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DEFINICION DEL PROBLEMA

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la principal causa de demencia en la
poblacion adulta a nivel mundial y se caracteriza por la pérdida progresiva de la funcion
cognitiva que inicia con el deterioro de la memoria (1,2,3).

En la actualidad los mecanismos bioldgicos que inician esta enfermedad no son
claros, sin embargo se considera que la neuroinflamacion tiene un rol fundamental en su
inicio y progresion, generando el inicio de la cascada amieoide (1,3). Esta hipotesis
establece que ante un evento inflamatorio crénico las microglias se activan y secretan
elevados niveles del péptido amiloide B (AB). Este péptido y el ambiente inflamatorio es
capaz de alterar la funcion fisiologica de los astrocitos, los que induciran un desbalance
oxidativo, energético y metabdlico en las neuronas. En estas condiciones, las neuronas
acumularan la proteina Tau en un estado hiper-fosforilado, originando los ovillos
neurofibrilares (NFTSs) (4). Estos eventos moleculares y celulares son los que llevan a la
pérdida de funcién neuronal y posterior muerte y constituyen los eventos patologicos

caracteristicos de la EA (4).

Las enfermedades inflamatorias cronicas pueden cumplir un rol importante en el
establecimiento de un estado inflamatorio en el sistema nervioso central que conduciria a
un estado de neuroinflamacion (4,5). En este contexto la periodontitis es una enfermedad
crénica no transmisible altamente prevalente en la poblacién adulta mayor, desencadenada
por una microbiota oral disbidtica que genera una respuesta inmuno-inflamatoria capaz
de inducir la destruccion del tejido conectivo periodontal y la resorcidén 6sea, que sin

tratamiento puede llevar a la pérdida de los dientes (6).

Multiples bacterias presentes en el microbioma disbiotico durante el curso de la
PE como Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A.a), Porphyromonas gingivalis (Pg),
y Prevotella intermedia (Pi) se asocian con abscesos cerebrales, 1o que demuestra su
capacidad para invadir el tejido cerebral. De estos P. gingivalis ha sido identificado como

factor de riesgo para el desarrollo de placas de AP y deterioro del estado cognitivo (6,7).



Dos vias han sido sefialadas en el nexo entre estas enfermedades, por una parte una
produccion local exacerbada y sostenida de mediadores proinflamatorios derivada de la
activacion del sistema inmune del hospedero por los patdgenos clave y, por otra parte, la
difusion de las bacterias o sus factores de virulencia a otros tejidos u 6rganos. En efecto,
las citoquinas, bacterias o sus factores de virulencia podrian tener la capacidad de difundir
por la barrera hematoencefélica (BHE) y acceder al tejido cerebral donde podrian generar

el inicio de los eventos neuroinflamatorios que conduzcan a la EA (7,8).

No obstante ambas enfermedades son las mas prevalentes en adultos mayores a
nivel mundial y comparten similitudes en sus rutas patoldgicas, ain se desconoce el nexo
que las relaciona, por lo que es necesario determinar si la periodontitis puede ser un factor

de riesgo para la EA.

Considerando lo anterior se plantea la siguiente pregunta de investigacion: ¢Existe
asociacion entre el estado cognitivo en presencia de Enfermedad de Alzheimer y la

periodontitis?



REVISION BIBLIOGRAFICA

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la forma mas comin de demencia en
adultos mayores, constituyendo una de las principales causas de dependencia y
discapacidad a nivel mundial (1). Segun el World Alzheimer’s Report de 2018 existe un
estimado de 50 millones de personas en el mundo afectadas por algun tipo de demencia,
de las cuales dos tercios presentan EA. A medida que incrementa la esperanza de vida se
estima que la incidencia de EA ascienda a 152 millones para el 2050 convirtiéndose en un
problema importante de salud publica (2,3). No obstante la EA afecta con mayor
frecuencia a personas mayores de 65 afios de edad, existe un grupo afectado de menor
edad (2,3). En la literatura se describen 2 tipos de EA, la de inicio temprano y la de inicio
tardio. Mientras la EA de inicio temprano estd determinada por factores genéticos y
corresponde a un 5% de los pacientes diagnosticados, la EA de inicio tardio se produce
por factores ambientales e incluye al 95% de los afectados. Entre los factores de riesgo
para la EA se destacan la dieta alta en grasas, enfermedades cronicas no transmisibles,
estrés, insomnio, estilo de vida sedentario, tabaquismo, alcoholismo, abuso de sustancias,
edad, antecedentes de traumatismo craneoencefélico o genes de susceptibilidad como la
proteina precursora amiloidea (APP), B-secretasa (BACE) y Apolipoproteina E (APOE)

(4).

Actualmente existen diversos modelos que explican la patologia de la EA y
atribuyen mdaltiples causas de inicio y progresion, sin embargo se considera que la
neuroinflamacién cumple un rol fundamental al ser el primer evento que genera la cascada
amiloide (5,6,7). La teoria mas aceptada para explicar la patogénesis de la EA es la
cascada amiloide la cual afirma que la acumulacion y agregacion de péptido amiloide
(AP) es el evento inicial que conduce a la demencia, seguido por la formacion de ovillos
neurofibrilares (NFT) conformados por una forma hiperfosforilada de la proteina Tau
(7,8). La presencia de A induce la hiperfosforilacion de las proteinas Tau y la formacion
de NFTs y asi, disfuncion axonal que genera mayor acumulacion de ApB en los espacios
sinapticos. Los agregados de A conforman las placas seniles y, en conjunto con los NFTSs,

constituyen las caracteristicas histopatoldgicas de la EA (9,10).



Se ha especulado que las infecciones podrian cumplir un rol importante en el
establecimiento de un estado inflamatorio en el sistema nervioso central. En efecto, la
periodontitis es la enfermedad cronica no transmisible oral mas comun en la poblacién
adulta, segun la Organizacién Mundial de la Salud es la segunda enfermedad oral mas
frecuente en los humanos y es la primera causa de pérdida de los dientes (11,12). La
periodontitis se origina por la disbiosis de la microbiota subgingival generado por
patobiontes o bacterias keystone (13). Estas bacterias o sus factores de virulencia pueden
inducir un dafio directo en los tejidos periodontales y un dafio indirecto mediante la
induccidn de la respuesta inmune del hospedero (12,13). La respuesta inmune inducida
ante estas bacterias se caracteriza por la produccién exacerbada de mediadores pro-
inflamatorios tales como interleuquina (IL-1a, IL-1pB, IL-6, factor de necrosis tumoral
(TNF)-a, prostanoides y Metaloproteinasas de la matriz (MMPS) gue tienen el potencial
de difundir a la circulacion (14). La presencia de estas moléculas en la circulacion
periférica de pacientes afectados de periodontitis ha permitido asociar a esta enfermedad
con otras condiciones, tales como diabetes, dislipidemia, artritis reumatoide y

recientemente, con la EA (15,16).

1. ENFERMEDAD DE ALZHEIMER Y SU ASOCIACION CON
PERIODONTITIS

Durante la periodontitis, las moléculas pro-inflamatorias producidas localmente
difunden desde el tejido conectivo periodontal hacia la circulacion sanguinea periférica
donde pueden afectar otros tejidos u drganos (17). Recientemente, distintos estudios han
propuesto que, al menos en parte, las enfermedades inflamatorias cronicas podrian
desencadenar eventos neuroinflamatorios que originen la cascada amiloide, mediante la
difusion de los mediadores pro-inflamatorias hacia el cerebro. Sin embargo, los

mecanismos moleculares involucrados en estos eventos no estan dilucidados aun (18).

Durante la EA se produce un incremento en la secrecion del péptido AP el cual se acumula
en distintas formas insolubles: fibras, fibrillas u oligomeros. Esta condicion de
insolubilidad induce un estado inflamatorio cerebral cronico que desencadena una serie
de eventos moleculares y celulares (19). En particular, las microglias son los fagocitos del

sistema nervioso central y son las responsables del clearance del AB en condiciones



fisiolOgicas, al que reconocen mediante el receptor tipo Toll (del inglés Toll-like receptor,
TLR) 4. En condiciones fisioldgicas, las microglias se encuentran en un estado
neuroprotector, caracterizado por fagocitar cualquier depdsito extracelular que sea ageno
al ambiente cerebral, inhibir cualquier efecto de citoquinas pro-inflamatorias mediante la
secrecion de IL-4, IL-10 y el factor de crecimiento tumoral (TGF) -1 (20,21). Sin
embargo, cuando el A se insolubiliza, no es posible de ser fagocitado por las microglias
y se activan a un fenotipo inflamatorio o M1. En respuesta a esta acumulacion, las M1
secretan una serie de moléculas pro-inflamatorias: IL-1B, IL-6, IL-17, TNF-a, MMP2,
MMP9, CCLS5, entre otras (22). En este estado inflamatorio los astrocitos, que son las
células que mantienen el balance energético, oxidativo y metabolico del cerebro,
reconocen a las moléculas pro-inflamatorias y modifican su fenotipo a un astrocito
reactivo. El astrocito reactivo responde aumentando la secrecion de citoguinas pro-
inflamatorias y la expresion y traduccién de la proteina precursora amiloide (APP) y de
las By v secretasas, generando la produccion de AP. La modificacion de la funcién de los
astrocitos genera un desequilibrio en la neurona que incrementara el estado fosforilado de
la proteina asociada a los microtabulos Tau, creando un estado de hiperfosforilacion. La
proteina Tau que se ubica distribuida en el axén y es esencial para el transporte de
vesiculas sinapticas, en su estado hiperfosforilado se acumula en el soma, generando
ovillos neurofibrilares, los que finalmente, interfieren con la funcion (23, 24). De esta
manera, el estado neuro-inflamatorio desencadena una serie de eventos moleculares y
celulares que llevan de manera irreversible, a la muerte neurona (24).

En términos generales, las microglias cumplen un rol neuroprotector, pero en condiciones
inflamatorias, uno neuro-inflamatorio, siendo de esta forma la célula que puede iniciar la
EA (24). No obstante la hipotesis de la cascada amiloide establece al péptido Ap como el
eje central de la neurodegeneracion y que tanto los Ap solubles e insolubles son detectados
en cerebros de pacientes afectados de EA, todas las terapias dirigidas a inhibir el
reconocimientos de estos péptidos no han evitado la progresion de la enfermedad (25,26).
Asi se ha propuesto recientemente que la EA podria tener su causa fuera del cerebro,
donde enfermedades cronicas no transmisibles como la periodontitis, podria ser una de las

causas del inicio y progresion de la EA (27).



La periodontitis es capaz de incrementar la concentracion local de mediadores pro-
inflamatorios tales como IL-1p, IL-6, IL-17, TNF-a, MMP2, MMP9, entre una gran
variedad de moléculas caracteristicas de la destruccion del tejido conectivo u 6seo (28).
En efecto, todas estas moléculas pueden ser detectadas a nivel sérico y tener un efecto no
deseado en otro tejido u 6rgano (28). De esta manera, la periodontitis se asocia con un mal
control metabdlico en pacientes con Diabetes Mellitus tipo Il, con un incremento en la
presion sanguinea por efecto en distintas arterias, con bajo peso al nacer, pre-eclampsia y
parto prematuro y, recientemente, con la EA (29,30,31). En pacientes afectados de EA se
observa que poseen un estado periodontal con mayor sangrado gingival, mayor pérdida
de insercion y menos cantidad de dientes. En efecto, los pacientes afectados de EA tienen
una higiene oral de baja frecuencia y calidad lo que contribuye a un peor estado
periodontal. Sin embargo, se desconoce si un estado de periodontitis previa puede ser
capaz de desencadenarla. En este sentido, algunos estudios han detectado la presencia de
bacterias orales en cerebros en pacientes que fallecieron y estaban afectados de EA
(32,33).

Durante la periodontitis se produce un incremento significativo tanto de moléculas
pro-inflamatorias como de bacterias o sus factores de virulencia podrian difundir a la
circulacion periférica. Estos elementos moleculares o celulares podrian ingresar al
Sistema Nervioso Central a través de areas del cerebro que carecen de una BHE, mediante
capilares fenestrados. También podrian difundir utilizando transportadores especificos de
citoquinas, aumentando la permeabilidad de la BHE o activando las células del endotelio
cerebral para producir citoquinas que inducen moléculas de sefializacion como el 6xido
nitroso o los prostanoides (33,34). Algunos estudios han determinado que las citoquinas
periféricas tienen la capacidad de estimular las fibras aferentes de los nervios periféricos,
generando un aumento en los niveles de citoquinas en el cerebro por medio de canales o
compartimentos asociados a nervios periféricos (35,36). Estos datos sugieren que las
moléculas pro-inflamatorias originadas en el periodonto podrian alcanzar el cerebro por

vias nerviosas y no solo por la circulacién sanguinea periférica (37,38)



2. ROL DE LOS PERIODONTOPATOGENOS

Durante la periodontitis existen diversos episodios de bacteremia, tales como la
masticacion o el cepillado de dientes. Durante estos eventos bacterias clave podrian
difundir a la circulacion sanguinea periférica y colonizar nuevos sitios del hospedero.
Especies como Treponema denticola y Treponema pallidum se han detectado en el ganglio
y la corteza del trigémino y, recientemente, Porphyromonas gingivalis en el cuarto
ventriculo y el liquido cerebro-espinal (LCE) (38,39). De igual forma bacterias clave
presentes en la microbiota disbidtica durante el curso de la periodontitis como
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, P. gingivalis y Prevotella intermedia han sido
detectadas en abscesos cerebrales en muestras postmortem, lo que demuestra su capacidad
para invadir otros tejidos o espacios anatdmicos (40). En modelos animales se ha
demostrado que la neuroinflamacion cronica inducida por la inoculacion o inyeccion de
lipopolisacérido (LPS) de P. gingivalis causa un incremento en la produccion de
mediadores pro-inflamatorios que conducen al incremento de AB y de la proteina Tau en
su forma fosforilada (41).

El mecanismo de invasion bacteriana al cerebro se desconoce aun, sin embargo,
se proponen tres modelos para explicar la deteccion de bacterias orales en el cerebro. El
primero establece que las bacterias difunden a la circulacién sanguinea periférica y, una
vez en los vasos cerebrales, induce una respuesta inflamatoria endotelial que podria
inducir el breakdown de la barrera hematoencefalica (BHE). El segundo mecanismo
determina que las bacterias orales migrarian mediante las terminaciones periféricas del
nervio trigémino hacia el ganglio trigémino y luego al cerebro. La tercera ruta establece
que las bacterias podrian migrar por la circulacion linfatica. De hecho, el IV ventriculo y
los linfonodos regionales orales drenan al linfonodo cervical medio profundo (42,43,44).
Aunque las tres teorias explican las posibles rutas de migracion de bacterias orales al
cerebro, no se ha demostrado aun por cual de ellas estas bacterias pueden ingresar mas
facilmente (44).

La caracterizacion reciente de amieloide B (AB) como un péptido antimicrobiano ha
reforzado la asociacion causal de bacterias con la neuro-inflamacion. Estudios en ratones
APOE -/- han observado que la infeccion oral por P. gingivalis tiene la capacidad de

activar el sistema del complemento cuando alcanza el tejido cerebral, situacion no



observada con otras bacterias (45). En ratones transgénicos que sobre-expresan la APP
humana mutada (hAPP-J20), la infeccién oral con P. gingivalis provocé un deterioro de
la funcidn cognitiva, un aumento en la deposicion de placas de Ap y una mayor pérdida
Osea alveolar en comparacion con ratones control (46). Estos datos promueven la hipotesis
de que la infeccion oral por P. gingivalis cumple un rol importante en la patogénesis de
EA (45,46). En pacientes afectados de periodontitis, la presencia de P. gingivalis podria
ser considerado un elemento para definir hospederos con susceptibilidad microbioldgica

para desarrollar otras enfermedades, tales como la EA (47).



JUSTIFICACION

El aumento en la esperanza de vida alcanzado en las Gltimas décadas y derivado
de una mejora en los servicios de salud a nivel mundial, ha contribuido a un incremento
de la poblacion de adultos mayores. Esta situacion ha generado un incremento en la
prevalencia de enfermedades cronicas no transmisibles y degenerativas consideradas
como co-morbilidades implicitas en esta etapa de la vida. Asi, el informe mundial sobre
la enfermedad de Alzheimer del afio 2018 estimo que 2/3 de los 50 millones de adultos
mayores tienen EA y se proyecta que esta cifra aumente a 152 millones para el 2050,
situacion que incrementa considerablemente los costos en salud destinados a la atencion

de llas personas mayores y define a la EA como un problema de salud publica.

La EA es una enfermedad neuro-degenerativa y progresiva generando limitaciones
meédicas y sociales durante la historia natural de la enfermedad. El déficit progresivo de la
cognicion afecta severamente las actividades diarias, afectando directamente a la persona
afectada de EA y a su entorno social. Asi, las personas con EA suelen estar afectadas de
mala higiene, malnutricién, sarcopenia, entre otros. Datos de la OMS sefialan a la
periodontitis como la enfermedad cronica no transmisible mas prevalente en adultos
mayores a 65 afios, afectando a mas del 60% de este grupo etario. Ademas, la periodontitis
constituye la principal causa de pérdida de dientes, discapacidad, disfuncién masticatoria
y estado nutricional deficiente comprometiendo la calidad de vida de los afectados. En
este contexto numerosos estudios han especulado una relacion entre periodontitis y EA.
En términos generales, la EA podria predisponer al desarrollo de periodontitis y la
periodontitis podria predisponer a un estado de mayor deterioro cognitivo. Los pacientes
con EA tienen una peor higiene oral debido a su pobre destreza manual para realizar su
higiene oral o por la incapacidad del propio sujeto para acudir al odontélogo, lo que
favoreceria la disbiosis de la microbiota oral. Ademas, el aumento de los mediadores pro-
inflamatorios en la circulacion sanguinea periférica y la colonizacion bacteriana cerebral
podrian ser considerados un factor de riesgo para el inicio y progresion de la EA generando

un circulo vicioso entre estas enfermedades.

No obstante la evidencia sugiere una posible asociacion entre ambas patologias,

no existen estudios en poblacion mexicana que evalten el estado periodontal en individuos
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afectados de EA y los efectos de la progresion de la periodontitis en el grado del deterioro
cognitivo en EA. Considerando que ambas patologias presentan altas tasas de prevalencia
e incidencia en los adultos mayores y que presumiblemente comparten rutas patologicas,
el presente estudio pretende determinar si existe asociacion entre el estado periodontal con

el estado cognitivo en individuos afectados de EA..
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.
Determinar la asociacion entre el estado cognitivo en sujetos con enfermedad de

Alzheimer y los principales marcadores clinicos y moleculares de periodontitis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Evaluar el estado cognitivo y periodontal de pacientes afectados de enfermedad de
Alzheimer.

2. Cuantificar los niveles de las moléculas IL-1p, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-
13, IL-17, IL-21, 1L-22, IL-23, IL-27 y APOE-¢4 en fluido crevicular gingival.

3. Determinar la carga bacteriana de P. gingivalis en muestras de microbiota oral.

4. Correlacionar el estado cognitivo con los niveles detectados de los mediadores

inflamatorios, la carga bacteriana y la secrecion de APOE-€4.
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MATERIALES Y METODOS

DISENO DEL ESTUDIO.

Descriptivo, prospectivo, transversal, de casos y controles.

VARIABLES Y ANALISIS ESTADISTICO.
Salud Periodontal: Estado caracterizado por una ausencia o niveles minimos de

inflamacidn clinica en un periodonto con estructuras de soporte normales.

Gingivitis: Infamacion gingival localizada, reversible, iniciada por bacterias del
microbioma oral que se forma en los dientes y tejidos gingivales. Se caracteriza por no
presentar perdidas de las estructuras gingivales y periodontales, y representa el paso

previo a la enfermedad periodontal.

Periodontitis: Patologia inflamatoria desencadenada por un microbioma
subgingival disbidtico. En sus diferentes formas (localizada-generalizada, etapas I-1V, y
grados A, B, C), tiene la capacidad de estimular la secrecion de distintos moduladores
inflamatorios que provocan una respuesta inflamatoria local, llevan a la destruccién de los
tejidos periodontales, y a su vez pueden estimular una respuesta inflamatoria sistémica

secundaria.

Citoquinas: Proteinas asociadas a los mecanismos inflamatorios, destructivos o
reguladores de la respuesta inmune. Son secretadas por una diversidad de células, en
particular, en un periodonto afectado de periodontitis, las células epiteliales, endoteliales,
fibroblastos, neutréfilos, macréfagos, células dendriticas y linfocitos T colaboradores
secretan un perfil de estas moléculas dependiendo del antigeno que se encuentre presente.
Estas se estudian segn su funcién las que podemos resumir como citoquinas pro-
inflamatorias: IL-1B, IL-2, IL-6, IL-9, IL-12, IL-13, IL-21 e IL-27, citoquinas pro-
resortivas: 1L-17, IL-22 e IL-23, citoquinas inmuno-moduladoras: IL-4, IL-5 y citoquinas

inmuno-reguladoras: 1L10.
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P. gingivalis: Bacteria Gram-negativa anaerobia, asacarolitica, que posee
multiples factores de virulencia y capacidad para migrar a sitios extra-orales. Se le

reconoce como un patégeno keystone o clave para el desarrollo de la periodontitis.

ApoE-¢4: Apoproteina derivada de la apolipoproteina E (gen APOE), transportadora de
lipoproteinas, vitaminas liposolubles y colesterol, principalmente en el sistema linfatico,
higado, rifidn cerebro y sistema nervioso. La isoforma 4 es una de sus tres isoformas y
se relaciona con alteraciones del clearance de lipidos y colesterol. Se considera uno de los

principales factores de riesgo para el desarrollo de EA.

POBLACION DE ESTUDIO
Sujetos adultos hombres y mujeres mayores de 60 afios residentes del Asilo Brunet
Celarain que cumplieron con los criterios de inclusién durante el periodo comprendido

entre septiembre - noviembre de 2019.
CRITERIOS DE INCLUSION

- Hombres o mujeres de 60 afios de edad o mas.
- Pacientes con diagnéstico de enfermedad de Alzheimer y que presenten 0 no

signos y sintomas clinicos de periodontitis.

CRITERIOS DE EXCLUSION

- Sujetos fumadores o alcohdlicos.

- Sujetos que hayan recibido tratamiento antibidtico seis meses anteriores a la
aplicacion del estudio.

- Sujetos que hayan recibido tratamiento periodontal seis meses previos a la

aplicacion del estudio.

CRITERIOS DE ELIMINACION.

- Pacientes con enfermedad de Alzheimer inhabilitados para colaborar con el

estudio por presentar demencia grave.
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- Pacientes que ya incluidos dentro del estudio se nieguen a seguir participando.
TIPO DE MUESTREO
No probabilistico por conveniencia.

METODOLOGIA

Para el presente estudio se reclutaron adultos mayores de 60 afios de edad
residentes del Asilo Brunet Celarain que cumplieron con todos los criterios establecidos
durante el periodo comprendido entre septiembre - noviembre de 2019. Todos los
pacientes fueron informados del objetivo del estudio y se firmé el consentimiento
informado por sus apoderados (Anexo 1). El protocolo fue aprobado por el Comité de

Etica de la Facultad de Odontologia de la Universidad Auténoma de Yucatan.
1. Aplicacion de Test MoCA.

Al inicio a todos los pacientes se les realizé el test Montreal Cognitive Assessment
(MoCA, Anexo 2). Para ello, se capacito y certifico al investigador en el test MoCA via
e-learning en la plataforma http://www.mocatest.org/training-certification/. Brevemente,
el test consta de 7 items que evallan la orientacién visuoespacial/ejecutiva, la
identificacion de elementos, la memoria, la atencion, el lenguaje, la capacidad de
abstraccion, el recuerdo diferido y la orientacion. Cada pregunta tiene puntajes asignados
y de un total de 30 se considera un valor normal de 30 a 26. Los datos de cada test se
numeraron de forma correlativa por el Director del Estudio, quien recopil6 de forma diaria
los tests realizados por los integrantes del estudio y luego gestioné junto al SOME la
citacion a evaluacion odontoldgica, si correspondiera. La version en castellano se descarga

de forma gratuita desde la pagina http:// www.mocatest.org/paper-tests/moca-test-full/.

2. Examen periodontal.

Posteriormente, a cada paciente se le realiz6 un examen periodontal por un unico
operador y en el periodontograma se registro el indice gingival, la profundidad al sondaje,
la posicion de la encia marginal, el nivel de insercion clinico y el indice de placa en 6
sitios periodontales por diente, excluyendo los terceros molares. EIl periodontograma

utilizado fue el Periodontal Chart, un programa disefiado por la Universidad de Berna y


http://www.mocatest.org/paper-tests/moca-test-full/
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de acceso gratuito: http://www.periodontalchart-online.com/es/. Para el diagnostico
periodontal se tuvieron en cuenta los parametros de la clasificacion de enfermedades
periodontales de 2017 de la AAP y EFP. El diagnostico de “salud periodontal” se
determind utilizando los criterios presentados de salud periodontal clinica definido como:
un estado caracterizado por una ausencia o niveles minimos de inflamacion clinica en un
periodonto con estructuras de soporte normales. El diagnostico de gingivitis se establecio
cuando se detectd cuando existié un sangrado al sondeo entre >10% (localizada) y >30%
(generalizada); en pacientes con un periodonto reducido se consideré una pérdida de
insercion y sangrado al sondeo con >10%, y sin sangrado al sondeo y sitio de sondeo con
>4 mm de profundidad. La periodontitis fue diagnosticada segun los criterios del estadiaje
presentada. El estadio | se diagnostico al observarse la presencia de pérdida de insercién
clinicade 1 a2 mm, una puntuacion de sondaje maxima de <4 mmy sin pérdida de dientes
debido a periodontitis. El estadio 1l se diagnostico al observarse la presencia de pérdida
de insercion clinica de 3 a 4 mm, una puntuacion de sondaje maxima de <5 mm vy sin
pérdida de dientes debido a periodontitis. El estadio Il se diagnostico al observarse la
presencia de pérdida de insercion clinica de > 5 mm, las complicaciones del estadio Il y
adicionalmente una puntuacion de sondaje de > 6 mm con pérdida de dientes debido a
periodontitis en al menos 4 dientes. El estadio 1V se diagnostico al observarse la presencia
de pérdida de insercion clinica de > 5 mm, las complicaciones del estadio 111 y la pérdida

de dientes debido a periodontitis de méas de 5 dientes.
3. Obtencion del fluido crevicular gingival.

A todos los pacientes se le tomaron muestras de fluido crevicular gingival y

microbiota subgingival, tal como se detalla a continuacion:

Las muestras de fluido crevicular gingival se tomd segun el protocolo utilizado en
el Laboratorio de Biologia Periodontal de la Universidad de Chile . Brevemente, se realiz6
el aislamiento relativo del diente que tuvo el mayor valor detectado en las bolsas
periodontales del examen periodontal. Luego, se elimind la microbiota supragingival con
una cureta Gracey 11-12 o 13-14 estéril y se introdujo un PerioPaper® (OralFlow Inc.) en
el surco gingivo-dentario o saco periodontal durante 1 min. Posteriormente, se introdujo

en un tubo estéril rotulado con los datos del paciente y almacend a 4°C hasta su traslado
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al laboratorio de Microbiologia Oral de la Facultad de Odontologia UADY, para
almacenarse a -80°C. Las muestras contaminadas con sangre o saliva se descartaron.
Posteriormente, se adiciond 100uL. de tampdn de fosfato salino (PBS) estéril y se
centrifugo a 10.000 x g durante 15 min a 4°C. La muestra eludida se almacend nuevamente

a -80°C hasta su analisis.
4. Obtencion de microbiota subgingival.

Los sitios periodontales seleccionados se aislaron en forma relativa con torundas
de algodon y se secaron suavemente con aire a presion. Se seleccionaron al menos 2 sitios
en dientes distintos con la mayor profundidad al sondaje y realizé el protocolo establecido
por Abusleme et al (REF). En pacientes sin enfermedad periodontal, se tomd la microbiota
supragingival. Para los pacientes con algin grado de enfermedad periodontal, la placa
bacteriana supragingival se eliminé utilizando una cureta Gracey 11-12 o 13-14 estéril.
Una nueva cureta estéril se introdujo subgingivalmente hasta lograr una minima
resistencia tisular y se retird arrastrando la biopelicula adherida a la superficie radicular.
Las muestras contaminadas con sangre o saliva se descartaron. La muestra se deposito en
un tubo Eppendorf con 1mL de medio microbiolégico RTF (Reduced Transport Fluid,
que contiene: 200 mg/L de ditiotreitol y 0,1mg/L de resarzurina) a pH 8 almacenandolo a

-80°C. Las muestras contaminadas con sangre o saliva se descartaron.

5. Cuantificacién de proteinas mediante inmunoensayo Multiplex

A partir de 100 pL de eluido de fluido crevicular gingival y muestras de saliva se
cuantificaron los niveles de secrecion de las moléculas IL-1p, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-
9, IL-10, IL-12, IL-13, IL-21 e IL-27, IL-17, IL-22 e IL-23 mediante inmunoensayo
Multiplex, siguiendo las instrucciones del fabricante (Invitrogen™ Cytokine 25-Plex
Human  Panel- Thermo  Fisher  Scientific®)  disponibles  en linea
(https://www.thermofisher.com/document-connect/document-
connect.html?url=https%3A%2F%2Fassets.thermofisher.com%2FTFSAssets%2FLSG%
2Fmanuals%2FLHC0009M_Lot 1402357.pdf&title=SHVtYW49Q310b2tpbmUgTWEn



https://www.thermofisher.com/document-connect/document-connect.html?url=https%253A%252F%252Fassets.thermofisher.com%252FTFSAssets%252FLSG%252Fmanuals%252FLHC0009M_Lot_1402357.pdf&title=SHVtYW4gQ3l0b2tpbmUgTWFnbmV0aWMgMjUtUGxleCBQYW5lbA==
https://www.thermofisher.com/document-connect/document-connect.html?url=https%253A%252F%252Fassets.thermofisher.com%252FTFSAssets%252FLSG%252Fmanuals%252FLHC0009M_Lot_1402357.pdf&title=SHVtYW4gQ3l0b2tpbmUgTWFnbmV0aWMgMjUtUGxleCBQYW5lbA==
https://www.thermofisher.com/document-connect/document-connect.html?url=https%253A%252F%252Fassets.thermofisher.com%252FTFSAssets%252FLSG%252Fmanuals%252FLHC0009M_Lot_1402357.pdf&title=SHVtYW4gQ3l0b2tpbmUgTWFnbmV0aWMgMjUtUGxleCBQYW5lbA==
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bmV0aWMgMjUtUGxleCBQYWS5IbA==) vy evalud la absorbancia usando un lector
automatizado de placas del sistema Luminex™ (Bio-Tek, Winooski, VT, USA).

6. Identificacion de P. gingivalis mediante gPCR

Antes de 2 horas de su obtencion se realizé un pool de las muestras de microbiota
subgingival por cada paciente y se agitaron vigorosamente. Luego se procedio con la
purificacion del DNA total utilizando el kit FavorPrep™ (Tissue Genomic DNA
extraction Mini Kit, Favorgen Biotech Corp). Brevemente, a partir de 50 ng de DNA se
amplificaron mediante gPCR la subunidad rRNA 16S, utilizando partidores especificos
(Tabla 1) y el kit SuperScript Strand I11, utilizando un termociclador gPCR StepOne Plus
(Applied Biosystem, CA, USA) segun el siguiente protocolo de amplificacion: un ciclo
de 95°C durante 3 min y 40 ciclos de 95°C durante 3 seg y 60° durante 30 seg. Para la
cuantificacion absoluta, previamente se realiz6 una correlacion entre los valores de CT de
deteccion de la subunidad 16 rRNA con el valor correlativo de las Unidades Formadoras
de Colonias (UFC). Para la confeccion de esta curva se utilizd la cepa ATCC®33277™,
Con la curva obtenida se origina la ecuacion de la recta que nos permite definir la carga

bacteriana mediante la determinacion del valor del CT de cada muestra.

Tabla 1. Partidores utilizados para la identificacion de P. gingivalis y control positivo de 16S DNA

Bacteria Partidor Forward Partidor Reverse

16S DNA aaacccaatctctgagttcttcttc atgccaacttgacgttaaat

7. Cuantificacion de ApoE-g4 mediante ELISA

A partir de 100 pL de eluido de fluido crevicular gingival se cuantificaron los niveles de
ApoE-g4 mediante inmunoensayo ELISA, siguiendo las instrucciones del fabricante
(Invitrogen™ Apolipoprotein E4 Human ELISA Kit- Thermo Fisher Scientific®)
disponibles en linea (https://assets.thermofisher.com/TFS-
Assets/LSG/manuals/EHAPOE4.pdf) y evalué la absorbancia usando un lector
automatizado de placas del sistema Luminex™ (Bio-Tek, Winooski, VT, USA).


https://www.thermofisher.com/document-connect/document-connect.html?url=https%253A%252F%252Fassets.thermofisher.com%252FTFSAssets%252FLSG%252Fmanuals%252FLHC0009M_Lot_1402357.pdf&title=SHVtYW4gQ3l0b2tpbmUgTWFnbmV0aWMgMjUtUGxleCBQYW5lbA==
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ANALISIS DE LOS DATOS

Los datos de cada paciente tales como edad, diagnostico periodontal, profundidad
de sondeo, porcentaje de pérdida de insercion y porcentaje de sangrado al sondeo se
expresan en porcentaje o promedios. Los niveles cuantificados de las moléculas se
representan con el valor promedio + desviacion estandar y en valores de concentracion.
Los datos de carga bacteriana se representan con el valor promedio + desviacion estandar
y en valores de UFC/mL. Los datos se analizaron estadisticamente usando el software
SPSS v.15.0 (Lead Technologies Inc., Charlotte, NC, USA). Para determinar la
normalidad de la distribucion de los datos se utilizo el test de Shapiro Wilk y para los
andlisis multivariados, el test ANOVA-Tukey. Para la correlacion de los datos se utilizd
el test de Pearson. Los datos se consideraron estadisticamente significativos cuando el p-

value <0,05.

9. ASPECTOS ETICOS.

La presente investigacion se llevo a cabo bajo las consideraciones éticas que van
aparejadas y que se cumplen de acuerdo con la Declaracién de Helsinki de la Asociacion
Médica Mundial. Estuvo sujeto a normas éticas que sirven para promover el respeto a
todos los seres humanos y para proteger su salud y sus derechos individuales. Ninguna
persona competente debe ser incluida en un estudio, a menos que ella acepte libremente o

bien la persona que se encuentre en desacuerdo debe ser respetada su decision (48).
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RESULTADOS

1. Datos epidemiologicos

En el presente estudio se incluyeron 30 sujetos, con un promedio de edad de 69
afios, donde 19 fueron mujeres (63%) y 11 hombres (37%). De ellos, 10 (33.3%) pacientes
fueron sanos (control), 10 (33.3%) presentaron periodontitis y 10 (33.3%) presentaron
enfermedad de Alzheimer y periodontitis. Las caracteristicas generales de la poblacion en

funcién del estado cognitivo y periodontal se describen en la tabla 1.

En los pacientes afectados de EA y periodontitis (grupo 3) se detectd una
diferencia significativa en el resultado del test MoCA en comparacion con sujetos sanos
y en la profundidad al sondaje en comparacion con sujetos sanos o afectados de
periodontitis sin enfermedad de Alzheimer (grupo 2). Ademas, en el grupo 3 se detect6

un incremento significativo en la carga de P. gingivalis en comparacion a las otras

condiciones.
MoCa PS PI PSS Pg

Grupo 1: 25,8 £1,03 2,7+0,48 12,7% + 2,5 5,3% + 2,91 6,08 1,09
Sanos
Grupo2: 25,2 +1,62 6,7+1,25 31,7% + 7,27 28,8% + 5,79 791 +2,78
Periodontitis
Grupo 3: 16,56 + 2,65* 7,2 + 2,04** 45,5% + 7,09 41,9% + 10,24 9,02 £ 2,83**
Periodontitis y
Alzheimer

Tabla 1. Caracteristicas generales de la poblacién de estudio en funcion del estado cognitivo y el estado
periodontal. La tabla representa los valores promedios del test MoCA, indices periodontales y carga
bacteriana en los grupos estudiados. MoCA: Montreal Cognitive Assesement Test, PS: Profundidad de
sondeo, PI: Porcentaje de pérdida de insercion, PSS: Porcentaje de sangrado al sondeo, Pg: carga
bacteriana de P.gingivalis en UFC/mL. *p<0.05 entre grupos 1y 3, ** p<0.05 entre grupos 1, 2 y 3.

2. Niveles de secrecion de moléculas en fluido crevicular gingival
A partir de muestras de fluido crevicular gingival, los niveles de secrecion de las

moleculas IL-1p, IL-2, IL-6, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-12, IL-13, IL-21 e IL-27, IL-17,
IL-22, IL-23 y ApoE-¢4 se cuantificaron mediante Multiplex o ELISA (Figura 1 a 3).
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Para los pacientes del grupo 3 se detecté un incremento en los niveles secretados de las
citoquinas pro-inflamatorias IL-1pB, 1L-9, IL-13, IL-21 e IL-27 en comparacién con los
sujetos sanos (Figura 1). Ademas, en los pacientes del grupo 2 se detectaron diferencias

para todas las citoquinas en comparacion con los sujetos sanos. No se detectaron
diferencias entre el grupo 2 y 3.

Figura 1. Cuantificacion de citoquinas pro-inflamatorias en FCG. A partir de muestras de FGC de 8

pacientes de cada grupo se cuantificaron las moléculas mediante Multiplex. IL: interleuquina, FCG: fluido
crevicular gingival. *p<0,05.

IL-1B L6 IL-9
00 * 60 = 5 -
5 [ 20 =
| o I
,E_ 40 15
i
o 30 10
20 *
IL-21 IL-27
13 - 300 -
. 23 N 263 —
E 20 I 225
[=s}
j=} 18 ’—I—‘ 188
4 150
N > S s
o o o o o 6

Con relacion a las moléculas pro-resortivas, tanto en el grupo 2 como 3 se detectd
un incremento en los niveles de IL-17, IL-22 e IL-23 en comparacion con sujetos sanos

(Figura 2). No se observaron diferencias entre el grupo 2 y 3.

Figura 2. Cuantificacion de citoquinas pro-resortivas en FCG. A partir de muestras de FGC de 8

pacientes de cada grupo se cuantificaron las moléculas mediante Multiplex. IL: interleuquina, FCG: fluido
crevicular gingival. *p<0,05.

IL-17 IL-22 IL-23

100
11 53 *

s 83 R

pa/mL

4 18 48

o4 o 30

N ’5 N o N &l
&Q" d\;f & &Q" é&" & d"QO é°°° &



21

Luego, al evaluar los niveles secretados de las citoquinas inmuno-moduladoras o
reguladoras IL-4, IL-5 e IL-10 se detectdé que en el grupo 3 existe una disminucién
significativa de IL-4 pero controversialmente, un incremento en I1L-10, al comparar con
los sujetos sanos (Figura 3). Ademas, para IL-10 se detect6 una diferencia significativa

entre el grupo 2 y 3. Para IL-5 no se detectaron diferencias entre los distintos grupos.

Figura 3. Cuantificacion de citoquinas moduladoras o reguladoras en FCG. A partir de muestras de FGC

de 8 pacientes de cada grupo se cuantificaron las moléculas mediante Multiplex. IL: interleuquina, FCG:

fluido crevicular gingival. *p<0,05.
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En resumen se observd una mayor secrecion de citoquinas pro-inflamatorias, pro-
resortivas e inmuno-reguladoras en pacientes afectados de enfermedad de Alzheimer y

periodontitis en comparacion con las otras condiciones.

3. Correlacion de los niveles de secrecion de citoquinas con el estado cognitivo.

A partir de las citoquinas mas representativas de cada fenotipo de linfocito T
efector (T colaborador o T helper) 1, Th2, Th17 o T regulador se realiz6 la correlacion de
los niveles secretados de IL-1f (Thl), IL-17 (Th17), IL-4 (Th2) e IL-10 (Treg) con los
valores obtenidos en el test MOCA en los pacientes afectados de enfermedad de Alzheimer
(Figura 4).

Para las citoquinas de los perfiles Th1y Th17 se observo una correlacion negativa
con el MoCA. Estos datos sugieren que a medida que incrementan los niveles secretados
de estas moléculas existe mayor deterioro cognitivo. Para las citoquinas de los perfiles
Th2 y Treg se observa una correlacion positiva, lo que sugiere que a medida que estos

mediadores incrementan, mejora la capacidad cognitiva de los pacientes.
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Figura 4. Correlacion de citoquinas y MoCA test. A partir de los niveles secretados de IL-75, IL-4, IL-10
e IL-17 y los valores del MoCA test se realizo la correlacion de Pearson (R). IL: Interleuquina. *p<0,05.
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4. Determinacion de la carga bacteriana

La carga bacteriana de P. gingivalis se determind mediante la cuantificacion

absoluta (Figura 5). En los pacientes del grupo 3 se detectd una mayor carga bacteriana

en comparacion con los sujetos sanos. No se detectaron diferencias entre los grupos 2'y 3.

Ademas, en los pacientes afectados de periodontitis y enfermedad de Alzheimer se

determind la correlacion entre la carga bacteriana y el estado cognitivo. En ellos se detectd

una correlacion negativa, sugiriendo que a mayor carga de P. gingivalis mayor es el

deterioro cognitivo.

Figura 5. Carga bacteriana. A partir de 30 muestras de microbiota subgingival se cuantificé la carga

bacteriana y se realiz6 la correlacién con los valores del MoCA test. UFC: unidades formadoras de

colonias, MoCA: Montreal Cognitive Assessment. *p<0,05, **p<0,001.
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5. Cuantificacion de APO-&4

Finalmente se determinaron los niveles de secrecion de APO-€4, principal
marcador sistémico de EA, en FCG (Figura 6). En los pacientes del grupo 3 se detecto in
incremento significativo de APO-&4 en comparacion con todas las condiciones. Ademas,

en el grupo 2 también se logro detectar un incremento de APO-€4 en comparacion con los

sujetos sanos.

Al correlacionar los valores de APO-€4 con los resultados del test MoCA en los
pacientes del grupo 3 se logré determinar una correlacion negativa, lo que sugiere que a
medida que incrementan los niveles secretados de APO-E4 existe mayor deterioro
cognitivo. Con relacion a este resultado es importante informar que es el primer estudio
que logra determinar los niveles de APO-£4 en fluido crevicular gingival.

Figura 6. Cuantificacién de APOE-&4. A partir de 30 muestras de fluido crevicular gingival se

cuantificaron los niveles de APO-£4 mediante ELISA y se realizé la correlacién con los datos del test
MoCA. APO-&4: Apolipoproteina &4, MoCA: Montreal Cognitive Assessment. *p<0,05, **p<0,001.
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DISCUSION

En el presenta trabajo pudimos demostrar que los pacientes afectados de EA 'y que
se encuentran con periodontitis presentan mayores niveles secretados de moléculas pro-
inflamatorias y pro-resortivas en el FCG, mayor carga bacteriana de P. gingivalis y
mayores niveles de ApoE-€4, en comparacion con los pacientes afectados de periodontitis
sin EA o sujetos sanos. Ademas, logramos determinar que los niveles de estos marcadores
se correlacionan de forma negativa con los niveles del test MoCA, lo que sugiere que a
medida que incrementa el deterioro cognitivo en los pacientes afectados de EA, también
incrementan estos marcadores. Ademas, es el primer estudio en su tipo en determinar la
presencia de ApoE- €4, principal marcador molecular de EA, en FCG de sujetos sanos y
enfermos y asociar sus concentraciones al deterioro cognitivo. De igual forma es el
primero en determinar las caracteristicas clinicas periodontales en sujetos con EA de

acuerdo a la nueva clasificacion de la AAP y EFP en nuestra poblacion.

Los parametros clinicos periodontales determinados en este estudio sefialan un
peor estado de salud periodontal en los sujetos que presentaron tanto EA como PE, lo que
concuerda con reportes previos (49,50). Ademas, los pacientes afectados de EA podrian
tener condiciones de susceptibilidad para desarrollar periodontitis, tales como la ausencia
o poca higiene, pérdida de la motricidad fina u olvido de hébitos de higiene (51). Esta
reduccion en la habilidad de los afectados con EA para realizar una higiene oral adecuada
cumple un rol critico para el inicio y progresion de periodontitis (28,51). En efecto, el peor
estado periodontal caracterizado por una mayor profundidad al sondaje, mayor carga
bacteriana y mayor concentracién de citoquinas pro-inflamatorias y pro-resortivas en los
pacientes afectados de EA se correlaciona con un mayor deterioro cognitivo (52,53). Asi,
se ha demostrado que personas afectadas de EA tienen peor salud oral, mayor pérdida de
dientes y mayor pérdida de insercion. Ademas, el incremento significativo de moléculas
pro-inflamatorias en el periodonto afectado conduce a un incremento sérico de las mismas
creando un feedback positivo en la sobreproduccion de citoquinas pro-inflamatorias,

situacion que también se asocia con un mayor deterioro cognitivo en EA (54).

El presente estudio determind que en FCG de los sujetos de estudio hubo una
mayor deteccion de citoquinas pro-inflamatorias IL-1f, IL-6, IL-9, IL-13, IL-27 en sujetos
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que presentaron EA. No obstante otros autores han encontrado que TNF-a es la molécula
mas abundante en pacientes afectados de EA, en el presente trabajo los niveles de IL-1p,
IL-6 e IL-9 tuvieron los mayores niveles de secrecion (55). A igual que nuestros hallazgos,
Holmes et al observaron una mayor secrecion de IL-1p en suero de sujetos con EA ante
la presencia de una infeccion relacionando ambas situaciones al declive del estado
cognitivo y sugiriendo que éste puede continuar su deterioro hasta dos meses posteriores
a la resolucion de la infeccion (56). En efecto, la presencia de IL-1p, IL-6 y TNF-a son
moléculas clave en el desarrollo de los eventos neuro-inflamatorios que llevan al inicio de
la EA. Estudios recientes demostraron resultados similares al observar mayores niveles
plasméticos de este perfil de citoquinas en sujetos con EA que expresaron anticuerpos
para bacterias periodontales (55, 57,58).

El perfil de citoquinas inmuno-reguladoras estudiado en el presente incluyo a IL-
10, considerada la mas representativa y con una fuerte accion reguladora. Esta demostro
una mayor concentracién en sujetos con ambas enfermedades e incrementé su produccion
a medida que disminuy®é el estado cognitivo, sin embargo la fuerza de esta correlacién fue
menor que la observada para las citoquinas pro-inflamatorias en sujetos con EA y
periodontitis (59). Distintos estudios han detectado la presencia de IL-10 en pacientes con
EA. En efecto, al ser una molécula reguladora de la respuesta inmune, su presencia
obedeceria a los mecanismos celulares o moleculares mediante el cual, la respuesta
inmune del hospedero intenta proteger a las otras células, tejidos u 6rganos. Esto nos
permite recordar que los eventos que desencadenan una enfermedad son los desbalances
que suceden en ciertas condiciones y no solo la ausencia o presencia de un perfil de
moléculas o células. Asi, la periodontitis se define sobre la base de la aparicion de
moléculas pro-resortivas, tales como IL-17 0 RANKL, las que activan a los osteoclastos
gue generan la resorcion 6sea. En un sitio afectado de periodontitis, también es posible de
detectar linfocitos Th2 y Treg y sus citoquinas. De esta manera, las citoquinas y el perfil
de células que predomine en el sitio periodontal definird si la enfermedad se va a
comportar como inflamatoria, pro-resortiva o en remision, lo que explica los periodos de
actividad e inactividad. Por ello, no resulta extrafio detectar tanto moléculas pro-
inflamatorias como inmuno-reguladoras en el FCG de pacientes afectados de periodontitis
y detectar un incremento cuando ademas de periodontitis existe EA u otra condicion
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(60,61,62). Una explicacion de esta relacion es que 1L-10 es conocido como un regulador
de la produccion de IL-1p, por lo que a mayores niveles de IL-1p también se detecta un
incremento de IL-10. Si bien ambas patologias se definen sobre la base de mediadores
inflamatorios capaces de desencadenar una respuesta inmuno-inflamatoria en los distintos
tejidos, debe existir un equilibrio entre las moléculas y células inflamatorias y
moduladoras y quien prevalezca definira el inicio o progresion de ellas (63,64).

Un dato importante para una posible asociacion entre ambas patologias es la
deteccion de las citoquinas IL-1pB, IL-17, TNF-a. e IFN-y. Estas son moléculas centrales
en la inflamacién y destruccion de los tejidos periodontales (64). En efecto, la secrecion
de IL-1p se produce mediante una protedlisis intra-citoplasmatica de la pre-IL-1B mediada
por caspasa-1y, la activacion de IL-1p en el citosol de la célula permite la activacion de
MMP2, MMP8, MMP9 y MMP13. MMP2 y MMP9 son colagenasas y MMP8 y MMP13
gelatinasas y, en conjunto, son capaces de degradar una amplia variedad de proteinas que
conforman la matriz extracelular. Por su parte, IL-17 es una molécula que en el fibroblasto
induce la secrecién de RANKL que activara a las células pre-osteoclastogénicas para
diferenciarse a osteoclastos. Por su parte TNF-a e IFN-y mantienen una relacion inversa,
a mayor inflamacion, menos concentracion de IFN-y, sin embargo, la concentracion de
IFN-y suele triplicar a la de TNF-a, por lo que un incremento exacerbado de estas
moléculas no siempre es un signo de inflamacion o destruccién. Si nos ubicamos en el
tejido cerebral, existe evidencia que demuestra que sobre los 250 pg/mL de TNF-a, 600
pg/mL de IFN-y y 150 pg/mL de IL-17 se produce el ambiente necesario para que, en
conjunto con MMP2 y MMP9 se genere el breakdown de la BHE (65,66,67,68,69). Asi,
en pacientes con un estado neuro-inflamatorio crénico como el que sucede en EA, existe
una BHE disrupcionada que permite el ingreso y salida de citoquinas, moléculas,
farmacos, metabolitos activos, micro-organismos o sus factores de virulencia. En términos
generales, podria existir una asociacion molecular entre ambas patologias donde la
periodontitis genera las citoquinas necesarias para generar el breakdown de la BHE vy, en
pacientes afectados de EA, la BHE disrupcionada permite la salida de las moléculas
asociadas a neuroinflamacion. En ambas condiciones la inflamacion generada en el

periodonto o en el cerebro podria afectar el inicio o progresion de la otra condicién
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patoldgica. De esta manera, no se puede estudiar la periodontitis aislandola del cuerpo o
la EA aislandola del periodonto (70,71).

Al evaluar la carga bacteriana, pudimos detectar que los pacientes afectados de EA
poseen mayor carga que los pacientes que no estan afectados de EA. Curiosamente, en los
pacientes afectados de periodontitis y EA la carga fue mayor, pero sin alcanzar la
significancia, en comparacion con pacientes con periodontitis. Estos datos sugieren que
en presencia de EA existe una condicion adicional y actualmente desconocida que permite
que P. gingivalis se encuentre en mayor cantidad. Es posible que en los pacientes
afectados de EA donde existe una alteracion en el patron de higiene personal se produzcan
modificaciones en la microbiota (51). Recientemente se establecié que existe una fuerte
asociacion entre la microbiota intestinal y el cerebro, lo que se denomina eje gut-brain
(72). Este eje explica que cualquier enfermedad inflamatoria crénica generada por la
disbiosis de la microbiota intestinal, tal como sensibilidad al gluten, intolerancia a la
lactosa, enfermedad de Chron, diverticulitis, entre otros, generara la difusion de estas
bacterias anaerobias a la circulacion sanguinea (73). Desde ahi, estos micro-organismos
pueden colonizar el cerebro e inducir la neuro-inflamacion. Asi, lo que comenz6 como
una diarrea podria tener consecuencias a nivel cerebral. Considerando que este eje gut-
brain cada dia adquiere mayor evidencia, resulta interesante estudiar el eje oral-brain. De
esta manera, las moléculas derivadas del periodonto afectado de periodontitis o las
bacterias keystone podrian ser capaces de migrar al cerebro y generar los eventos

moleculares necesarios para iniciar la neuro-inflamacion (74).

La deteccion de bacterias en pacientes afectados de EA ha tomado mayor
relevancia la ultima década. Una de las razones es porque luego de 25 afios de hipétesis
amiloide y todos los recursos destinados al estudio de terapias para evitar la formacion de
las placas seniles no lograron ser efectivos. En efecto, existen pacientes con placas
amiloides y sin EA y pacientes sin placas amiloides y con EA. Debido a esto, se ha puesto
énfasis a tejidos extra-cerebrales para explicar, al menos en parte, el inicio de la EA: Asi,
en cerebros de pacientes que fallecieron por EA se han detectado una serie de virus,
bacterias y hongos, la gran mayoria de ellos, asociados a disbiosis de distintas microbiotas
del hospedero. En el caso de las bacterias, Treponema denticola, T. pallidum y P.

gingivalis se han detectado en el nervio trigémino, ganglio trigeminal, corteza cerebral,
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hipocampo, IV ventriculo y LCE (75,76,77,78). La capacidad altamente virulenta de la P.
gingivalis puede causar el desarrollo temprano de condiciones neurodegenerativas como
la EA, con un acceso temprano al sistema nervioso central por vias periféricas,
permitiendo el desarrollo del componente inflamatorio progresivo del proceso
neurodegenerativo (79). Nuestros resultados concuerdan con lo reportado previamente,
donde en pacientes afectados de EA la deteccion de 1gG para P. gingivalis se asocia con

un odds ratio de 2.2 para deterioro de la memoria espacial/episédica (80).

Finalmente en este estudio se determind la presencia de ApoE-g4 en FCG vy su
asociacion con deterioro cognitivo. Este es el primer estudio que realiza esta
cuantificacion en FCG ya que no existe evidencia cientifica de la determinacion de este
marcador importante de EA en tejidos periodontales que pueda servir como coadyuvante
para el manejo de EA. Actualmente la ApoE-e4 y el gen que la codifica representan el
principal factor de riesgo para el desarrollo de EA y estudios previos demuestran que la
presencia de ApoE-¢4 a una edad mas temprana genera un riesgo dependiente de la
concentracion detectada (81). De igual forma se ha reportado su relacion con la presencia
de enfermedades periodontales, llegandose a especular que la sobre-expresion de esta
proteina se asocian a la presencia de periodontitis agresiva o de progresion acelerada (82).
Resultados similares a los de este estudio han sido reportados en pacientes con
periodontitis agresiva o afectados de edentulismo, donde se detectaron mayores niveles
de ApoE-¢4 (83, 84). En efecto, la deposicion de AP es mayor en pacientes que sobre-
expresan APOE-g4 y esta proteina esta incrementada en pacientes afectados de EA (84,
85). Es por esto que este primer estudio en el tema sugiere que la deteccion temprana de
ApoE-€4 en FCG a través de la evaluacion periodontal de rutina puede ser de vital
importancia debido al rol que estas proteinas pueden tener en el desarrollo de terapias
orientadas a la prevencion o tratamiento para modificar la tasa de deterioro cognitivo en
presencia de EA. Asi podria ser una alternativa al uso de suero para la deteccion de esta
proteina. En términos generales, la periodontitis no puede ser considerada una enfermedad
local, si no que una patologia crénica no transmisible que afecta al 80% o mas de la
poblacion. Ademas, nos encontramos en un momento importante de la historia al ser
participes activos de la descripcion y analisis del eje oral-brain que nos permita concluir

que la periodontitis nunca se presentara como una patologia sola o aislada en el hospedero,
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al igual que la EA. De esta manera, nuestros antecedentes nos permiten suponer que podria
existir una asociacion no solo molecular sino también microbiolégica para el desarrollo
de la EA y que, en pacientes que son colonizados por algun serotipo bacteriano asociado
a periodontitis, también podria existir una susceptibilidad microbiolédgica para desarrollar
EA.
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CONCLUSIONES

Los pacientes afectados de EA y periodontitis presentan bolsas periodontales mas
profundas y mayor pérdida de insercién en comparacion con pacientes no afectados de

EA 0 sujetos sanos.

En pacientes afectados de EA y periodontitis se detectan mayores niveles de citoquinas
pro-inflamatorias, pro-resortivas e inmuno-reguladoras, mayor carga de P. gingivalis y
mayores niveles de ApoE-€4 en comparacién con pacientes no afectados de EA o sujetos

Sanos.

Los niveles secretados de las citoquinas IL-1p, IL-17 y ApoE-€4 y una mayor carga
bacteriana de P. gingivalis se correlacionan negativamente con el puntaje del test
MoCA, lo que significa que el incremento de estos marcadores de inflamacion o

destruccion se correlacionan positivamente con un mayor grado de deterioro cognitivo
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ANEXOS

Anexo 1. Carta de consentimiento informado y voluntario.

Titulo del protocolo: “ASOCIACION ENTRE ENFERMEDAD DE ALZHEIMER Y
PERIODONTITIS”

Investigador principal: C.D. LUIS DANIEL SANSORES ESPANA

El (la) participante  (familiar o  representado legal) con  nombre:

El presente formulario corresponde a un Consentimiento Informado y Voluntario y se
dirige a todo paciente candidato a participar en el proyecto de investigacion titulado:
Asociacion entre enfermedad de Alzheimer y Periodontitis.

Dicho proyecto pretende conocer la relacion clinica y molecular existente entre estas
enfermedades, siendo ambas dos de las entidades mas frecuentes en pacientes adultos
mayores a nivel mundial, es de vital importancia conocer sus mecanismos de convergencia
para asi establecer estrategias de tratamiento para su control y asi mejorar la calidad de
vida de los sujetos que como usted (familiar/ representado legal) puedan padecerlas.

Esta investigacion incluird un minimo de dos intervenciones en las cuales se recabaran
datos clinicos consistentes en una exploracion clinica para sondeo periodontal, aplicacién
de examen para determinar la severidad de a demencia, toma de muestra de liquido
crevicular y toma de muestra de sangre, procedimientos que nos ayudaran a determinar la
asociacion clinica y molecular de ambas enfermedades.

Su participacion (familiar / representado legal) en esta investigacién sera totalmente
voluntaria y no recibira remuneracién economica por ello, puede libremente elegir
participar o no hacerlo, en cualquiera de las dos circunstancias usted continuaran
recibiendo todos los servicios de esta clinica sin ninguna repercusion. Por igual usted
(familiar/representado legal) puede aceptar y més tarde cambiar de idea y dejar de
participar sin ninguna repercusion.

Todos los procedimientos clinicos que se realizaran como la exploracion y el sondeo
periodontal son examenes rutinarios para conocer el estado de salud gingivoperiodontal
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que usted (familiar/representado legal) presentan. EI sondeo periodontal consiste en
introducir un instrumento marcado en cada milimetro en 6 superficies de cada diente,
registrando cantidad de sangrado y placa dentobacteriana. Con respecto a el
procedimiento de la toma de muestra de liquido crevicular este se realiza introduciendo
una tira absorbente dentro del surco gingival mediante un procedimeinto estandarizado
que ha sido avalado por instituciones de salud y que no genera ninguna lesién o trauma
gingival. La toma de muestra de saliva sera en a travpes de una torunda de algodon para
su posterior estudio.

Toda informacidn solicitada durante este proyecto, serd completamente confidencial y
utilizada exclusivamente por los investigadores con fines de aprendizaje cientifico.
Unicamente los datos generales, resultados del examen clinico y de laboratorio seran
utilizados para fines de divulgacion cientifica.

Este estudio sera financiado por los investigadores, mas no habra remuneracién monetaria
para los participantes. Usted (familiar/representado legal) no se encuentra obligado a
participar en esta investigacion si no desea hacerlo y el negarse a participar no repercutira
en la calidad de atencion que recibira.

En caso de surgir alguna duda durante la aplicacion del estudio estara en toda libertad de
preguntar y el investigador esta obligado a resolver todas sus aquejas antes, durante y
después del estudio.

Expreso consentimiento para que el Cirujano Dentista Luis Daniel Sansores Esparia
realice en mi persona, dentro de los limites otorgados a sus aptitudes profesionales,
la elaboracion de cuestionarios, exploracion clinica, asi como toma de muestras.

He sido informado(a) convenientemente en forma detallada y suficiente,
comprendiendo en su totalidad sobre el tipo de procedimiento a efectuarse en mi,
habiéndome explicado detalladamente los objetivos de la investigacion aceptando en
su totalidad por mi parte la propuesta ofrecida.

Nombre del Participante o tutor

Firma del Participante o tutor

Fecha




Anexo 2. Instrumento de medicién.

FICHA DE IDENTIFICACION:

NOMBRE:

EDAD: SEXO:

ESTADO CIVIL:

LUGAR DE RESIDENCIA:

ANTECEDENTES HEREDITARIOS Y FAMILIARES:

Padecimientos Maternos:
Padecimientos Paternos:
Padecimientos de sus hermanos:

Padecimientos de sus hijos:

PADECIMIENTO ACTUAL.:
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