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Resumen

Las pocas investigaciones sobre el papel de la dopamina y sus receptores
en la periodontitis revelan que esté neurotransmisor es capaz de regular la
inflamacion periodontal y por ende la destruccién del hueso alveolar, sin
embargo, se desconoce si la expresion de los receptores de dopamina D1
(D1R) y D2 (D2R) cambia en el tejido periodontal de ratones con periodontitis
en comparaciéon de ratones control con tejido periodontal sano. El objetivo
de este estudio fue evaluar la expresion de los receptores de dopamina D1R
y D2R en el periodonto de ratones sanos y de ratones con periodontitis
experimental. Se utilizaron ratones macho de la cepa C57BL/6, los cuales se
dividieron en dos grupos (n=6 en cada grupo), un grupo control y un grupo
experimental al que se le indujo periodontitis por medio de la colocaciéon de
una ligadura infectada con la bacteria P. gingivalis alrededor de los segundos
molares maxilares. Después de 6 semanas, se sacrificaron a todos los
ratones. Se determind la pérdida 6sea lineal y volumétrica del hueso alveolar,
el porcentaje, y la intensidad de expresion de D1R y D2R en el epitelio
gingival, ligamento periodontal y hueso alveolar del maxilar por medio de
inmunohistoquimica (IHQ). Los resultados mostraron que la periodontitis
produjo destruccién de los tejidos periodontales y pérdida 6sea alveolar, y se
observo infiltrado inflamatorio en el tejido conectivo subyacente a la encia.
Ademas, observamos en los ratones del grupo control una expresion
constitutiva de los receptores de dopamina 1y 2 en el epitelio gingival, partes
del ligamento periodontal y hueso alveolar. La expresion de D1R no cambia
con la periodontitis, sin embargo, la expresion de D2R se increment6 en
hueso alveolar y ligamento periodontal de los ratones con periodontitis en
comparaciéon con los ratones control. Estos resultados indican que el D2R
podria participar en la inflamaciébn y perdida 6sea inducida por la

periodontitis.



Abstract

There are few investigations regarding the role of dopamine and its receptors
in periodontitis. This reveals that this neurotransmitter might regulate
periodontal inflammation and therefore the destruction of alveolar bone.
However, it remains unknow wether the expression of dopamine D1
receptors (D1R) and D2 (D2R) changes in periodontal tissue mice with
periodontitis compared to control mice with healthy periodontal tissue. The
aim of this study was to evaluate the expression of D1R and D2R dopamine
receptors in healthy periodontium and experimental periodontitis mice.
C57BL/6 male mice were used, which were divided into two groups (n=6 each
group), a control group and an experimental group. Periodontitis was induced
by placing a ligature infected with the P. gingivalis, around the maxillary
second molars. After 6 weeks, all mice were sacrificed. Linear and volumetric
bone loss of alveolar bone, percentage, and intensity of D1R and D2R in
gingival epithelium, periodontal tissue and alveolar bone, expression was
determined by immunohistochemistry (IHQ). The results showed that
periodontitis produced destruction of periodontal tissues and alveolar bone
loss, inflammatory infiltrate was observed in the underlying connective tissue
of the gingiva induced by periodontitis. Expression of dopamine 1 and 2
receptors is constitutively expressed in the gingival epithelium, parts of the
periodontal ligament, and alveolar bone. D1R expression did not change with
periodontitis, however, D2R expression was increased in alveolar bone and
periodontal ligament of periodontitis mice compared to control mice. These
results indicate that the dopamine 2 receptor could participate in the

inflammation and bone loss induced by periodontitis.



1.

Introduccién

1.1 Periodonto

El periodonto es la estructura que rodea a los érganos dentales y esta
conformado por: la encia, el cemento, el ligamento periodontal y el hueso
alveolar (Chen & Hu, 2022).

Las funciones del periodonto incluyen sostener el diente, protegerlo contra
la microbiota oral y permitir la union del diente al hueso alveolar (Melcher,
1976). Cada uno de sus componentes tiene una funcidn especifica; la encia
es un tejido queratinizado o paraqueratinizado con un epitelio escamoso
estratificado (Figura 1) y tiene la funcion de actuar como una barrera quimica,
mecanica y microbiana (Brizuela, M., & Winters, 2023; Carranza, F. A,
Newman, M. G., Takei, H. H., & Mendez, 2014). El ligamento periodontal (LP)
es un tejido conectivo que consiste principalmente en bandas de colagena
tipo | y fibroblastos. ElI LP conecta el cemento del diente con la encia en el
alvéolo mediante bandas de colagena (Figura 1). Por otro lado, los
fibroblastos tienen un papel en la formacion y reparacion del hueso alveolar
y el cemento (Mortazavi & Baharvand, 2016). Ademas de unir las raices de
los dientes al hueso y al tejido gingival, el LP también participa en la
propiocepcién al transmitir informacion a la corteza somatosensorial. Esto es
importante para evitar las fuerzas oclusales durante la masticacion y el habla
(Willis & DiCosimo, 1979). El cemento es el tejido mineralizado que cubre las

superficies de la dentina (Figura 1) y su principal funcién es la sujecién de



las fibras al LP, como un anclaje entre la raiz dental y el hueso alveolar;
también controla el ancho del espacio periodontal, permitiendo que las fibras
periodontales estén orientadas (Maldonado Frias, S., & Arzate, 2013). El
hueso alveolar es un tejido conectivo mineralizado que rodea y protege a las
raices de los 6rganos dentales (Figura 1), por tal motivo tiene cercania con
la biopelicula de la placa dental, lo que lo hace Unico.

En condiciones fisiol6gicas, el periodonto mantiene un estado de
homeostasis debido al equilibrio entre la microbiota simbittica y las
respuestas inmunitarias controladas del huésped (Hajishengallis, 2016; Xu
et al., 2020). La ruptura de la homeostasis en el periodonto desencadena
enfermedades periodontales como la gingivitis y la periodontitis (Preshaw et

al., 2012).

Cemento radicular

Hueso alveolar

—Ligamento periodontal

| ‘ BRe

Figura 1. Partes del periodonto: encia, cemento radicular, ligamento periodontal y hueso
alveolar. Estos tejidos actlan en conjunto para darle soporte, sostén, proteccion y

propiocepcion al diente. (elaboracién propia)



1.2 Periodontitis

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria cronica de los tejidos

periodontales caracterizada por la destruccion inflamatoria de los tejidos
periodontales y en especial el hueso alveolar (Figura 2), es provocada por la
disbiosis del microbiota oral que inicia con un proceso infeccioso e
inflamatorio. La enfermedad se ve potenciada por factores etioldgicos tanto
locales como sistémicos. La periodontitis es una de las enfermedades mas
comunes asociadas con la cavidad oral. Es importante tratar la enfermedad

con prontitud, ya que no solo provoca la pérdida de dientes, sino que también
afecta la salud general del paciente.

Periodonto Periodontitis

sano //\\

/ /) _Calculo
Bolsa periodontal
inflamacion gingival
Bacterias

Pérdida
O6sea

Figura 2. Diferencia entre el periodonto sano y con periodontitis caracterizado por la
inflamacion de origen infecciosa y la acumulacion de célculo dental en el cuello del diente,

la desinsercion de las fibras de ligamento periodontal, lo que provoca la formacion de la

bolsa periodontal y la destruccion de cemento radicular y hueso alveolar.



1.3 Clasificacion de la periodontitis

En la nueva clasificacién de Enfermedades y Condiciones Periodontales y
Periimplantares, se encuentra la periodontitis (Papapanou et al., 2018) y
los criterios que se utilizan para llegar al diagndstico son: distribucion del
sangrado, sangrado al sondaje (BOP: Bleending On Probing), Profundidad
al Sondeo (PD), Pérdida de Insercion Clinica (AL) y Pérdida Osea
Radiogréfica (RBL). A su vez, el diagnostico de periodontitis se puede
clasificar en: enfermedades periodontales necrosantes, periodontitis y
periodontitis como manifestacion de enfermedades sistémicas. El
diagnostico se estatifica de acuerdo con la gravedad en base a la pérdida
0 extraccion dental por periodontitis y por el resultado de lo anterior que es
la disfuncibn masticatoria. Finalmente, se determina el grado de
periodontitis por la progresion de la enfermedad, ya sea directa, de los
datos longitudinales (>5 afios) de RBL o AL clinica, o lo contrario, por el
célculo de porcentaje de pérdida 6sea por edad e indicadores de factores
de riesgo como fumar y la diabetes mellitus no controlada (Sutthiboonyapan

et al., 2020; Tonetti et al., 2018) (Tabla 1).



Tabla 1. Clasificacion de periodontitis (Tonetti et al., 2018).

Formas de periodontitis

1. Enfermedad periodontal necrotizante

a. Gingivitis necrotizante

b. Periodontitis necrotizante

c. Estomatitis necrotizante

2. Periodontitis como manifestacién de enfermedades sistémicas

3. Periodontitis

a. Estadios: basados en la severidad® y la complejidad del manejo?
Estadio I: Periodontitis inicial
Estadio II: Periodontitis moderada
Estadio Ill: Periodontitis severa con potencial para pérdida de dientes
adicional
Estadio IV: Periodontitis severa con potencial para la pérdida de la
denticion

b. Extension y distribucion: localizada, generalizada, distribucién molar-
incisivos®

c. Grados: Evidencia o riesgo de progresion rapida*, responde a tratamiento

anticipado
Grado A: Tasa de progresion lenta
Grado B: Tasa de progresion moderada

Grado C: Tasa de progresion rapida

1Severidad: nivel de adhesion clinica interdental en el sitio con la mayor
pérdida; pérdida 6sea radiogréafica y pérdida 6sea

2Complejidad del manejo: profundidad del sondeo, patrén de pérdida
O0sea, lesiones en la furca, nimero de dientes remanentes, movilidad
dental, defectos de la cresta, disfuncibn masticatoria

3Localizada < 30% de los dientes, generalizada = 30% de los dientes

“Riesgo de la progresion: evidencia directa por evidencia radiografica o
pérdida rdpida del nivel de adhesion clinica
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1.4 Mecanismos inflamatorios de la periodontitis

La etiologia de las enfermedades periodontales son las bacterias. La cavidad
bucal humana alberga una carga sustancial y en continua evolucién de
especies microbianas. Las interacciones ecologicas entre el huésped y los
microbios determinan la gravedad de la enfermedad. Las bacterias
periodonto patdégenas en la placa dentobacteriana como la Porphyromona
gingivalis (P.gingivalis), que son clave en los mecanismos inflamatorios de
la periodontitis, ya que inducen la secrecion descontrolada de mediadores
de inflamacion y degradacion tisular. Esto también puede estimular el
ligamento periodontal y los fibroblastos gingivales, asi como las células
dendriticas que liberan mediadores de la inflamacion a través de la activacion
de los receptores tipo toll (TLR's) (Behm et al., 2019; Song et al., 2017) en
respuesta a las endotoxinas bacterianas. Las células vecinas ubicadas en el
tejido conectivo y el hueso alveolar impulsan la expresion de citocinas y
guimiocinas proinflamatorias, incluidas el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a), interleucina (IL) 1B, IL-6, IL-8, IL-12, IL-17 y el receptor activador
del ligando del factor nuclear kappa B (RANK-L) (Duka et al., 2019). La falla
en la resolucion de la infeccion sustenta la liberacion de mediadores
proinflamatorios que desencadenan la inmunidad adaptativa a través de la

activacion respectiva de los linfocitos By T (Figura 3).

En la inmunopatogénesis de la enfermedad periodontal, una vez que el tejido
conectivo gingival es infiltrado por células inflamatorias, ocurre la respuesta

inflamatoria local y aumenta el infiltrado por células T, células B, macréfagos
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y neutréfilos, ocurre el alza de la secrecion de mediadores inflamatorios y
citocinas, por ejemplo: prostaglandina E2 (PGEZ2), IL-1 y RANK-L. Lo
anterior, promueve la osteoclastogénesis, y con ello, la resorcion 6sea. Los
linfocitos T y B activados pueden mediar la resorcion Osea a través de la
sobreproduccion de RANKL soluble (sRANKL), en el tejido periodontal
enfermo (Hienz et al., 2015). En consecuencia ocurre una resorcién 6sea y
pérdida de insercién clinica (CAL) (Bostanci et al., 2019) que da como
resultado la pérdida del hueso alveolar (Figura3) (Hajishengallis, 2016; Lin et

al., 2021; Preshaw et al., 2012; Xu et al., 2020).

Periodontitis

Neutrofilos, macréfagos, células dendriticas

~ e
‘)o o @

o0

TNFa, IL-1, IL-6, IL-17

Osteoclasto‘s\ Linfocito T

Linfocito B

Figura 3. Figura inmunopatogénesis de la periodontitis. El infiltrado inflamatorio en la encia
provoca el incremento de citocinas inflamatorias. Las células presentadoras de antigeno
activan a los linfocitos T y B productoras de RANKL que junto con las citocinas promueven

la osteoclastogénesis y la pérdida Gsea alveolar (creacion propia).
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1.5 Periodontitis y afectaciones sistémicas.

La periodontitis no sélo afecta la cavidad oral, sino que también favorece el
desarrollo de la inflamacién sistémica a través del incremento de la
produccién de mediadores proinflamatorios como: IL-1, IL-6 y TNF-a
(Cardoso et al., 2018) provocados por la infeccion bacteriana presentes en
la periodontitis. Estos mediadores proinflamatorios alcanzan niveles
importantes en el torrente sanguineo y hace al paciente predisponente a
enfermedades metabdlicas o neurologicas (Kamer et al., 2008; Preshaw et

al., 2012).

En el caso de enfermedades cardiovasculares, la periodontitis agrava la
enfermedad aterosclerdtica; sin embargo, el control de la enfermedad
periodontal disminuye el riesgo de evolucidon (Hajishengallis, 2016). Mientras
gue, en enfermedades metabdlicas como la diabetes mellitus tipo 2 (DMT-
2), el estado glucémico de los pacientes puede empeorar por la progresion
de la enfermedad periodontal debido a la relacion bidireccional que existe

con la periodontitis (Preshaw et al., 2012).

En mujeres embarazadas con periodontitis, hay estudios que indican la
presencia de productos bacterianos en el liquido amniotico, lo que
desencadena niveles elevados de citocinas proinflamatorias, PGE2 y riesgo

de parto prematuro (Babalola & Omole, 2010).

La periodontitis se ha relacionado no solo con la inflamacion sistémica, sino

también con la neuroinflamacién y otras formas de dafio neurolégico. Por

13



ejemplo, se sabe desde hace algun tiempo que la enfermedad periodontal
es mas frecuente en pacientes con enfermedad de Parkinson (Kaur et al.,

2016).

En un estudio realizado por Yang, P y colaboradores en el afio 2021,
mencionan que la densidad de D2R disminuye en el cuerpo estriado en
pacientes con enfermedad de Parkinson en comparacion con el grupo control
y esto se puede correlacionar con la edad de los pacientes y el progreso de

la enfermedad (Yang et al., 2021).

Los pacientes con enfermedad de Parkinson han mostrado una tasa
significativamente mayor de bolsas periodontales de 4 mm de profundidad
en comparacion con pacientes sin dicha enfermedad. (98,6 frente a 43,5 %,
respectivamente) aunque establecer una relacion puede ser complicado, ya
gue la correlacion puede atribuirse no solo la neuroinflamacién inducida por
la enfermedad de Parkinson asociada a la enfermedad neuroldgica, sino
también a la discapacidad motora y el deterioro cognitivo que disminuye la
eficiencia de la higiene oral que puede conducir a la periodontitis (Bui et al.,

2019; Cecoro et al., 2020; Diomede et al., 2017).

Se ha argumentado que, las bacterias periodontales, sus productos y las
citocinas proinflamatorias liberadas en el torrente sanguineo a través de las
bolsas periodontales ulceradas, pueden debilitar la barrera hematoenceféalica
y atravesarla lo que permite el acceso a las regiones cerebrales y pueden
inducir cambios en las funciones neurovasculares, el incremento de la

permeabilidad hematoencefalica y el aumento de compuestos neurotoxicos

14



provoca cambios en la sintesis de neurotransmisiones como serotonina o
dopamina que contribuyen a la neuroinflamaciéon (Figura 4) (Ball & Darby,
2022; Cecoro et al., 2020; Gil Montoya et al., 2020).

La relacion entre las bacterias de la enfermedad periodontal y la patogénesis
de la enfermedad de Alzheimer se ha discutido en la literatura. Un
subconjunto de bacterias periodontopatégenas como la P. gingivalis y
Trepoema y sus productos tienen el potencial para invadir directa o
indirectamente el sistema nervioso central, se han detectado en fluido
cerebral en animales vivos como en secciones de tejido de pacientes con
Alzheimer (Riviere et al., 2002). La inflamacion derivada de la periodontitis
también contribuye al riesgo, aparicion y/o progresion del Alzheimer, al
aumentar la carga inflamatoria periférica que luego puede desencadenar y/o
exacerbar la neuroinflamaciéon (Poole et al., 2013) (Figura 4). Kamer y sus
colegas demostraron, por primera vez en humanos, una asociacion positiva
entre la enfermedad periodontal crénica y la carga de la proteina 3 amiloide
cerebral (AB) mediante la utilizacion de imagenes de tomografia por emision
de positrones (Kamer et al.,, 2015). Después de ajustar por factores de
confusion como edad, afecciones médicas, tabaquismo, conductas de
higiene bucal, pérdida de dientes, memoria y genotipo de apolipoproteina E,
las agresiones inflamatorias de las infecciones periodontales siguieron
siendo suficientes para producir acumulacion de AR (Kamer et al., 2015). Se

encontrd que estas asociaciones no eran secundarias al deterioro cognitivo.
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Figura 4. Relacion de la infeccién e inflamacion periodontal con la neuroinflamacion y

enfermedades neurodegenerativas.

1.6. Dopamina, sus receptores y su papel en enfermedades

neuroinflamatorias

La dopamina (DA) es una hormona y un neurotransmisor de catecolamina
monoamina, desempefia un papel en muchas funciones corporales
importantes, incluido el movimiento, la memoria y la recompensa y
motivacion placenteras. Los niveles altos o bajos de dopamina estan

asociados con varias enfermedades neuroldgicas y de salud mental.

Los receptores de dopamina juegan un papel esencial en las funciones de la
vida diaria. Los receptores de dopamina se expresan en el sistema nervioso
central. Dichos receptores también se expresan en la periferia, mas

prominentemente en el rifién y la vasculatura. Hay cinco tipos de receptores
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de dopamina, que incluyen D1, D2, D3, D4 y D5, se dividen en dos grupos:
tipo D1 (D1, D5) o tipo D2 (D2, D3, D4). Cada receptor tiene una funcion

diferente.

La funcién de cada receptor de dopamina (Mishra et al., 2018):

D1: memoria, atencion, control de impulsos, regulacién de la funcion renal,

locomocioén.

D2: locomocion, atencion, suefio, memoria, aprendizaje.

D3: cognicion, control de impulsos, atencion, suefio.

D4: cognicion, control de impulsos, atencion, suefio.

D5: toma de decisiones, cognicion, atencion, secrecion de renina.

Los receptores tipo D1, se acoplan a proteinas G estimulantes y su modo de
accion es activar al adenilato ciclasa, que conduce a la producciéon del
segundo mensajero AMPc y la actividad de la proteina quinasa A (PKA). En
el caso de los receptores tipo D2, estos se acoplan a proteinas inhibitorias
Gi/GO0 que inhiben la adenil ciclasa, regulan negativamente la produccion de
AMPc, lo que resulta en una disminucion de la actividad de PKA (Beaulieu &

Gainetdinov, 2011; Kabir et al., 2022; Mishra et al., 2018).

El receptor D1 es el mas abundante de los cinco en el sistema nervioso

central, seguido por D2, luego D3, D5 y el menos abundante es D4.

Los receptores D1 ayudan a regular el desarrollo de las neuronas cuando la

hormona dopamina se une a ellas (Bhatia, A., Lenchner, J. R., & Saadabadi,
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2022).

La dopamina no sélo puede regular el comportamiento, el movimiento, las
funciones endocrinas, cardiovasculares, renales y gastrointestinales, sino
que también funciona como una molécula importante en el sistema
inmunolégico (Basu & Dasgupta, 2000; Beck et al., 2004; Sarkar, C., Basu,

B., Chakroborty, D., Dasgupta, P. S., & Basu, 2011).

La DA estéa presente en las células inmunitarias y se ha demostrado que las
células del sistema inmunitario pueden ser reguladas por los receptores DA,
gque se expresan en la superficie de las células T, las células B, los
neutrofilos, los eosindfilos y los monocitos (Pacheco et al.,, 2009). La
activacion de D2R y D3R induce la polarizacion de linfocitos TCD4, T- helper
(Th) 17 y el antagonista de D1R provoca el mismo efecto (Nakano et al.,
2008). La activacion de D5R aumenta la produccion de interleucinas (IL) IL-
23, citocina que induce la polarizacion de linfocitos T CD4 Th17, lo que se

ha relacionado con la respuesta inflamatoria (Prado et al., 2012).

Por otro lado, la activacion de D2R y D3R en células T normales en reposo
induce la produccion de IL-10 y TNF-a (Besser et al., 2005), mientras que la
estimulacion de D3R activa las células T CD4+ que inhiben la produccién de

IL-4 e IL-10 (llani et al., 2004).

Los receptores DA se expresan en casi todas las subpoblaciones de células
inmunitarias (Sarkar, C., Basu, B., Chakroborty, D., Dasgupta, P. S., & Basu,

2011). También se ha reportado la expresién de los receptores de DA (D1R,
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D2R, D3R, D4R y D5R) en osteoblastos y osteoclastos (Hanami, K., Nakano,
K., Saito, K., Okada, Y., Yamaoka, K., Kubo, S., Kondo, M., & Tanaka, 2013;

Lee et al., 2015).

Se ha sugerido que la DA modula el perfil de citocinas durante las respuestas
inmunitarias inflamatorias (Nakano et al., 2009) y facilita la diferenciacion de
Th2 y Th17 (Nakano et al., 2009, 2011). Los antagonistas de DAR tienen

efectos antiinflamatorios (Kawano et al., 2015).

La DA o los agonistas de los receptores de DA a través de la union con sus
receptores modulan la activacion, la proliferacion y la produccién de citocinas
en las células inmunitarias (Basu & Dasgupta, 2000; Sarkar, C., Basu, B.,

Chakroborty, D., Dasgupta, P. S., & Basu, 2011; Torres-Rosas et al., 2014).

En la enfermedad de Parkinson idiopatica resulta en una pérdida grave de
los transportadores de dopamina estriatales. Se ha demostrado que en
pacientes con Alzheimer paskinsoniano y Parkinson, habia una reduccion de
los receptores de dopamina 2 en el nucleo caudado y putamen, pero no se
redujeron en pacientes con Alzheimer o Parkinson. Los receptores D1
estaban elevados en el putamen de los pacientes con Parkinson,
posiblemente debido a los efectos secundarios no deseados del tratamiento

con L-dopa (Joyce et al., 1998) (Figura 5).

Los agonistas del receptor 2 de dopamina, rotigotina, mostraron efectos
beneficiosos en algunos dominios cognitivos en pacientes con Alzheimer

(Koch et al., 2014). El uso de estos farmacos fue bien tolerado sin efectos
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secundarios  conductuales relevantes. Son necesarios futuras
investigaciones para verificar la posible eficacia terapéutica de los farmacos

y su papel en la neuroinflamacion o su relacién con la periodontitis.

Parkinson o Alzheimer

Substancia

nigra Deteriro y perdida de
recptores de dopamina o
neuronas dopaminérgicas

Figura 1. Deterioro y pérdida de receptores de dopamina en Parkinson o Alzheimer
(creacion propia).
2. Antecedentes.

En tejidos orales se ha observado que los receptores D1IR y D2R se
expresan en la pulpa dental, tejido periodontal y hueso alveolar en
condiciones periodontales sanas (Cheong et al., 2018), sin embargo se
desconoce su expresion en el periodonto sano y si esta expresion cambia en
el periodonto enfermo.

Recientemente se demostré que en el periodonto de ratas Wistar macho, el
acido tanico (agonista del receptor D2) a través suprimir la inflamacion
neutrofilica, inhibe el proceso de resorcion ésea alveolar de un modelo de
periodontitis (Takagi et al., 2021). Este mismo grupo de trabajo demostré lo

mismo usando el ropinirol (agonista del receptor D2) (Isozaki et al., 2022).
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El mecanismo por el que la DA y sus receptores pueden modular la perdida
Osea alveolar ha sido poco estudiada. Zhu y colaboradores en el afio 2022
reportaron gue la activacion sistémica del D1R promueve la diferenciacion
osteogénica. Ademas de que la perdida 6sea inducida por glucocorticoides
es debido a una disminucién en la expresion de D1R (zZhu et al., 2022).
También se demostré que la dopamina suprime la diferenciaciéon de
osteoclastos y que este efecto depende de los D2R, pero no se tenia claro a
través de que via y por esto, en el afio 2021, Wang L y colaboradores
identificaron una via candidata (D2R/ AMPc/ PKA/ CREB) que media la
inhibicion de la diferenciacion de osteoclastos por parte de la dopamina, sin
embargo, se desconoce como la estimulacion de D2R desencadena la

expresion de genes osteoclasticos (Wang et al., 2021).

El estudio de los mecanismos por los que la DA tiene estos efectos continua
y las pocas investigaciones sobre el papel de la dopamina y sus receptores
en la periodontitis revelan que este neurotransmisor es capaz de regular la
inflamacion periodontal y la destruccién del hueso alveolar y se pudiera
atribuir a un incremento o disminucion en la expresion de los receptores de
dopamina causados en la periodontitis, sin embargo, se desconoce la
expresion basal de los receptores D1 y D2 en el periodonto sano y si la

expresion cambia en la periodontitis.
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3. Justificacion
La dopamina puede modular la inflamacién periodontal y la pérdida 6sea
alveolar, por lo que conocer si esto es provocado por la modificacion en la
expresion de sus receptores causados por la periodontitis, mediante la
obtencion de la expresion basal de los receptores de dopamina D1R y D2R
en tejidos periodontales y saber si su expresion cambia por la periodontitis,
nos permitira saber cédmo se encuentra la via de la dopamina y sus
receptores y como esta involucrada en la modulacion de la perdida 0sea
alveolar. Ademas, abrira una nueva linea de investigacion sobre la
neuroregulacion osteoinmunoldgica y contribuira a encontrar nuevos blancos
terapéuticos para la modulacion del metabolismo 0seo afectado por la

inflamacion en la periodontitis.

4. Hipotesis
La expresion de los receptores D1R y D2R en hueso alveolar cambia con la

induccion de periodontitis experimental en ratones C57BL6.

5. Objetivo general

Evaluar la expresion de los receptores de dopamina D1IR y D2R en el

periodonto sano y en la periodontitis experimental en ratones.
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6. Objetivos especificos.
En ratones sanos y con periodontitis inducida por ligadura e infeccién con
P. gingivalis en los molares maxilares:
1. Evaluar la severidad de la periodontitis a través de la pérdida
Osea alveolar.
2. Determinar la expresion diferencial en ambos grupos de D1R y

D2R en hueso alveolar.

7. Metodologia

El estudio es de tipo experimental, comparativo, transversal y prospectivo.
Los procedimientos experimentales se realizaron en el Laboratorio de
Investigacion Odontoldgica, Seccion de Inmunidad Oral y Regulacion Osea,
FES lztacala de la Universidad Nacional Autbnoma de México. Este proyecto
forma parte de un proyecto global del laboratorio y se utilizaron las muestras
de un proyecto anterior ya aprobado por el comité de ética para ver la

expresion de lipocalina 2 (Anexo 1).

7.1 Modelo experimental
En el proyecto se utilizaron 12 ratones macho de la cepa C57BL/6 de 4
semanas de edad, obtenidos del bioterio de la FES lztacala, UNAM. Los
ratones fueron divididos en 2 grupos experimentales: control y periodontitis
(n=6 por grupo). Ambos grupos recibieron una dieta estandar y agua ad

libitum.
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En la semana 17, se comenzd con la antibioticoterapia con
Sulfametoxazol/Trimetropima con el fin de reducir el microbiota oral del raton
durante 10 dias y asi en la semana 19 tener un ambiente adecuado para
inducir periodontitis al grupo experimental. La periodontitis se indujo por
medio de una ligadura de seda 6-0 que se anudé alrededor del segundo
molar superior izquierdo e inoculaciones de P.gingivalis que se colocaron a
las 24 y 72 horas posteriores a la colocacion de la ligadura y cada 24 horas
por 3 dias seguidos; y finalmente 2 veces a la semana hasta la semana 24.
Para que la carga bacteriana no disminuyera, a los ratones de este grupo se
les privd de agua y alimento por 1 hora después de cada inoculacion. (Abe,
T., & Hajishengallis, 2013; Bendyk et al., 2009)

En la semana 24, se llevo acabd la eutanasia por sobredosis de CO.. Al final
del proceso de experimentacion se recolectaron los maxilares. Se extrajo el
hemimaxilar izquierdo de los dos grupos y se realizdé la medicién de la

pérdida 6sea alveolar y los cortes histologicos para la tincion de HyE e IHQ

7.2 Medicion de la pérdida 6sea alveolar

La pérdida 6sea se midié conforme a los establecido por Hasturk (Hasturk et
al., 2006). Después de la recoleccién de los hemimaxilares, se hirvieron
durante 10 minutos para facilitar la remocién de los tejidos blandos y se
blanquearon durante 5 minutos en cloro concentrado para después
sumergirlos durante 15 minutos en una solucion de eosina 0.5% y azul de

metileno 1%. Posteriormente se lavaron y cepillaron por 5 minutos en agua
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corriente para remover el exceso de colorante y se prosiguié a tomar las
medidas correspondientes.

La pérdida ésea alveolar se midié tomando como referencia inicial la unién
cemento-esmalte y hasta la cresta 6sea alveolar en la superficie bucal y
palatina de los tres molares presentes. Se utilizé un explorador endoddntico
al cual se le colocé un tope de silicon que fue posicionado tanto en los surcos
como en las cuspides. La distancia obtenida fue transportada a un calibrador
vernier analégico de precision 0.02 mm vy los resultados se expresaron en

milimetros (14394, TRUPER®).

7.3 Evaluacion histolégica e inmunohistoquimica:

Los hemimaxilares se fijaron en paraformaldehido al 4% durante 48 horas a
partir de su obtencion, se lavaron con agua corriente y se descalcificaron con
EDTA 10% durante 3 semanas a 37°C, y luego se deshidrataron, se
aclararon en xilol y se incluyeron en parafina (Részer et al., 2014).
Obtuvimos cortes histolégicos longitudinales (5 pm) en un microtomo. La
evaluacion histologica se llevé a cabo con los protocolos de tincion de rutina
con HyE y se realizaron ensayos de IHQ para evaluar la expresion de D1R
y D2R en cortes seriados de hemimaxilares de ratones; utilizando un
anticuerpo primario anti-D1R (1:100) (Santa Cruz biotechnology #sc33660)
o anti D2R (1:100) (Santa Cruz biotechnology #sc5303), y un anticuerpo
secundario anti-conejo IgG (H+L) conjugado a HRP (1:500) (Invitrogen
#31460). La inmunoreactividad fue evidenciada con el sustrato DAB (Roche

#11718096001).
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Las laminillas obtenidas se observaron en el microscopio Optico (Axio
LAb.Al, Carl Zeiss Microscopy, LLC, USA) y se tomaron micrografias a
magnificacion de 20x y 40x de la zona de los tres molares maxilares
(Axiocam ERc 5s, Carl Zeiss Microscopy, LLC, USA). La intensidad de
positividad HRP-DAB y el porcentaje de area de positividad se midié usando

el programa de cédigo abierto ImageJ.

8. Andlisis estadistico

Los datos experimentales se analizaron usando el programa estadistico
Graphpad Prism. Se aplico una prueba T de Student para comprar el
control versus periodontitis. Se consider6 estadisticamente significativo con

un valor de p<0.05.
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9. Resultados

9.1 La periodontitis provoco perdida 0sea alveolar.

Se midio la altura del hueso alveolar de los grupos de estudio para evaluar
la pérdida 6sea ocasionada por la periodontitis. En las fotos representativas
de la vista vestibular y palatina del grupo control y periodontitis, se observo
gue en el grupo control, el hueso alveolar de ambas caras estaba intacto y
cubria a las raices de los 6rganos dentales hasta el limite amelocementario,
por lo tanto, no presentaban movilidad dental. En el grupo de periodontitis,
los 6rganos dentales presentaban movilidad debido a la pérdida en la altura
Osea alveolar tanto de la cara vestibular como palatina, el hueso estaba
ubicado en el tercio medio de las raices (Figura 1 a).

En la figura 1 b, observamos que la periodontitis produjo perdida Osea
alveolar vertical y horizontal en los tres molares, para esto se grafico la media
+ SE de la altura 6sea del control (negro) y periodontitis (rojo) de la cara
vestibular y palatina. El grupo de periodontitis de acuerdo con las mediciones
anatdémicas de la altura 0sea alveolar tuvo una mayor area bajo la curva el

grupo de periodontitis, lo que refleja la pérdida 6sea alveolar (figura 1 c).
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Figura 5. Medicién de la altura 6sea alveolar conforme a puntos anatomicos del maxilar de
ratones control y con periodontitis. Los puntos anatémicos son las cuspides (C) y los surcos
(S) mesiales (M) y distales (D) de la cara vestibular (V) y palatina (P) de los tres molares.
(C-MV y MP, S-MV y MP, C-Vy P, S-DV y DP, C-DVy DP, C-MV y MP, S-Vy P, C-DV y
DP, C-Vy P) a) Fotografias representativas de los hemimaxilares b) Grafica de la medicion
de la altura 6sea, se grafico la media de cada punto anatémico. ¢) Grafica del area bajo la
curva (AUC) de la superficie vestibular y palatina. El corchete indica el valor de p de la

prueba T de Student.
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9.2 La periodontitis induce destruccion del ligamento periodontal y hueso
alveolar, asi como infiltrado inflamatorio en el tejido conectivo subyacente a
la encia.

Se realiz6 un andlisis histologico del periodonto de los grupos de estudio. En
la figura 2 se observan micrografias representativas a 200 y 400 aumentos
de los cortes longitudinales de la raiz del segundo molar de la zona distal y
mesial del periodonto del grupo control (Figura 2 a, b y ¢) y del grupo
periodontitis (figura 2 d, e y f). En el periodonto del grupo control se observa
el epitelio gingival intacto en la zona interproximal entre el primer y segundo
molar, las fibras del ligamento periodontal perpendiculares a la raiz dental,
ancladas al hueso alveolar y al cemento radicular. La cresta 6sea alveolar
esta delimitada y ubicada en el tercio cervical (Figura 2 a, b y c).

En el periodonto de los ratones con periodontitis (Figura 2 d, e y f), el epitelio
gingival interproximal esta separado del segundo molar, se logra distinguir el
espacio en donde se alojé la ligadura que es representado con un asterisco
(*) en la figura 2 d y f, también se aprecia que las fibras del ligamento
periodontal de la raiz del segundo molar se desanclaron, lo cual indica la
presencia de una bolsa periodontal (figura 2 d). Las fibras periodontales,
ademas, han perdido su orientacién perpendicular al diente y se encuentran

de forma desordenada.
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La cresta 6sea del hueso alveolar se observa disminuida en &rea y altura ya
gue, esta ubicada en el tercio apical de la raiz dental del 2do molar (figura
2e) y se observa que hay destruccion del epitelio adyacente a la encia. En el
tejido conectivo subyacente al epitelio gingival se observan vasos

sanguineos congestionados e infiltrado inflamatorio (figura 2f).

DISTAL MESIAL

CONTROL

PERIODONTITIS

Figura 6. Imagenes representativas del analisis histolégico del periodonto de los grupos de
estudio. a) zona distal del 2do molar del control a 200 aumentos, b) zona mesial del 2do
molar control a 200 aumentos, ¢) zona mesial del 2do molar control a 400 aumentos, d) zona
distal del 2do molar de periodontitis a 200 aumentos, e) zona mesial del 2do molar de
periodontitis a 200 aumentos y f) zona mesial del 2do molar de periodontitis a 400 aumentos.
(*) Espacio de la ligadura, (C) Cemento, (E) epitelio, (HA) Hueso Alveolar, (LP) Ligamento
Periodontal, (OD) Organo dental.
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9.3 La periodontitis no modifica la expresion del D1R en el periodonto de
ratones

Se determiné la expresion de D1R y D2R en el periodonto con el objetivo de
determinar en qué zonas del periodonto se expresan estos receptores y si la
periodontitis modifica su expresion (Figura 3 y 4). El D1R, se expresa de
forma constitutiva en el epitelio gingival, hueso alveolar y en las fibras de
insercion del ligamento periodontal, de la zona media a apical de la raiz
(Figura 3 a y c). En el periodonto de los ratones con periodontitis, la
periodontitis no modifica la expresion del D1R en comparacion con el control

(Figura3 b, d, eyf).

31



PERIODONTITIS

20X

40X

e) x f)

g ™

8 T30 a 30
Sa ©
g5 g

g % 2 Q-20-
2% =

T o o

8 =107 2 10
= ©

2 e

2 <

£

0.

(=}
1

Control Periodontitis Control Periodontitis

Figura 7. Imagenes representativas de la tinciébn de inmunohistoquimica (IHQ) para el
receptor de dopamina 1 (D1R) del periodonto de los grupos de estudio. a) zona distal del
segundo molar del grupo control a 200 aumentos. b) zona distal del segundo molar del grupo
periodontitis a 200 aumentos. c) Grafica de la intensidad de positividad (pixeles/campo) para
D1R. d) Porcentaje de area positiva para D1R del grupo control y periodontitis. (*) Espacio
de la ligadura, (C) Cemento, (E) epitelio, (HA) Hueso Alveolar, (LP) Ligamento Periodontal,
(0OD) Organo dental. El corchete indica el valor de p de la prueba T de Student.
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9.4 La periodontitis incremento la expresion de D2R en el periodonto de
ratones

El D2R, se expresa de forma constitutiva en el epitelio gingival, en el epitelio
de unidn (Figura 4 a 'y c). En el periodonto de los ratones con periodontitis,
el D2R se expresa intensamente en el epitelio gingival, en el tejido conectivo
subyacente al epitelio, a lo largo de todo el ligamento periodontal y en el
hueso alveolar. (Figura 3 b y d). La periodontitis incrementa la intensidad de

positividad y el porcentaje de area positiva de D2R en el periodonto (figura 4

eyf).
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Figura 8. Imagenes representativas de la tinciébn de inmunohistoquimica (IHQ) para el
receptor de dopamina 2 (D2R) del periodonto de los grupos de estudio.

a) zona distal del segundo molar del grupo control a 200 aumentos. b) zona distal del
segundo molar del grupo periodontitis a 200 aumentos. ¢) Grafica de la intensidad de
positividad (pixeles/campo) para D1R d) Porcentaje de area positiva para D1R del grupo
control y periodontitis. El corchete indica el valor de p de la prueba T de Student. (*) Espacio

de la ligadura, (C) Cemento, (E) epitelio, (HA) Hueso Alveolar, (LP) Ligamento Periodontal,
(OD) Organo dental.
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10.Discusioén

En nuestra investigacion, se observé que el modelo de periodontitis murina
gue utilizamos provocé: perdida 6sea alveolar, destruccién del ligamento
periodontal, hueso alveolar e infiltrado inflamatorio en el tejido conectivo
subyacente a la encia. Como se ha reportado, la colocacién de la ligadura
puede ser usada para el estudio de la inflamacién en la fase aguda que
provoca la resorcion 6sea en la periodontitis (de Molon et al., 2018; Lin et al.,
2021). Sin embargo, el modelo que utilizamos en este estudio de la ligadura
mas inoculacion de bacterias periodonto patdgenas (P. gingivalis), es el que
puede reflejar mejor la interaccion entre las bacterias, la inflamacion y la
pérdida 6sea alveolar (Lin et al., 2021), el cual es un signo que caracteriza a

la enfermedad periodontal clinicamente.

El infiltrado inflamatorio en el tejido conectivo subyacente a la encia que
observamos ya se ha reportado en estudios previos en ratones y ratas
(Gonzélez-Alva et al.,, 2023; Meulman et al., 2011). Los hallazgos
histoldgicos de esta investigacion son parecidos a los cambios periodontales
reportados en pacientes con periodontitis en los que se ha observado poca
o nula insercién de las fibras del ligamento periodontal y perdida de altura
Osea en las crestas alveolares; también se observa sangrado gingival propio

del proceso inflamatorio (Kwon et al., 2021).
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Posteriormente, en el tejido periodontal de ratones control y con periodontitis
se evalud la expresion de D1R y D2R por IHQ. El analisis mostr6 que la
periodontitis no modifico la expresion de D1R, mientras que la expresion de
D2R incremento en el tejido periodontal de los ratones con periodontitis.
Nuestros resultados indican que el D1R se expresa en el ligamento
periodontal y hueso alveolar, se desconoce cual podria ser su funcién en
estos tejidos. En la literatura menciona que también se expresa en la pulpa.
(Cheong et al., 2018). Recientemente se ha reportado la participacion de la
dopamina en la maduracion de odontoblastos en la etapa de desarrollo
dental (Fujino et al., 2020) y en la formacion de dentina reparativa (Fujino et
al., 2023). Nuestro analisis demostrd que la periodontitis murina no modificé
la expresion de D1R en comparacion con el grupo control. Por lo que
posiblemente este receptor no participa en la fisiopatologia de la
periodontitis. Lo anterior resulta interesante y contrastante con lo reportado
por Zhu y colaboradores en el afio 2022 en donde mencionan que la perdida
O0sea inducida por glucocorticoides es debido a una disminucién en la
expresion de D1R.

De igual forma se desconocia, si los tejidos periodontales expresan el D2R.
Se observo que la expresion del D2R se distribuyd en ligamento periodontal
y hueso alveolar. La expresion de D2R se incrementé en el epitelio,
ligamento periodontal y hueso alveolar en la periodontitis murina, por lo tanto,

la dopamina podria modular la inflamacién periodontal y pérdida ésea debido
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a la sobrexpresiéon de este receptor, como lo reportado por Wang y
colaboradores en el afio 2021, en donde mencionan que el D2R inhibe la
diferenciacién osteoclastica, sin embargo, cuando este receptor es
estimulado tiene efectos contrarios al expresarse mas genes osteoclasticos.
Aun se desconoce la via que podria estar participando. Aunque se ha
informado que con agonistas de D2R, se suprimio la pérdida 6sea en un
modelo de periodontitis en ratas Wistar, podria deberse a que la periodontitis
aun no estaba establecida (Isozaki et al., 2022; Takagi et al., 2021), sin
embargo, se desconoce qué pasaria, cuando la enfermedad ha progresado
y hay un ambiente inflamatorio establecido por bacterias
periodontopatdgenas en un modelo murino con pérdida en la altura 6sea

alveolar.

También se ha reportado que la activacion de D2R inhibe la activacion del
factor nuclear kappa B, factor de transcripcion maestro de la expresion de
citocinas inflamatorias (Zhang et al., 2016), inhibe la activacion del
inflamosoma NLRP3 (Yan et al., 2015) aumenta la produccion de IL-10,
citocina que regula negativamente la inflamacion (Besser et al., 2005), por lo
gue no esperabamos que la periodontitis incrementara la expresion de este
receptor, porque ademas se ha reportado que la expresion de D2R en
linfocitos B en pacientes con artritis reumatoide se correlaciona
negativamente con la enfermedad, en relacién con el nivel descendente de

TNF-a (Wei et al., 2015) y que la dopamina a través de su union al D2R
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inhibe significativamente la formacion de osteoclastos principalmente por la
restriccion de la expresion de RANK-L mediada por c-Fos y NFATcl en

preosteoclastos (Boyle, W. J., Simonet, W. S., & Lacey, 2003).

La inmunopatogénesis de la periodontitis esta mediada principalmente por la
respuesta Th1l7 que estimula la osteoclastogénesis y la destruccion Gsea.
Existen informes contradictorios sobre los efectos de la dopamina en las
células Th17 en trastornos neurolégicos (Levite, 2008). Se ha reportado que
la dopamina tiene un efecto inhibidor en la produccién de IL-17 en pacientes
con esclerosis multiple y que los niveles reducidos de dopamina junto con
los porcentajes elevados de células Th17 podrian contribuir a la produccién
elevada de IL-17 en las lesiones inflamatorias durante la esclerosis multiple
(Melnikov et al., 2016). Lo que nos hace pensar que el incremento del D2R
gue observamos en la periodontitis pudiera ser una respuesta compensatoria

a la alta respuesta celular Th17.

Estos resultados nos revelan que la via de la dopamina a través de sus
receptores puede estar participando en la fisiopatologia de la periodontitis, y
posiblemente como una respuesta para contrarrestar la inflamacion
periodontal y con ello se podrian estar expresando mas genes
osteoclasticos, sin embargo, es necesario hacer estudios mas alla de evaluar
sSu expresion, para saber si la activacion o la inhibicion de D1R y D2R
participan en la inflamacién periodontal y el mecanismo por el que participan

en la resorciéon 6sea alveolar.
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El incremento en la expresion del D2R en comparacion con el grupo control
fue propio de la enfermedad periodontal, con base al ambiente inflamatorio
y de la destruccion periodontal a través de la P.gingivalis, sin embargo,
resulta interesante que en el estudio Jentsch, H. F. y colaboradores, en un
estudio in vitro las hormonas del estrés, entre ellas la dopamina no esta en
relacion con el crecimiento de Prevotella intermedia y la P.gingivalis, ya que
no tuvieron un efecto en la cantidad de bacterias metabdlicas activas y
tampoco en las unidades formadoras de colonias por mililitro, que evalu6 a
las bacterias vivas, incluidas las bacterias metabdlicamente inactivas en
comparacion con la bacteria Fusobacterium nucleatum, dependiente de la
dosis, lo cual puede considerarse positivo desde el punto de vista de la
enfermedad periodontal (Jentsch et al., 2013).

Referente a la practica odontologica, aunque se necesitan mas estudios
nuestros resultados indican que hay una relacién del sistema nervioso con
el metabolismo 6seo alveolar afectado por la periodontitis por lo que la
modulacién de los receptores de dopamina podria ser un blanco terapéutico

efectivo para la enfermedad periodontal.

11. Conclusion
Este trabajo es el primero en evaluar la expresion de los receptores de
dopamina en la periodontitis murina y se demostré que: la expresion del D1R
no cambia en la periodontitis con respecto al grupo control y que la expresién
de D2R incrementa en la periodontitis por lo que podria estar participando en

su fisiopatologia.
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ANEXO 1. Comisidon de ética

W“E’ﬁ‘ Universidad Nacional Auténoma de México AR,
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Los Reyes Iztacala a 04/11/2021

Oficio: CE/FESI/112021/1436

DRA. GARCIA HERNANDEZ ANA LILIA
Presente:

En atencién a su solicitud de aval, por la Comision de Etica de esta facultad, para su
proyecto denominado Evaluacion de la participacion de la lipocalina 2 en
la relacion bidireccional entre la Diabetes Mellitus Tipo 2y la
periodontitis que va a someter a PAPIIT.

Esta comision acordé la siguiente opinion técnica:

Avalado sin recomendaciones

Con vigencia del 1 de octubre del 2021 al 1 de diciembre del 2026.

Sin otro particular por el momento, quedamos a sus érdenes para cualquier aclaracién
y aprovechamos la oportunidad para enviarle un atento saludo y nuestro respeto
académico.

M.C: co Sandoval Olvera
Presidente
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