,493
P-CMS+ 9 13,66 2,99 P+CMS- vs. P-CMS- -1,42 -5,78 2,95 1,000
P-CMS- 9 17,87 2,08 P+CMS+ vs. P-CMS+ 0,41 -3,84 4,66 1,000
P+CMS+ vs. P-CMS- -3,80 -8,05 0,46 0,104
P-CMS+ vs. P-CMS- -4,21 -8,57 0,16 0,064
IL-6(pg/mL) P+CMS- 9 1749,64 493,20 0,009 P+CMS- vs. P+CMS+ 480,81 -3,70 965,32 0,053
P+CMS+ 10 1268,84 376,78 P+CMS- vs. P-CMS+ 492,25 -4,85 989,35 0,054
P-CMS+ 9 1257,39 356,22 P+CMS- vs. P-CMS- 66,61 -430,49 563,71 1,000
P-CMS- 9 1683,03 228,91 P+CMS+ vs. P-CMS+ 11,44 -473,07 495,96 1,000
P+CMS+ vs. P-CMS- -414,20 -898,71 70,31 0,133
P-CMS+ vs. P-CMS- -425,64 -922,74 71,46 0,132
MCP-1(pg/mL) P+CMS- 9 398,87 39,06 0,008 P+CMS- vs. P+CMS+ 38,57 -54,00 131,14 1,000
P+CMS+ 10 360,30 76,77 P+CMS- vs. P-CMS+ 87,04 -7,94 182,01 0,089
P-CMS+ 9 311,83 59,67 P+CMS- vs. P-CMS- -32,11 -127,08 62,86 1,000
P-CMS- 9 430,98 97,66 P+CMS+ vs. P-CMS+ 48,47 -44,10 141,04 0,907
P+CMS+ vs. P-CMS- -70,68 -163,25 21,89 0,237
P-CMS+ vs. P-CMS- -119,15 -214,12 -24,17 0,008
IFN-g (pg/mL) P+CMS- 9 466,72 42,95 0,219 P+CMS- vs. P+CMS+ 19,72 -48,71 88,15 1,000
P+CMS+ 10 447,00 76,92 P+CMS- vs. P-CMS+ 26,73 -43,47 96,94 1,000
P-CMS+ 9 439,98 28,37 P+CMS- vs. P-CMS- -22,01 -92,21 48,20 1,000
P-CMS- 9 488,73 48,04 P+CMS+ vs. P-CMS+ 7,01 -61,41 75,44 1,000
P+CMS+ vs. P-CMS- -41,73 -110,16 26,70 0,578
P-CMS+ vs. P-CMS- -48,74 -118,95 21,46 0,359
IL-10 (pg/mL) P+CMS- 9 133,86 112,67 0,027 P+CMS- vs. P+CMS+ 61,05 -58,25 180,35 0,962
P+CMS+ 10 72,81 39,24 P+CMS- vs. P-CMS+ -69,75 -192,15 52,65 0,715
P-CMS+ 9 203,61 134,00 P+CMS- vs. P-CMS- 33,43 -88,97 155,83 1,000
P-CMS- 9 100,42 54,01 P+CMS+vs. P-CMS+  -130,80 -250,10 -11,50 0,025
P+CMS+ vs. P-CMS- -27,61 -146,91 91,69 1,000
P-CMS+ vs. P-CMS- 103,19 -19,21 225,59 0,144
sI-CAM (ng/mL) P+CMS- 9 9,40 1,88 0,368 P+CMS- vs. P+CMS+ 1,26 -0,81 3,33 0,579
P+CMS+ 10 8,14 0,79 P+CMS- vs. P-CMS+ 1,04 -1,09 3,16 1,000
P-CMS+ 9 8,36 1,83 P+CMS- vs. P-CMS- 0,75 -1,37 2,87 1,000
P-CMS- 9 8,65 1,74 P+CMS+ vs. P-CMS+ -0,22 -2,29 1,84 1,000
P+CMS+ vs. P-CMS- -0,51 -2,58 1,55 1,000
P-CMS+ vs. P-CMS- -0,29 -2,41 1,83 1,000
E-selectina (ng/mL) P+CMS- 9 131,80 28,24 0,156 P+CMS- vs. P+CMS+ 14,80 -15,36 44,97 1,000
P+CMS+ 10 117,00 20,21 P+CMS- vs. P-CMS+ 20,84 -10,11 51,78 0,406
P-CMS+ 9 110,96 21,50 P+CMS- vs. P-CMS- 0,02 -30,92 30,97 1,000
P-CMS- 9 131,78 23,18 P+CMS+ vs. P-CMS+ 6,03 -24,13 36,19 1,000
P+CMS+ vs. P-CMS- -14,78 -44,94 15,38 1,000
P-CMS+ vs. P-CMS- -20,81 -51,76 10,13 0,407
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Comparasion Post-hoc

Global p-

T .
Mediadores inflamatorios  Grupos Media estvlla::;on valor R Intervalo de confianza al pggt -hoc p-
estandar  ANOVA) Comparasién Especifica edias 95%

valor
Valor mas Valormas  (ANOVA)

bajo

P-Selectina (pg/mL) P+CMS- 9 42735,66 31593,27 0,000 P+CMS-vs. P+CMS+ 28437,59 -3271,02 60146,19 0,101
P+CMS+ 10 14298,08 27588,21 P+CMS-vs. P-CMS+  36155,30 3622,96 68687,64 0,022
P-CMS+ 9 6580,36  8526,08 P+CMS-vs. P-CMS-  -18686,24 -51218,58 13846,11 0,699
P-CMS- 9 6142190 23805,30 P+CMS+vs. P-CMS+  7717,71 -23990,89 39426,32 1,000

P+CMS+vs. P-CMS-  -47123,82 -78832,43 -15415,22 0,001
P-CMS+vs. P-CMS-  -54841,54 -87373,88 -22309,19 0,000

CRP (ng/mL) P+CMS- 0 0,725
P+CMS+ 0
P-CMS+ 2 180640,00 6222,54
P-CMS- 4 182130,00 3836,30

En todos los casos se observa que no hay una distribucién simétrica, la media de concentracién
mas alta se encontré en el grupo (P-CMS-) de E-Selectina con 131,78 ng/mL; sin embargo, la
desviacidn estandar mas baja se dio en el grupo (P+CMS+) de sICAM (0,79), indicando que hay
una menor variabilidad con respecto a su media. Se evidencia que el p valor global es
estadisticamente significativo (p > 0.05) en los mediadores inflamatorios IL-1B, TNF-a, IL-6,

MCP-1, IL-10 y P-selectina, siendo el mas significativo en este ultimo (p= 0,001).

Se realiza la prueba Post Hoc de Bonferroni, indicando que en los mediadores inflamatorios y
sus grupos comparativos IL-1p (P+CMS+) vs. (P-CMS+); MCP-1 (P-CMS+) vs. (P-CMS-);
IL-10 (P+CMS+) vs (P-CMS+) y P-Selectina (P+CMS-) vs (P-CMS+), (P+CMS+) vs (P-CMS-
), (P-CMS+) vs. (P-CMS-) existe una tendencia a tener una diferencia estadisticamente
significativa y el p valor mas bajo, siendo el grupo (P-CMS+) vs. (P-CMS-) el mas significativo
con p = 0,001.

En el caso de los mediadores inflamatorios TNF-a, IFN- vy, E-selectina, SICAM y CPR., su valor
p global fue estadisticamente no significativo (p > 0,05); en cuanto a la prueba de comparacion
Post Hoc, tambien fue estadisticamente no significativo. Curiosamente el valor mas bajo no

significativo se registro en el grupo de comparacion IL-1p (P-CMS+) vs. (P-CMS-) p = 0,058.
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6. DISCUSION

El objetivo del presente estudio fue analizar, mediante un estudio preclinico, la presencia de
mediadores inflamatorios (IL-1B, TNF—a, IL-6, MCP-1, IFN- vy, IL-10, CRP, E-Selectina, P-
Selectina y sSICAM) en la etiopatogenia de la relacion entre periodontitis y depresion. Para ello
se recogieron muestras de encia y plasma de cuatro grupos de experimentacion, realizandose
procedimientos para determinar la concentracion de estos mediadores presentes y comparandolos
entre cada uno de ellos. Estos grupos estuvieron compuestos en periodontitis (P+CMS-),
depresion (P-CMS+), periodontitis con depresion (P+CMS+) y control (P-CMS-).

En la comparacién de los resultados de mediadores inflamatorios analizados a nivel de encia, se
observa que sSICAM posee la media de concentracion mas alta (10,85 ng/mL), correspondiente
al grupo (P+CMS+), seguido del grupo (P+CMS-). Por otra parte, el mediador inflamatorio E-
selectina, también presenté una media alta en comparacion del resto de los demés analitos,

seguido de IL-6.

Realizando el test paramétrico de ANOVA, se observa que no existe diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos de cada analito; sin embargo, IL-1p presento un valor de p global
(p = 0,120) més bajo entre todos los mediadores inflamatorios. Por tal, se realiza la comparacion
Post Hoc de Bonferroni, donde se aprecia que tampoco existe una diferencia estadisticamente
significativa entre sus medias, empero existe una tendencia de apuntar los valores mas bajos a la

comparacion especifica de los grupos (P+CMS+) vs (P-CMS-).

En la comparacion de los resultados de mediadores inflamatorios analizados a nivel de plasma,
se observa que E-Selectina posee la media de concentracion mas alta (131,80 ng/mL),
correspondiente al grupo (P+CMS-), seguido del grupo (P-CMS-). Por otra parte, el mediador
inflamatorio sSICAM, también presentd una media alta en comparacion del resto de los demas

analitos, seguido de P-Selectina.

Realizando el test paramétrico de ANOVA, se observa que existe diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos de los analitos IL-1B, TNF—a, IL-6, MCP-1, IL-10 y P-Selectina,
presentando este Gltimo el valor de p global mas bajo (p = 0,001) méas bajo entre todos los
mediadores inflamatorios. Por tal, se realiza la comparacion Post Hoc de Bonferroni, donde se
aprecia gque existe una diferencia estadisticamente significativa entre la comparacidn especifica
de sus medias de IL-1p (P+CMS+) vs (P-CMS+) con p=0,012; de MCP-1 (P-CMS+) vs (P-
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CMS-) con p = 0,008; de IL-10 (P+CMS+) vs (P-CMS+) con p = 0,025; de P-Selectina
(P+CMS+) vs. (P-CMS-) con p = 0,001 y (P-CMS+) vs. (P-CMS-) con p=0,001.

En el estudio de Johannsen et al (2007) ha demostrado una asociacidn positiva entre la depresion
y la periodontitis, en los cuales referian que los pacientes con depresién tenian mayor inflamacion
gingival y mayor profundidad de sondaje que los controles; en comparacion con nuestro estudio

esta asociacion es evidente en los analisis efectuados en muestras de plasma.

En nuestro estudio se refleja que hay la presencia en diferentes concentraciones de mediadores
inflamatorios, tanto en muestras de encia como de plasma, por lo cual se evidencia que la
periodontitis podria inducir o acelerar otras enfermedades sistémicas cronicas provocando
inflamacidn sistémica, como es el caso de la depresién, liberando citoquinas proinflamatorias
(Hashioka et al., 2019), implicando que la periodontitis podria ser un factor de riesgo para un
trastorno neuroinflamatorio (Hashioka et al., 2018), aunque aun no se ha demostrado que la
depresion sea factor de riesgo de las enfermedades periodontales (Laforgia et al., 2015), en
nuestro estudio hemos notado concentraciones elevadas de mediadores inflamatorios que nos
hace pensar que ello pueda ser verdadero. Ademas, es importante mencionar la evidencia de
presencia de mediadores inflamatorios comunes y el impacto sistémico que produce (Cota &
Costa, 2013) aungue en nuestro estudio hayamos encontrado una diferencia entre las muestras

analizadas en plasma y encia.

Analizando los mecanismos biolégicos por los cuales la periodontitis puede relacionarse con la
depresion (Hashioka et al., 2019), con la presente investigacion, se puede dar mayor énfasis a
que la neuroinflamacién puede ser provocada por el incremento de concentraciones de citoquinas
proinflamatorias en el sistema nervioso central asociados con la activacién glial inducida por

inflamacion sistémica asociada con periodontitis.

En el presente estudio, se indujo la formacion de periodontitis a través de la inoculacion P.
gingivalis, que son capaces de invadir el epitelio con sus productos, especialmente LPS; pudiendo
inducir citoquinas proinflamatorias, como IL-1b, IL-6 y TNF-a, y el ingreso al sistema de
circulacion provocando una diseminacion sistémica, neuroinflamacién o deterioro si la

inflamacion sistémica ya existe (Kohler et al., 2017).

Existe evidencia en revisiones sistematicas que han concluido que los pacientes diagnosticados
con depresion presentan elevados niveles de citoquinas pro-inflamatorias a nivel sérico tales

como IL-1, IL-6, TNF-a, asi como elevados niveles de CRP (Dowlati et al., 2010). En el presente
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estudio, se ha podido validar en forma parcial esa referencia, puesto que se hallaron diferencias

estadisticamente significativas en muestras de plasma, mas no en encia.

En la literatura, se tiene en cuenta que, en la periodontitis, existe asociacion con niveles altos de
marcadores de inflamacion sistémica, como IL-6, TNF-a y PCR, se cree que podria potenciar la
respuesta inflamatoria y oxidativa, dando por consiguiente una vulnerabilidad hacia la depresién
(Dumitrescu, 2016). En esta investigacion, se pudo encontrar, ademas, una elevada concentracion
de otros mediadores inflamatorios como sICAM y E-selectina que favorecerian tal inflamacion

sistémica.

6.1. Fortalezasy limitaciones del estudio

En cuanto a las fortalezas:

- Los modelos animales siguen siendo una herramienta imprescindible en la investigacion
periodontal, ya que permite buscar causalidades, ademas de mejorar los parametros de

estudio con respecto a los estudios en humanos

- Las ratas tipo Wistar representan el modelo més utilizado en investigacion periodontal,
debido a las similitudes anatomicas y bioldgicas con el periodonto humano (Zenobia &
Hajishengallis, 2015), a su vez, constituyen una solucion valiosa y eficiente, dado que
estos animales son muy manejables en laboratorio, son econémicos y tienen una

estructura anatdmica de los molares similares a los humanos

- Los mediadores inflamatorios son facilmente analizados mediante técnicas de laboratorio
gue son un gran aporte para la investigacion periodontal, aportando mucha evidencia

cientifica.

- Este estudio, al ser in vivo, pre clinico, es un paso muy importante hacia la identificacion

de un factor de riesgo.

En cuanto a las limitaciones:

- Al tratarse de un estudio experimental in vivo, puede ser que los resultados obtenidos

sobre un modelo animal no sean completamente extrapolables al humano.
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- Para el modelo de induccién de la depresion en animales, puede ser que unas ratas sean

mas resistentes a la depresion que otras lo que podria llevar a un sesgo de seleccion.

- Al tratarse de un estudio con muestras limitadas, no se pudo hacer un pareamiento de
sujetos (ratas) en los diferentes grupos de periodontitis, depresién, periodontitis con

depresion y control.
Lineas futuras de investigacion

Sugerimos mas estudios experimentales para afianzar la relacién entre la periodontitis y la
depresion. Los estudios derivados de experimentacion o intervencion, es fundamental para que

exista evidencia de causalidad.
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7. CONCLUSIONES

La periodontitis y la depresion presentaron concentraciones de mediadores
inflamatorios tanto en encia como en plasma, lo que sugiere vincular un posible

mecanismo en la etiopatogénesis entre estas dos patologias.

Los niveles de mediadores inflamatorios en encia producidos en el grupo (P+CMS+)
fueron estadisticamente iguales que los producidos en los grupos (P+CMS-), (P-
CMS+) y (P-CMS-).

Los niveles de mediadores inflamatorios en plasma producidos en el grupo

(P+CMS+) fueron estadisticamente mayores que los producidos en los grupos
(P+CMS-), (P-CMS+) y (P-CMS-).
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IL-1b (pg/mL)

IL-6(pg/mL)

8. ANEXOS

8.1.Peso de encia tomada por grupos de experimentacion

N° rata Max. Mand. Peso Encia Mandibular (gr) Peso Encia Maxilar (gr) N° rata Max. Mand. Peso Encia Mandibular (gr) Peso Encia Maxilar (gr)
41 X 0,0186 0,0100 25 X X 0,0400 0,0185
2 X X 0,0200 0,0098 27 X X 0,0198 0,0117
3 x X 0,0284 0,0123 s 28 X x 0,0498 0,0116
4 X X 0,0390 0,0126 z 29 X X 0,0278 0,0102
7 X X 0,0282 0,0108 ;i. 30 X X 0,0394 0,0113
8 X X 0,0240 0,0158 a 31 X X 0,0391 0,0118
10 X X 0,0306 0,0102 32 X X 0,01163 0,0078
12 X X 0,0639 0,0107 33 X X 0,0485 0,0113
13 X X 0,0360 0,0101 42 X X 0,0205 0,0100
E 14 X X 0,0223 0,0106 44 X X 0,0306 0,0129
15 X X 0,0242 0,0113 45 X x 0,0349 0,0145
16 X X 0,0235 0,0096 47 X X 0,0336 0,0113
+ 17 X X 0,0496 0,0106 48
18 X X 0,0330 0,0100 37 X X 0,0417 0,0112
19 X X 0,0223 0,0105 38 X X 0,0298 0,0159
22 X X 0,0288 0,0130 39 X X 0,0255 0,0122
x24
20 X X 0,0372 0,0109

8.2.Boxplot de mediadores inflamatorios en encia
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8.3. BoxPlots de mediadores inflamatorios en plasma
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