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1. RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) y su etiologia infecciosa es un tema actual de
investigacion en odontologia enfocada en la microbiota oral. El objetivo de esta RSL es
determinar la relacion entre patogenos orales bacterianos y EA, identificando estudios que
los enlacen. Para ello se realiz6 una busqueda bibliografica en Medline, Web of Science,
Cochrane Library y Scielo, sin restriccion idiomatica ni fecha. Se incluyeron estudios
primarios in vivo o in vitro, con signos y/o diagnostico de EA, y enfermedades bucales
asociadas a patogenos bacterianos. Se excluyen los estudios con patologia viral, micética y
bacterias no asociadas a la cavidad bucal. Se identificaron 918 estudios, se evaluaron 23
articulos de texto completo y finalmente se incluyeron 2 estudios in vitro, 7 estudios
experimentales en animales y 8 observacionales, obteniendo asi una muestra muy
heterogénea. Se encontré mayor prevalencia de bacterias y anticuerpos contra P. gingivalis,
A. actinomycetemcomitans, entre otras, en tejido cerebral y en suero, ademas de niveles
altos de citoquinas pro-inflamatorias, asociada a EA.

La posible asociacion entre ambas variables se relaciona con la inflamacion
crénica, por la exposicion constante a factores de patogenicidad bacterianos o por la
infeccion bacteriana a los tejidos cerebrales. Si bien aun faltan ensayos clinicos
aleatorizados para confirmar significativamente esta relacion, esta RSL da pie para
continuar en la investigacion y enfatizar en la prevencion de enfermedades orales
bacterianas, principalmente periodontales en el adulto mayor quienes tienen mayor riesgo

de desarrollar EA.

PALABRAS CLAVE: Alzheimer disease, dementia, Oral Microbiota, bacterias, oral

pathogens.

Relacion entre patogenos orales bacterianos y la Enfermedad de Alzheimer, RSL Pagina 3



2. INTRODUCCION

La enfermedad de Alzheimer (EA) es el tipo de demencia mas frecuente en el adulto
mayor, constituyendo entre el 50 al 75% de los casos de demencia en personas mayores de
60 afios (1). Se estima que 44 millones de personas en el mundo la padecen (2), siendo un
problema de salud publica importante en sociedades envejecidas como la nuestra.

La EA es un trastorno neurodegenerativo y su presentacion clinica inicial mas comun
es el déficit de memoria episddica, que se acompaiia de la afectacion progresiva de otros
dominios cognitivos (3). Este tipo de demencia se define patologicamente por la
acumulacion extracelular de amiloide-f3 (AB), acumulacion intracelular de proteina Tau,
pérdida neuronal y sinaptica, atrofia cerebral e inflamacion (4). Se describen dos tipos de
EA: de inicio precoz o “familiar”, asociada a la mutacion de 3 genes “amyloid precursor
protein (APP), presenilin 1 (PSEN1) y presenilin 2 (PSEN2)”, es poco frecuente y se inicia
en personas jovenes, entre 30-50 afos, mientras que el tipo de EA tardio o “esporadica”
esta impulsada por una interaccion compleja entre factores genéticos, principalmente al
gen de la alipoproteina E-4 (ApoE 4) y ambientales, como enfermedades cronicas no
transmisibles, ej. la hipertension o diabetes (2) ante lo cual, actualmente se plantea una
nueva linea de investigacion relacionando los patogenos orales con la etiologia y
progresion de la EA, ya que se describe que estos pueden aumentar el estado inflamatorio y
la susceptibilidad al desarrollo de EA.(1)

Recientes estudios describen que los pacientes con periodontitis cronica tienen mayor
riesgo de desarrollar demencia (5). Asi también, algunos estudios describen que
infecciones orales con Porphyromonas gingivalis (Pg) o la introduccion de su
lipopolisacarido (LPS) en varios modelos de raton, ha demostrado el desarrollo de lesiones
distintivas neuropatologicas clave en la EA, manifestdndose entonces asociaciones de
patogenos bacterianos orales presentes en la boca de la mayoria de las personas(6). En
relacion a lo anterior, y llevandolo a la poblacion chilena, un estudio nacional del afio 2017
(7) mostré que el 67,9% de la poblacidon en estudio presenta Pg en el fluido crevicular

gingival. Con ello se trazan esbozos de una relacién de suma importancia, ya que las
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bacterias que actualmente se vinculan a la EA, como Pg, Fusobacterium nucleatum (Fn) y
Prevotella intermedia (Pi), entre otras, estan asociadas a la enfermedad periodontal (EP)
(1). Por lo tanto, la identificacion y exposicion a estos patdgenos orales puede ser un factor
prevenible y controlable en el tiempo, ya sea con un adecuado manejo de la higiene del
paciente, como con sus factores de riesgo (ej. tabaco, diabetes mellitus) seria posible de
este modo retrasar la aparicion y/o la progresion de una de las mayores causas de
dependencia, discapacidad y mortalidad en el adulto mayor como es la EA (2). Es por ello
que el objetivo de nuestra investigacion es determinar la relacion entre patdgenos orales
bacterianos y EA, mediante una revision sistematica de la literatura (RSL) disponible en la

actualidad.
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3. METODOLOGIA

3.1 Protocolo

Para llevar a cabo esta RSL se utiliz6 el protocolo “PRISMA” (Preferred Reporting
Items for Systematic reviews and Meta-Analyses) (8), que consiste en una lista de
comprobacion de 27 puntos sobre los apartados mas representativos de un articulo original,
asi como el proceso de elaboracion de estas directrices.
3.2 Criterios de Elegibilidad

La pregunta de investigacion se determind en base al acronimo PE.C.O.:

- Participantes: Se incluyeron estudios en murinos (ratones) y humanos. Ademas de los
modelos in vitro con células cerebrales, pertenecientes a mamiferos.
- Exposicion: Patdégenos orales bacterianos asociados a enfermedades bucales
- Comparacion: Sin exposicidbn a patdogenos orales bacterianos asociados a
enfermedades bucales
- Qutcomes: Diagnostico clinico y/o histopatologico de EA
Los tipos de estudios de elegidos son ensayos clinicos aleatorizados (ECA),
estudios observacionales (casos y control, cohorte de casos), estudios experimentales en
animales e in vitro, que cumplen con los criterios anteriormente mencionados en la

pregunta P.E.C.O.

No se aplicaron restricciones en cuanto al idioma, ni fecha de publicacion, abarcando

toda la literatura disponible.

Ademas se realizé “Cross-referencing” para identificar nuevos articulos pertinentes al

tema. La literatura gris no fue evaluada.

3.3 Fuentes de Informacion
Se realizd una busqueda en las bases de datos: Medline, Web of Science, Scopus,
Cochrane Library y Scielo, durante el mes de Abril del 2019, y se actualizdo de manera

pertinente en el mes de septiembre del mismo afio.
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3.4 Estrategias de Busqueda

La estrategia de busqueda realizada se describe a continuacion:

("Alzheimer Disease"” OR "Impairment Cognitive” OR Dementia OR "Dementia
Senile") AND (Relatio* OR Connec* OR Connection OR Association OR Link OR
Connexion) AND (((((Bacteria) OR "Porphyromonas gingivalis") OR "Fusobacterium
Nucleatum") OR "Prevotella Intermedia”) OR "Treponema Pallidum")

3.5 Seleccion de los Estudios

Dos autores de manera independiente realizaron la seleccion de estudios mediante
el programa Rayyan (9), en el cual se eliminan duplicados de busqueda. Se procedio a
seleccionar los estudios segun titulo, resumen y finalmente texto completo, descrito en el

diagrama de flujo PRISMA(10) (Figura I).

Al aplicar los criterios de elegibilidad, los autores no conocen los nombres de los

autores, instituciones, revista, ni afio de publicacion.

En caso de controversia en la seleccion de un estudio, se resolvid con una discusion
entre los autores y de no resolver, se acudio a un tercero, en este caso la docente guia de

memoria.

Se incluyeron en un inicio todos los estudios que cumplan con los criterios

anteriormente mencionados en el item “3.2 Criterios de Elegibilidad”

Se excluyeron todos los estudios de etiologia infecciosa relacionada a hongos o

virus, como también microorganismos bacterianos no relacionados a la cavidad oral.

3.6 Extraccion de Datos

Una vez seleccionados los articulos, dos autoras de manera independiente
realizaron la extraccion de datos mediante un formulario adaptada al estudio basados en el
Manual Cochrane de revisiones sistematicas de intervenciones, Version 5.1.0. (11) con el

fin de poder llevar a cabo un andlisis cualitativo de los datos.
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Los desacuerdos se resolvieron mediante discusion entre las dos autoras de la
revision anteriormente mencionadas; si no se llega a un acuerdo, se planed que un tercer

autor decidiera, en este caso, la docente guia.

3.7 Lista de Datos
De cada estudio incluido, se extrajo la siguiente informacion mediante un

formulario piloto: (dnexo 7.1)

- Informacion del Estudio: ID del estudio, cita, pais, declaracion de conflictos de
intereses y elegibilidad.

- Participantes: edad, sexo, entorno clinico, estado de salud, criterios de inclusion,
criterios de exclusion, pardmetros clinicos de interés, nimero de muestra incluido,
numero de muestra evaluado, n ° pérdidas y n °© intervenciones.

- Meétodos: diseio del estudio y tiempo de seguimiento

o

- Intervenciones y Comparaciones: n° total intervenciones, descripcion de la
intervencion y controles.

- QOutcomes: nombre de cada outcome, detinicion del resultado, criterios diagnosticos y
descripcion del tiempo de determinacion.

- Resultados: resumen de resultados para cada resultado incluyendo variables
cuantitativas o cualitativas segln sea el caso.

- Conclusiones Principales & Otros: financiamiento, referencias de otros estudios

relevantes, si se requiere contactar a los autores, otros comentarios.

3.8 Analisis de Riesgo de Sesgo

Para determinar la validez de los estudios incluidos, dos autoras realizaron el
analisis de riesgo de sesgo de forma independiente y cegado respecto al par, titulo, autor y
revista de los estudios. Se utilizd para ello la herramienta de colaboracion de Cochrane
‘ROBINS - I’, (12) (4nexo 7.2), justificando de ese modo si el estudio es de Bajo,
Moderado, Critico o Grave riesgo de sesgo segun los siguientes items:
A. Sesgo de confusion

B. Sesgo de seleccion de participantes
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. Sesgo en la clasificacion de intervenciones
. Sesgo por desviacion de las intervenciones previstas

C

D

E. Sesgo por datos faltantes

F. Sesgo en la medicion de resultados
G

. Sesgo en la seleccion del resultado informado

3.9 Analisis e interpretacion de datos

La realizacion de un meta-andlisis para determinar la relacion de los estudios
incluidos no fue posible debido a la heterogeneidad de las investigaciones, metodologias y
participantes. Por lo tanto, se desarroll6 una RSL con enfoque cualitativo, resumido en una
tabla de aspectos importantes de cada estudio, tales como participantes, metodologia,

outcomes y resultados.
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4. RESULTADOS

4.1. Seleccion de Estudios

Al realizar la busqueda bibliografica se identificaron inicialmente 911 citas, ademas

de 6 estudios identificados mediante la verificacion de referencias de los trabajos

relevantes previamente localizados, tras ajustar duplicados, quedaron 685 estudios.

Estos ultimos fueron analizados segun titulo y resumen, descartando 662 articulos

que claramente no cumplian con los criterios de inclusiéon mencionados.

Se analizaron a texto completo 23 articulos, de ellos se eliminaron 7 (refiérase al

item “4.4 Estudios excluidos”), incluyendo entonces 16 articulos de investigacion en la

RSL.

Todo el proceso de busqueda y seleccion de los estudios primarios se explica

detalladamente en la Figura 1.

N” de registros identificados mediante
busauedas en bases de datos (n =911}

N de registros 1dentificados
mediante otras fuentes (n =06)

|

Numero de registros tras eliminar citas duplicados (n =685)

N de registros cribados (n=835)

N" de articulos de texto completo
evaluados para su elegibilidad (n =23)

IDONEIDAD CRIBADO IDENTIFICACION

N de registros excluidos (n: 662)

N" de articulos excluidos
Riesgo de sesgo critico n=1
Ausencia de variables
acorde al estudio n= g

INCLUSION

Numero de estudios incluidos en la sintesis cualitativa (n = 16)

Figura 1. Diagrama de flujo PRISMA.
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4.2 Caracteristicas de los Estudios

Todos los estudios se disponen en idioma inglés y el periodo de publicaciones
oscila entre el ano 2002 al 2019.

Se incluyeron 4 estudios experimentales in vitro, 7 estudios experimentales en
animales y 8 observacionales, lo que demuestra una heterogeneidad en los estudios
disponibles en la actualidad. Es importante destacar que el estudio de Poole, S., & cols.
(13) presenta metodologia experimental in vitro y observacional, ademas los estudios de
Ishida, N., & cols (14) y Wu, Z., & cols. (15) presentan metodologia experimental in vitro
y en animales, por lo que se presentan caracteristicas principales, metodologias, outcomes
y resultados para cada una, como si fuesen estudios diferentes.

La metodologia y estadisticos utilizados en cada estudio se describe detalladamente
en el Anexo 7.3.

A continuacion se describen las caracteristicas de los estudios incluidos y se

presenta una tabla resumen de ellas (7abla 1).

4.2.1 Estudios experimentales in vitro:

Las muestras de estos estudios contemplaban cultivos celulares microgliales, de
células mixtas del hipocampo o cultivos celulares de astrictos (SVGp12).

Los cultivos se estimularon con Pg-LPS o Aa-LPS del Serotipo a, b y/o c;
determinando la presencia de los agentes bacterianos en los cultivos (invasividad), los
efectos del LPS a nivel celular, como la expresiéon de citoquinas pro-inflamatorias,

receptores tipo Toll, cambios morfoldgicos celulares, etc.

4.2.2 Estudios experimentales en animales:

Las muestras de estos estudios contemplaban ratones de distintas cepas, de 4
semanas a 12 meses de edad y tamafio muestral desde los 24 a 138 ratones, con un total de
420 ratones evaluados.

Estos animales fueron infectados principalmente con Pg-LPS ya sea de forma
sistémica u oral en el tiempo, simulando una inflamacion crénica, como es en el caso de la

enfermedad periodontal.
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Se observd el comportamiento de los ratones mediante diversas pruebas, por
ejemplo: la prueba de campo abierto (PCA), laberinto de agua de Morris (LAM), prueba de
evitacion pasiva (PEP), etc., evaluando la capacidad de aprendizaje y memoria, entre otros.

Ademds, se analizaron los tejidos cerebrales post infeccion por medio de
inmunohistoquimica, inmunofluorescencia, reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR),
ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), electrotransferencia para la
deteccion de ADN gendmico bacteriano, y de citoquinas como TNFa, IL-1p, IL-6, IL-8,

entre otras.

4.2.3 Estudios observacionales:

Las muestras de estos estudios contemplaban adultos con un promedio de edad de
74,8 afos. La recopilacion final de muestras, incluyendo todos los estudios observacionales
correspondieron a 63 muestras de tejido cerebral humano, 2858 muestras de suero
sanguineo, 33 muestras de saliva, 40 muestras de liquido cefalorraquideo (LCR) y 2.441
evaluaciones cognitiva a adultos mayores.

Se examin6 el estado cognitivo a través del Test “Mini-Examen del Estado
Mental” (MMSE), ademas de diversos parametros, tales como: detecciéon de anticuerpos
IgG contra Pg, Aa, Tf, Td, Cr, En, An, Fn, Pi, citoquinas pro-inflamatorias como TNF,
IL-1B, IL6, IL 10; mediante PCR, inmunotransferencia o ELISA, en suero sanguineo,
liquido cefalorraquideo y en ganglio trigémino. También se buscé mediante
inmunohistoquimica, PCR y/o inmunofluorescencia, la presencia del LPS-Pg y de especies
Treponema en tejidos cerebrales.

Con ello, se busca encontrar una relacion entre cantidad de anticuerpos presentes en
los pacientes & alteracion cognitiva, cantidad de anticuerpo & riesgo de padecer EA,
asociacion entre citoquinas & diagnostico de EA y deteccion de bacterias orales a nivel

cerebral & del ganglio trigémino.
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4.2.4 Resumen caracteristicas principales

Tabla 1. Resumen caracteristicas de los estudios incluidos en la RSL

Autor, afio | TE n.e @ Edad Criterios de inclusion Se.gui- i ] Via de
miento | Evaluadas | infeccion
Riviere, Ob 44 a T Bb, Ta, Td,
G, & cols. | 5> 1 76 102 C/S EA ransl' Tma, Tme, | VO, EP
’ anos v, 1p, 15,
(16) um ~ versa Tv To. T
Inscrito en 1991-1994
Noble, J., -. 1 s g i )
& cols. Obs., 5355 | X ;70,8 Anall’s1s sérico Pg, Trans Pg VO, EP
17 Hum. aflos Evaluacion cognitiva, y > versal (Pg-1gG)
) 60 afios
Kamer, A., C/S EA, disponibilidad de
& cols. Obs., 34 40 %> plasma congelado y estado Trans- Aa, Pg, Tf | VO, EP
Hum 80 afios versal
(18) : de portador APOE 4.
Sujetos CI en la extraccion a(r}ioC; elr%if
Sparks de suero basal, con “oo | Aa, Pg, Cr,
Stein, P. & I?E:n, 158 721?014 extracciones de sangre en E:I?l(():SL e119 ;-? Td, Fn, Tf | VO, EP
cols. (19) ' serie disponibles hasta DCL | "ga.9¢ vy Pi
o EA. afios en X.
gﬁfﬁ’ 20 22agolso3 C/S EA 32?‘51;1 Pg, Td, Tf | VO, EP
Poole, S., )
& cols. E
13) i(rllj ) ) Cultivos de una linea celular 24-48 hrs Pg Exp.
. e astrictos P - irecta
Vitro d i (SVGpl12) (Pg-LPS) di
Ei(rllj ) ) Cultivos neuronales y Trans- Pg Exp.
Ishida, N Vitro células microgliales de raton |  versal (Pg-LPS) | directa
& cols.
(14) Ex 4o .
p- Ratones transgénicos tipo: Syl1l
Anim 26 | 62 sem APP.tg sem Pg VO, MG
Inscrito en 1999-2000, sin 44 afi
Noble, Ob 2755 deterioro cognitivo en la ’EZHOS Pg, Tf, Aa,
JM, & o Sol 219 | X 79 extraccion de suero basal, y 5(5 ~)’ Td, Cr, En, | VO, EP
cols. (20) um. anos >1 visitas de seguimiento a ’ Gacnos An,
partir de entonces. (GO)
Poole, S.,
& cols. /EXP- 138 | 8sem Rat6n ApoE /- 12y24 | po 10,76 | VO
@1 nim sem
_ Minimo 10 dientes, sin tto
N Obs- 52 | ® Z 7,7 para EP en los tltimos 6 6 meses Pg VO, EP
cols.(22) | Hum. afos
meses, no fumadores
Wu, Z., & | Exp. 2y 12 Ratones CatB -/-, GC:
cols. (15) | Anim 24 meses ratones salvajes (WT) ly5sem Pg P
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Continuacion tabla 1. Resumen caracteristicas de los estudios incluidos en la RSL

Autor, afio Criterios de inclusion Se.gui- L ’ Via de
miento | Evaluadas | infeccion
Exp.
Wu, Z., & ) ) . o Pg Exp.
cols. (15) V{?r . Microglia primaria y MG6 24hrs (Pg-LPS) directa
Hievski, W E
& cols. xP- 20 6 sem | Ratones C57BL /6 machos 22 sem Pg VO
Anim
(23)
Zhang, J. -
& cogl,s. > Exp. 60 R ger | ratones CSZBL / 6 machos, 7 dias Pg Inyeccid
Anim asépticos n LPS
(24)
Ding, ¥, & | Exp. | ¢, | 4Y12 | poiones C57BL/6 I hembra| 6 sem Pg VO
cols. (25) | Anim sem
Puntaje del MMSE >19 sin
Laugisch, consumo de medicamentos Pg,Aay
0 & cols. (})Ibs., 40 < a 70 relevantes, sin DM o Transl- Treponema | VO, EP
(26) um. anos anemia, no fumadores o ex- versa (Ts/Td)
fumadores >5 afios.
. ratones tipo: 5XFAD
Hayashi, K
Exp. 6y13 tratados 6 y 13 meses con .
& ;gls, Anim | 9% meses pb y Pg-LPS/ Ratones LT 28 dias Pg-LPS v
@7 5SXFAD
5 Exp. Cultivos primarios de Aa serotipo
Iz::;:’ (JZ,S)& In - - microglia y mixtos del 48hrs a,byc dIiEr)::Ic)ia
. Vitro hipocampo (Aa-LPS)

Aa: Agregatibacter Actinomycetemcomitans, Aj: Adulto joven, Am: Actinomyces Naeslundii, Bac:
Bacterias, Bb: Borrelia Burgdorferi, c/g: cada grupo (EA y GC), CI: cognitivamente intacto, C/S EA: con
y sin EA, Cr: Campylobacter Rectus, DCL: deterioro cognitivo leve, EA: enfermedad de Alzheimer, En:
Eubacterium nodatum, EP: enfermedad periodontal, Exp.: experimental, ExpA: experimental en animales,
Fn: Fusobacterium Nucleatum, GC: grupo control, Hrs: horas, ICV: intracerebroventricular, IgG:
Inmunoglobulina G, IP: Intraperitoneal, LT: /ittermate, MG: margen gingival , n.e: muestra evaluada,
Obs, Hum: observacional en humanos, Pb: placebo, Pg: Porphyromonas Gingivalis, Pi: Prevotella
Intermedia, Sem: semana, Ta: Treponema amylovorum, Td: Treponema denticola, TE: tipo de estudio, Tf:
Tannerella forsythia, Tma: Treponema maltophilum, Tme: Treponema Medium, Tp: Treponema
Pectinovorum, Ts: Treponema Socranskii, tto: tratamiento, Tv: Treponema vincentii, VO: via oral, X:
promedio.
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4.3 Analisis de riesgo de sesgo

Los estudios analizados a texto completo se clasificaron en: 7 estudios con riesgo
de sesgo bajo, 6 estudios con al menos un criterio a analizar con riesgo moderado,
3 estudios con al menos un criterio a analizar con riesgo grave, y finalmente 1 estudio con

riesgo de sesgo critico, este tltimo fue excluido de la RSL. (Tabla 2).

Tabla 2. Analisis de riesgo de sesgo de los estudios primarios de la RSL
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— o 22 |08 |89 |8 |ES |=so

= o 25 | =& |P2 |&8 |23 |22
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Q | g |5 |58 |&E |2¥ |88 |3

=) % S = o ow |3 o en b

A 3 go | 08 oo 3=

AUTORES (Fecha) £ 3 7 % 3
Riviere, G., & cols. (16) G M B B B B B
Noble, J.M, & cols. (17) B B NI B B B
Kamer, A., & cols. (18) B B B B B B M
Cockburn, A., & cols. (29) G B B G B B
Sparks Stein, P. & cols. (19) B B B B B B B
Poole, S., & cols. (13) G M B B B B B
Ishida, N & cols. (14) B B B B B B B
Noble, J.M, & cols. (20) M B B B B B B
Poole, S., & cols. (21) B B B B B B B
Ide, M., & cols. (22) B B B B M B B
Wu, Z., & cols. (15) B B B B B B B
Ilievski, W & cols. (23) B B B B M B B
Zhang, J., & cols. (24) B B B B B B B
Ding, Y., & cols. (25) B B B B B B B
Laugisch, O & cols. (26) M M B B B B B
Hayashi, K & cols, (27) B B B B B B M
Diaz, J., & cols. (28) G NI B B B B B

B: Bajo riesgo de sesgo, M: moderado riesgo de sesgo, G: Grave riesgo de sesgo C: Critico
riesgo de sesgo, NI: no hay informacion. Cols.: Colaboradores.
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4.4 Outcomes y Resultados

4.4.1 Estudios experimentales in vitro:

En los 4 estudios in vitro también se reflejo la asociacion entre las dos variables
estudiadas, ya que se detectd la presencia de PgLPS en astrocitos (13), el aumento de los
niveles de AB40 y AB42 en cultivos neuronales estimulados con 1y 10 pg/ml de Pg-LPS,
ademads en cultivos microgliales se produjo mayor produccion de IL-1p (15) y TNF-a al
exponerlos a AB-42 y Pg-LPS en comparacion a la exposicion solamente de Pg-LPS (14) y
hubo mayor cantidad de microglia activada en la presencia de PgLPS (15). Del mismo
modo, frente a la exposicion Aa en cultivos microgliales, se produjo mayor expresion de
IL-1B, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17 y TNF-a, mayor expresion de ARNm para TLR2 y TLR4,
lo mismo ocurre en cultivos mixtos del hipocampo, y ademas se expresa un aumento leve
pero significativo de AB1-42 y algo sumamente importante, es que no se indujo la pérdida

de células del hipocampo. (28)

4.4.2 Estudios experimentales en animales:

En los 7 estudios experimentales en animales (ratones) se confirmo la asociacion en
cuestion. Después de la infeccion con Pg, Td o Tf, se encontr6 ADN gendmico de Pg en el
tejido cerebral (21, 23), gingipaina intranuclear, perinuclear y extracelularmente en el
hipocampo (23) y presencia de endotoxinas bacterianas (14), demostrando que Pg y sus
productos tienen la capacidad para invadir tejidos cerebrales. La produccion de IL-1p,
IL-6, IL8, TNF-q, expresion de APP, B-secretasa (BACE), receptores tipo toll 2 y 4 (TLR2
y TLR4) aumento significativamente en el hipocampo de los cerebros infectados con Pg en
comparacion al grupo control (14, 15, 23, 24) dependiente de la edad (25). También se
detectdé mayor numero de neuronas deterioradas y de microglia activada, presencia de
proteina Tau fosforilada y niveles de AB que en el grupo control no se detectd (14, 23, 24)
y ademds se determind alteracion en la funcion de aprendizaje y memoria ante la

exposicion sistémica al PgLPS en ratones de mayor edad (15, 24, 27).
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4.4.3 Estudios observacionales:

De los 8 estudios observacionales descritos, solo 2 estudios (22, 26) no asocian las
variables en cuestion, ya que los resultados no fueron estadisticamente significativos,
mencionando que “Los patdgenos periodontales (PP) pueden ingresar al cerebro y
estimular una respuesta inmune local. Sin embargo, en pacientes con demencia de hasta 70
afos, los PP no actian como desencadenantes en la EA” (26). Por el contrario, los 6
estudios restantes si comprueban la asociacion (13, 16 - 20), mediante el nivel de
anticuerpos (IgG) contra patogenos orales como Pg, Aa, Tf, Fn, Pi, An y Td, el nivel de
citoquinas proinflamatorias como el TNF-a presentes en el suero sanguineo, la deteccion
de especies de Treponema (Td, Ts, Tp, Tma 'y Tme) y de factores de virulencia como el LPS

de Aa y Pg en tejidos cerebrales de personas con EA vs personas que no la padecen.

Ademas en el estudio (19) se determind que el mayor nivel de anticuerpos contra
las bacterias Fn, Cr y Pi, esta asociado a la probabilidad de desarrollar el deterioro
cognitivo leve, mostrando un paso previo a la EA. Por otro lado, el estudio (20) sugiere

que el alto nivel de En-1gG se asocia con un menor riesgo de EA.

En la Tabla 3 se describen de forma detallada cada outcome con su respectivo

resultado de cada estudio incluido en relacion con el objetivo de esta RSL.
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Tabla 3. Outcomes y resultados de los estudios primarios incluidos en la RSL

Autor: Riviere, G., (16) (Obs. Hum.)

Outcome 1 “Prevalencia de Treponema en la corteza cerebral humana”:

- La diferencia en la proporcion de Treponema (14/16 EA 'y 4/18 GC) fue E.S mediante PCR
(p<0.001) y/o mAbs (p<0.001).

- Cada sujeto EA tenian mayor porcentaje de especies Treponema oral en un trozo de cerebro
que el GC (p <0.001)

- Tanto por PCR como mAbs, hubieron E.S mas sujetos EA con 7p (10/16 v/s 3/18, p <0.02)
y 75 (13/16 vs. 3/18, p <0.001).

Outcome 2 “Prevalencia de Treponema oral en el GT”: Las 3 muestras de EA tenian Tma, 2

también Tme y 1 también 7d y 75, mientras que un control solo tenia 7me y el otro control 7d.

Outcome 3 “Prevalencia de Treponema oral en la saliva de pacientes EA y CG”: No hay

diferencias E.S.

Autores: Noble, J.M, & cols. (17) (Obs. Hum.)

Outcome 1 “Relacion dosis/respuesta de Pg y deterioro cognitivo': Las personas con PglgG
mas alta (> 119UE) tenian > probabilidad de recuerdo verbal tardio deficiente (OR 2.89, IC del
95% 1,14 - 7,29) y sustraccion deteriorada (OR 1.95, IC del 95% 1,22 - 3,11) que aquellos con
los mas bajos (57 EU), con relaciones dosis-respuesta para ambos (Valor p, memoria retardada
= 0.045, sustraccion = 0.04). Después de ajustar las variables socioeconémicas y vasculares,
estas relaciones se mantuvieron solidas para el grupo de Pg-IgG mas alto (memoria verbal
retardada OR 3.01, IC del 95% 1,06 - 8,53. Sustraccién OR 2.00, IC del 95%1,19 - 3,36). En
contraste, la memoria verbal inmediata no se asoci6 significativamente con PglgG.

Autores: Kamer, A., & cols (18) (Obs. Hum.)

Outcome 1 “Deteccion de anticuerpos, TNF-a e IL en suero”:

- El grupo EA tuvo > n° de pruebas positivas de IgG contra Aa , Pg y y Tf en comparacion con
GC (p = 0,04). Las muestras del plasma de 13 sujetos EA (72%) fueron positivas para al
menos 1 tipo de IgG contra Aa, Pg y Tf'en comparacion con 6 (38%) sujetos GC (p = 0.042).

- Los niveles de TNF-a aumentaron E.S en sujetos con EA en comparacion al GC (p=0.007).

- Los niveles de IL-1B e IL-6 no difirieron en sujetos con EA del GC, no se encontraron
diferencias E.S en niveles de citoquinas entre los portadores de ApoE 4¢ y los no portadores.
Outcome 2 “Contribucion de la infeccion periodontal e inflamacion sistémica (TNF-a) al
diagnéstico de EA”: los modelos logisticos binarios mostraron que la inclusion del n° de
pruebas de IgG positivas contra Pg, Aay Tf (OR = 6.1, IC 95% 1,16 - 33, valor p=0,04) y
TNF-a (OR = 1.4, IC 95% 1,08 - 1,9, valor p=0,01) se ingresaron se forma simultanea al
modelo, éste clasificd la EA clinica y los sujetos cognitivamente normales con una precision del

82%.

Autores: Sparks, P., & cols. (19) (Obs. Hum.)

Outcome 1 “Determinar la asociacion entre los niveles de IgG contra bacterias
periodontales y la conversion a EA”: Los niveles de IgG anti Fn (p<0.0001), Pi (p<0.0001) y
Td (p=0.027) fueron E.S mayores en la extraccion basal del grupo EA vs GC y en el modelo
ajustado se mantuvieron E.S Fn (p = 0.0003), Pi (p =0.0001) y 7d (p= 0.0299). Ademas, los
niveles de IgG contra Frn (p =0.0003), Pg (p = 0.0077), Pi (p <.0001)y 7d ( p = 0.05) se
elevaron después de la conversion a EA; todos permanecieron E.S en el modelo ajustado
Fn (p =0.0055), Pg (p =0,013), Pi (p<.0001) y Td ( p= 0.044).

Outcome 2 “Determinar la asociacion entre los niveles de IgG contra bacterias
periodontales y la conversion a DCL”: Los niveles de IgG contra Fn (p = 0.0001) , Cr (p
<0.0001) y Pi (p = 0.0001) fueron E.S mayores en la extraccion basal del grupo DCL vs el GC y
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Continuacion Tabla 3. Outcomes y resultados de los estudios primarios incluidos en la RSL

se mantuvo en el modelo ajustado (Fn [p = 0.0002] , Cr [p = 0.014] y Pi [p= .0001]). Sin
embargo, los niveles de IgG contra 7d (p=0.0095) y Tf (p=0,0082) disminuyeron E.S en
después de la conversion a DCL vs GC, y en el modelo ajustado los niveles de IgG contra Cr
(p=0.04), Pg (p=0.043), Td (p=0.03), y Tf (p=0.0054) fueron E.S menores.

Autores: Poole, S., & cols. (13) (Obs, Hum. y exp. in vitro)

Outcome 1 “Detectar bacterias o elementos bacterianos en tejidos cerebrales humanos”: El
marcado de inmunofluorescencia demostré un fuerte marcado en la membrana superficial y
agregados extracelulares en 4/10 EA y no en los controles, lo que fue confirmado mediante la
deteccion de PgLPS con inmunotransferencia, siendo una diferencia E.S (p = 0.029).

Outcome 1 “Detectar bacterias o elementos bacterianos en la linea celular astrocitos
SVGp12”: El marcado de inmunofluorescencia demostré que las células fueron capaces de
adsorber el PgLPS del sobrenadante en su membrana superficial, lo que fue confirmado
mediante la inmunotransferencia.

Autores: Ishida, N. & cols. (14) (Exp. In vitro y exp. anim.)

Outcome 1 “Efecto de PgLPS sobre cultivos neuronales y microgliales”:

- Los niveles de AP40 y AP42 aumentaron E.S en cultivos de células neuronales estimulados
con 1.0 (p =0.002) y 10.0 pg/ml (p = 0.00052) de Pg-LPS, pero no con 0,1 ug / ml PgLPS.

- Se indujeron pequefias cantidades de TNF-a en cultivos de células microgliales preparadas
con AB42 10 uM y con la estimulacion de 0,01-1,0 pg/mL Pg-LPS, sin embargo al aumentar
a 0.1-1.0 pg/mL Pg-LPS, la produccién de TNF-a aument6 E.S (AB42 + 0.1pg/ml LPS valor
P =10.0038, AB42 + 1,0 g/ml de LPS: valor p = 0,0012).

- La produccion de IL-1B en cultivos microgliales con AB42 con 1.0 pg/ml Pg-LPS aumento
E.S la produccién en comparacion a la estimularon solamente con LPS (p = 0.037)

Outcome 1 “Niveles de AR, IL-1p, TNF-a y endotoxina bacteriana en ratones infectados vs

control”:

- Los niveles de AB40 y AP42 en el hipocampo (AB40: p=0.047, AB42: p=0.025) y en la corteza
(AP40: p=0.011, AB42: p=0.031) en el grupo infectados con Pg fueron E.S > al GC.

- Los niveles cerebrales de IL-1B y TNF-a fueron mas altos en los ratones inoculados con Pg
que en el GC (IL-1B: p=0.0062, TNF-a: p=0.016)

- Se detectd endotoxina en suero y cerebro de ratones del GC e infectados, pero en estos fue
mayor, con una diferencia E.S (suero: p = 0.033,; Cerebros: p = 0.022)

Autores: Noble, J.M & Cols. (20) (Obs. Hum.)

Outcome 1 “Riesgo de desarrollar EA con titulos altos de IgG contra las bacterias”: En el
modelo ajustado, un titulo alto de IgG-4n (> 640 ng / ml) se asocid con un mayor riesgo de EA
(OR = 2.0, IC 95%: 1.1-3.8). Esta asociacion fue mas fuerte después de ajustar por otros titulos
significativos (OR = 3.1, IC 95%: 1.5-6.4). En este modelo, la alta IgG anti- En (> 1755 ng /
ml; 19% de los sujetos) se asocidé con un menor riesgo de EA (OR = 0.5, IC 95%: 0.2-0.9).

Autores: Poole, S.; & cols. (21) (Exp. anim.)

Outcome 1 “Detectar bacterias periodontales en cerebros de ratones”: Se encontr6 ADN
genomico de Pg en 6/12 ratones ApoE-/- monoinfectados a las 12sem (p=0,006) y 9/12 ratones
ApoE -/- monoinfectados a las 24sem (p=0,0001), siendo ambos E.S en comparacion al GC.
Ademés, a las 24 sem, se encontr6 ADN gendomico de Pg en 2/11 muestras de cerebro de
ratones ApoE - / - poliinfectados, y no se mostro la presencia de 7d ni 7f'a las 12 o 24 sem.
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Continuacion Tabla 3. Outcomes y resultados de los estudios primarios incluidos en la RSL

Autores: Ide, M., & cols. (22) (Obs. Hum.)

Outcome 1 “Relacion entre el nivel Pg-IgG con la puntuacion de ADAS-cog y MMSE” No
hubo asociacion E.S entre los niveles IgG anti-Pg del suero y la tasa de disminucion en la
puntuacion de ADAS-cog (p = 0,9) o tasa de disminucion en la puntuacion sSMMSE (p = 0,1)

Autores: Wu, Z., & Cols. (15) (Exp. Anim. y exp In Vitro)

Outcome 1 “Alteracion en la funcién de aprendizaje y memoria en exposicion sistémica a
P2LLPS en ratones”: Se redujo significativamente la latencia en ratones salvajes, pero no
en CatB - /- de mediana edad (12 meses), pero los ratones jovenes no sufrieron retardo en el
tiempo de latencia en ningtin grupo.

Outcome 2 “Efectos de la exposicion sistémica crénica a PgLPS en la neuroinflamacion”:
La produccion de IL-1pB, expresion de TLR2, TLR4 y AB aumentd significativamente en el
hipocampo de los ratones salvajes de mediana edad, pero no en las demas intervenciones. Se
aumento significativamente la expresion de CatB en el hipocampo en comparacion el GC en
ratones de mediana edad tipo salvaje.

Outcome 1 “Efectos de la PgLPS en microglia cultivada”: La expresion media de IL-1f en
la microglia MG6 cultivada y la microglia activada aumentd significativamente a las 24hrs
después del tratamiento con PgLPS (1 pg / ml), pero ambos disminuyeron significativamente
después de la incubacion previa con un inhibidor especifico de CatB.

Autores: Ilievski, V. & cols. (23) (Exp. Anim.)

Outcome 1 "Deteccion de Pg/gingipaina en el hipocampo de los ratones”: Se detectdé Pg /
gingipaina intranuclear, perinuclear y extracelularmente en el hipocampo, en todas las muestras
del grupo experimental (9/9) y no en el GC (0/10) (p<0,0001). Se detect6 la presencia de ADN
gendmico para Pg (gen 16S (p<0,0001)

Outcome 2 “Alteraciones en el hipocampo de los ratones”:

- Se observd inflamacion en el hipocampo de ratones infectados, con una expresion
significativamente mayor de IL6, IL1B y TNFa en comparacion al GC (p<0,01).

- El n° de neuronas degenerativas fue significativamente mayor en el grupo experimental en
comparacion al GC (p <0,0001).

- La expresion del gen APP (p<0,05) y BACEI1 (p<0,001) fue significativamente mayor en los
cerebros infectados en comparacion al GC, pero la expresion de ADAMIO (p<0,001)
disminuy6 significativamente en el grupo experimental.

- La proteina Tau fosforilada (Ser396) se detect6 en los ratones Pg y no en el GC. (p<0,00001)

- Los ratones experimentales adultos jovenes (31 semanas) exhibieron una cantidad
significativa de acumulacion extracelular de AP 42 en la corteza como en el hipocampo
(p<0,00001), mientras que los ratones control no tenian. Ademas de la formaciéon de placa
amiloide extracelular, se detect6 AP 42 intracelular en astrocitos en ratones experimentales
pero no en ratones control (sin valor p)

- El n° de Microglia activada fue significativamente mayor en el grupo experimental en
comparacion al GC. (p<0,01)

- Hubo un niimero significativamente mayor de astrocitos en las regiones CAl y DG del
hipocampo de ratones experimentales en comparaciéon con los controles. Ademas, hubo
astrocitos en asociacion con AP 42 en el grupo experimental (p<0,0001)

Autores: Zhang, J., & cols (24) (Exp. Anim.)

Outcome 1 “Efectos de Pg-LPS sobre la funcion cognitiva en ratones”:
- PCA: No hubo diferencias significativas en el comportamiento entre los grupos.
- LAM: tuvo una latencia de escape > al GC en los dias 3,4 y 5 (p <0.05, p<0.01 y p<0.001),
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Continuacion Tabla 3. Outcomes y resultados de los estudios primarios incluidos en la RSL

ademas redujo significativamente el n® de cruces, recorrid < distancia y pas6 < tiempo en el
cuadrante objetivo (p<0.001). Ambos efectos fueron prevenidos significativamente por
TAK-242 (p <0.01).

- PEP: mostr6 > tiempo de error para ingresar al compartimento oscuro (p<0,001), evitado
significativamente por TAK-242 (p <0.001).

Outcome 2 "Efecto de Pg-LPS en las vias de sefializacion en tejido cerebral de ratones” :

Aument6 la expresion de ARNm de TLR4 y CD14 (p <0,001), TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-8 (p

<0.01) y de las proteinas de TLR4, CD14, IRAK1 y p-p65/p65 (p <0.01)

Outcome 3 “Activacion de microglia y astrocitos con Pg-LPS v/s GC”:

- Se observd microglia activada en el hipocampo y la corteza del grupo Pg-LPS y Ec-LPS, rara
vez se observa en GC

- En comparacion a GC, el grupo Pg-LPS y Ec-LPS tuvieron > n° de astrocitos activados en el
hipocampo y corteza (p <0,001) atenuado por TAK-242 (p<0,001)

Autores: Ding, Y., & Cols. (25) (Exp. Anim.)

Outcome 1 “Alteracion en Test de aprendizaje espacial y memoria en ratones Pg v/s GC”:
LAM: La latencia de escape en los ratones Pg de mediana edad no se redujo significativamente
en los 4 dias sucesivos, siendo estadisticamente diferentes al GC. Y no se afectd
significativamente la competencia cognitiva en ratones jovenes.

Outcome 2 “Expresion de TNF-a, IL-6 e IL-1p en cerebros de ratones Pg v/s GC” No se
afectd significativamente la expresion de citoquinas pro inflamatorias en ratones jovenes, pero
se elevaron los niveles de las tres citocinas proinflamatorias (tanto ARNm como proteinas) en
ratones de mediana edad (p <0.01)

Autores: Laugisch, O., & cols. (26) (Obs. hum.)

Outcome 1 “Determinar presencia de bacterias en el LCR o suero”: No se detectd Pg, 7f ni
Treponema en suero o LCR.

Outcome 2 “Niveles de anticuerpos periodontales en LCR o suero”: No hubo diferencias
significativas entre los grupos en el LCR y los niveles séricos de IgG contra Pg, Aa'y Td/ Ts
Outcome 3 “Asociacion de anticuerpos periodontales y biomarcadores demenciales”:
Existe asociacion entre el nivel de T-tau en LCR del grupo EA con los niveles séricos de PglgG
y MCP-1/ CCL-2 (p = 0.002).

Autores: Hayashi, K & cols. (27) (Exp. Anim.)

Outcome 1 “Efecto de la exposicion cerebral aguda a Pg-LPS”: No indujo resultados

positivos con respecto a la funcidén cognitiva, condicion fisica y peso de drganos.

Outcome 2 “Efecto de la exposicion cerebral crénica a Pg-LPS a nivel cerebral”:

- Hubo diferencias E.S en las pruebas de aprendizaje y ubicacion espacial, los puntajes de la
prueba de construccion de nidos en ratones de mediana edad fueron E.S menores que en
ratones jovenes control (p <0.05)

- Infiltraciéon de células positivas Iba-1 y CD3 en el area periventricular aumentd con la inye-
ccion de Pg-LP en comparacion a los controles (p<0,05), pero no aumento las deposiciones de
AB1-40 y AB1-42, ni hubo aumentos E.S en la expresion de NF-kB y COX-2 fosforilados

Outcome 3 “Efecto de la exposicion cerebral cronica de Pg-LPS a nivel fisico”:

- No afecto el valor de la PAS posterior a la cirugia ni cambios en el peso corporal

- Puntuacioén de sintomas en ratones de mediana edad con Pg-LPS se redujo E.S que en ratones
jovenes con placebo p<0,05

- Atenuo significativamente las fibras de cardiomiocitos, redujo significativamente las fibras
musculares y aumento las células positivas para Iba-1, y la fibrosis en ratones de mediana
edad en comparacion con las de ratones jovenes con placebo p<0,05

Relacion entre patogenos orales bacterianos y la Enfermedad de Alzheimer, RSL Pagina 21



Continuacion Tabla 3. Outcomes y resultados de los estudios primarios incluidos en la RSL

Autores: Diaz, J., & cols. (28) (Exp. In vitro)

Outcome 1 “Expresion de citoquinas y receptores tipo Toll en células microgliales”:

- En las células expuestas al serotipo a de Aa, se detectd un incremento significativo en los

- niveles de expresion de IL-4 (p<0,0001) e IL-10 (p <0,0001) en comparacion al GC y a las
células tratadas con el serotipo b o ¢ de Aa.

- Se aumentaron los niveles de expresion de ARNm de IL-1f, (p <0,0001), IL-6 (p = 0.002),
IL-17 (p <0,0001) y TNF-a (p <0,0001), ademas de diferencias significativa en los niveles de
ARNm de TLR2, en células tratadas con serotipo b de 4a, en comparacion con el GC y con
aquellos tratados con serotipo a y c de Aa.

- Se detectd un nivel de expresion mds alto para el ARNm de TLR4 cuando las células se
expusieron a todos los serotipos de 4aLPS, en comparacion con el GC.

- Se detectaron niveles de expresion mas altos d¢ ARNm de TLR2 en microglia tratada con
LPS del serotipo a 0 b de Aa en comparacion con el GC.

Outcome 2 “Expresion de TLR 2 y citoquinas en cultivos mixtos del hipocampo”:

- Se detectd un incremento en los niveles de expresion de ARNm de IL-1p (acompaiiado de
niveles mayores), IL-6, IL-17, TNF-a, TLR2 y TLR4 en células tratadas con serotipo b de 4a
en comparacion con el GC y aquellos tratados con el serotipo a o ¢ de 4a.

- No se detectaron diferencias para los niveles de expresion de TLR2 o TLR4 cuando las
células se trataron con el serotipo ¢ de Aa en comparacion con el GC o con las células tratadas
con LPS del serotipo a de 4a.

- Los niveles de AB1-42 mostraron un aumento leve pero significativo en los sobrenadantes
obtenidos de cultivos primarios mixtos de hipocampo tratados con LPS de diferentes serotipos
de Aa, con un efecto estadisticamente significativo en las células expuestas al serotipo b LPS
(p <0,0001)

Outcome 3 “Cambios morfolégicos en microglia y cultivos mixtos”: Después de la

exposicion a LPS de los serotipos a, b y ¢ de Aa , la inmunotincién de los astrocitos y microglia

de los cultivos mixtos del hipocampo no reveld una diferencia significativa en el n° ni en la

morfologia; pero si se detectaron cambios morfoldgicos caracterizados por la reduccion y

desaparicion de las dendritas en neuronas tratadas con 4aLPS serotipo b , en comparacion con

serotipos a, c o el GC.

Outcome 4 “Viabilidad celular en cultivos mixtos del hipocampo en exposicion a 4a-LPS”:

Los tratamientos con LPS no indujeron la pérdida de células ni cambios en la viabilidad celular

del hipocampo, al menos en las condiciones experimentales empleadas.

<: Menor, >: Mayor, Aa: Aggregatibacter actinomycetemcomitans, ADAMI10: desintegrina y metaloproteinasa 10,
ADAS-cog: Escala de Evaluacién de la EA, ADN: Acido desoxirribonucleico, An: Actinomyces naeslundii,
ApoE: Alipoproteina E, APP: proteina precursora amiloide, ARNm: acido ribonucleico mensajero, AB: amieloide
beta, BACE1: B-secretasa, CatB: Catepsina B, CD-: tipo de antigeno CD propio del sistema inmune de mamiferos
(ej. CD14, CD3), COX-2: ciclooxigenasa-2, Cr: Campylobacter rectus, DCL: Deterioro cognitivo leve, E.S:
Estadisticamente significativa, EA: Enfermedad de Alzheimer, Ec: Escherichia coli, En: Eubacterium nodatum, EXp.
anim.: Estudio experimental en animales (ratones), Exp. In Vitro: Estudio Experimental in vitro, Fn:
Fusobacterium nucleatum, GC: Grupo control, GT: ganglio trigeminal, Hrs: Horas, Iba-1: molécula adaptadora de
union al calcio anti-ionizada 1, IC: intervalo de confianza, IgG: Inmunoglobulina G, IL-: Interleuquina, ITRAKI:
Quinasa asociada al receptor de interleucina 1, LAM: prueba de laberinto de agua de Morris, LCR: Liquido céfalo
raquideo, LPS: Lipopolisacérido, mAbs: Anticuerpos Monoclonales, MCP-1 / CCL-2: proteina quimio-
atrayente de monocitos 1, MMSE: Mini-Mental State Exam, NF-kB: factor nuclear potenciador de las cadenas
ligeras kappa de las células B activadas, n°: Nimero, Obs. Hum: Estudio observacional en humanos, OR: Odds
Ratio, PAS: presion arterial diastolica, PCA: prueba de campo abierto, PCR: reaccion en cadena de la
polimerasa, PEP: prueba de evitacion pasiva, Pg: Porphyromonas gingivalis, Pi: Prevotella Intermedia, sem.:
Semanas, T-tau: proteina Tau total, TAK-242: inhibidor del receptor Toll-like 4, 7d: Treponema denticola, Tf:
Tannerella forsythia, TLR2: receptores tipo toll, Tma: Treponema maltophilum, Tme: Treponema Medium, TNF-a:
Factor de necrosis tumoral -a, Tp: Treponema pectinovorum, Ts: Treponema socranskii, UE: Unidades de ELISA.
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4.5 Estudios excluidos

De los estudios incluidos para la revision de texto completo se excluyeron
finalmente 7 estudios. Estos se encuentran detallados en la Tabla 4.

El estudio de Cockburn, AF., & cols. (29) se excluy6 por ser un estudio piloto, ya
que presentaba un riesgo de sesgo critico en el dominio sesgo de confusién, no
considerando variables importantes como los factores orales previos de los sujetos en
estudios.

El resto de los 6 estudios también fueron excluidos por no encontrar variables

interés consideradas en el P.E.C.O del estudio.

Tabla 4. Estudios primarios excluidos en la RSL

Autor Titulo Motivo Exclusion
MecLaushlin No cumple con los participantes del
R &gcols Alzheimer's disease may not be a estudio, ya que no especifica si las
spirocnetosis acterias detectadas fueron o no
> '(31) irochetosi b ias d das fi
orales.
b, High thrgughput DNA sequencing to
detect differences in the subgingival i .
A., & Cols. I erobi n elderly subi Critico riesgo de sesgo.
29) plaque microbiome in elderly subjects
with and without dementia.
Oral Cnm-positive Streptococcus No se encuentra el outcome, ya que no
Kuriyama, | Mutans Expressing Collagen Binding | relaciona directamente a las bacterias
N., & cols. Activity is a Risk Factor for Cerebral | orales con la demencia o EA, sino con
32) Microbleeds and Cognitive hemorragias y estas con deterioro
Impairment. cognitivo.
Oral Infections and Cytokine Levels in No cumple con los criterios PECO (no
. . . L habla sobre bacterias orales
Cestari, J., & | Patients with Alzheimer's Disease and especificas. sino sobre patologias
cols. (33) Mild Cognitive Impairment Compared | . fp . ’ laci paroos
with Controls infecciosas, relaciona parametros
’ clinicos)
Cerebral Oxidative Stress and
Rokad, F., & Mlc’g;;:;iﬁ?ﬁggfggzézzgﬂa No se encuentra el Outcome de interés
Sl (B, Porphyromonas gingivalis-Infected para la RSL.
ApoE-/- Mice.
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Continuacion Tabla 4. Estudios primarios excluidos en la RSL

Titulo

Motivo Exclusion

Singhrao, S.,
& cols. (34)

Chronic Porphyromonas gingivalis
infection accelerates the occurrence of
age-related granules in ApoE-/- mice
brains

No se encuentra el outcome, ya que no
relaciona directamente a las bacterias
orales con la demencia o EA, sino con
signos de envejecimiento presentes en
ratones.

Prvulovic, D.,
& cols. (35)

Dental health in advanced age and
Alzheimer's Disease: A possible link
with bacterial toxins entering the
brain?

No se encuentra el QOutcome del
estudio, ya que finalmente relaciona
parametros clinicos de periodontitis
con EA.

Cols.: colaboradores, EA: Enfermedad de Alzheimer, PECO: participantes, exposicién, comparacion,

outcomes., RSL: revision sistematica de la literatura
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5. DISCUSION

Hoy en dia se dispone en la literatura cientifica de una diversa gama de
investigacion sobre la relacion entre la EA y las bacterias presentes en la cavidad oral. De
los 19 estudios experimentales u observacionales incluidos en esta RSL, 17 aprueban esta

asociacion de variables, sobre la cual discutiremos a continuacion.

Se puede llegar a la conclusion apresurada de que los pacientes con EA le dan
menor importancia a la higiene y cuidado oral, e incluso puede depender de un tercero a
medida que avanza el deterioro cognitivo, es por ello que en los estudios (19, 20, 22) se
controla la variable tiempo, mediante el andlisis antes y después del diagnostico de EA, ya
que es una de las principales limitaciones en los estudios observacionales transversales (13,
16, 17, 18, 26), puesto que no se logra determinar el inicio de cada variable, la
direccionalidad o relacion causal entre ambas. Sin embargo, por qué limitar esta asociacion
en una relacion lineal, es decir, puede ser parte de un ciclo donde una mala higiene oral y la
acumulacion de bacterias potencie el deterioro cognitivo y este a su vez favorezca el
acumulo de bacterias. Es en este punto donde tienen mayor importancia los estudios
experimentales en animales e in vitro, ya que por principios bioéticos no se pueden realizar

directamente en humanos.

Se determino la deteccion de LPS en muestras de tejido cerebral, asocidndolo a una
respuesta inflamatoria, caracterizada por microglia activada, este tipo de microglia esta
presente en grandes cantidades en el tejido del SNC de pacientes con enfermedades
neurodegenerativas cronicas como EA y enfermedad de Parkinson (36), estas células son
capaces de reconocer bacterias presentes en los tejidos cerebrales (13), expresan el receptor
TLR2, una proteina de membrana, que estimulada por AP conduce a la activacion de la
microglia, generacion de moléculas proinflamatorias, la captacion de AP (37, 38)
contribuyendo a las reacciones proinflamatorias y proamiloidogénicas (39, 40). Ademas,
en condiciones fisiologicas, el LPS ingresa al cerebro de la rata mediante un mecanismo de

transporte mediado por lipoproteinas (41). Por lo tanto, la presencia cronica de LPS de
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bacterias periodontopatdgenas asociadas a la enfermedad periodontal podria representar un

factor de riesgo para la funcion de las células cerebrales. (28)

Los receptores TLR2 y TLR4 estan implicados en la patogénesis de la EA, en la
cual se han sugerido roles neurodegenerativos para estos receptores (42, 43), observando
un alto nivel de ARNm de TLR2 y TLR4 en el cerebro de pacientes y modelos animales
con EA (44, 45).

Ademads, un reciente metaanalisis (46) reveld concentraciones elevadas de
biomarcadores inflamatorios como la proteina C reactiva, IL-1p, IL-2, IL-6, IL-12, TL-18
en pacientes con EA y no en pacientes con DCL, lo que valida que la exposicion a

patogenos orales presentes en la RSL tiene una asociacion factible con la EA.

Asimismo, se conoce que un aumento en la inflamacion estimula la produccion de
APP (47) y aumenta el nivel y actividad de B-secretasa, lo que lleva en una mayor
produccion de AB42 (48, 49), consistente con los resultados de los estudios (14, 15, 23).
Esta es una proteina de suma importancia, ya que se describe que en la EA se produce
debido a que en la membrana neuronal se procesan péptidos de AB de 42 aminoacidos
(AB-42) insolubles, en contraposicion al péptido fisiologico soluble, de 40 aminoacidos
(AB-40). Los mondmeros de AR se van agregando en agrupaciones cada vez mas complejas
hasta formar placas extracelulares de amiloide. Paralelamente, en el interior de las
neuronas, una proteina encargada de estabilizar los neurotibulos, llamadas proteina Tau, es
fosforilada de un modo excesivo, con lo que se altera la integridad de los neurotiibulos
neuronales y productores unos agregados intraneuronales denominados ovillos
neurofibrilares (50), explicando de ese modo los resultados obtenidos en las muestras de

tejido cerebral en ratones expuestos a Pg en la presente RSL.

Por otro lado, todos los estudios incluidos en esta RSL investigan un grupo
reducido de baterias orales, mientras que la cavidad oral contiene alrededor de 6 mil
millones de bacterias, entre 600 y 700 especies diferentes (51). Ademas, solo 1 estudio
(16) plantea una via de ingreso al sistema nervioso central, por lo que mediante esta RSL

no se puede explicar como ingresan las bacterias desde la cavidad oral hacia el tejido
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cerebro. Ademas, se debe considerar que se debe presentar una exposicion cronica en el
tiempo a los factores de riesgo, en el caso de este estudio a la presencia de bacterias orales,
para el posible desarrollo de la EA, ya que la amiloidosis tarda méas de dos décadas en

inducir la tauopatia cortical y la neurodegeneracion en humanos (52).

En cuanto a la metodologia, se sugiere para futuros estudios considerar la deteccion
de ADN genomico dentro de los tejidos cerebrales para mayor validez, ya que por ejemplo
bacterias como Pg presentan gingipainas, que estan asociadas con la membrana celular
externa y las vesiculas de membrana (53) por lo que a la deteccion de anticuerpos, no se
podria determinar si es la bacteria completa la cual estaria pasando la barrera
hematoencefélica o solo sus productos bacterianos. Ademas se describe que la EA no se
inicia en todas las regiones de la corteza cerebral al mismo tiempo, sino que existe una
vulnerabilidad selectiva de ciertas regiones. Se inicia en la corteza del hipocampo y
amigdala cerebral, desde donde progresa a la circunvoluciéon parahipocampal 'y,
posteriormente, a otras regiones de la corteza de los 16bulos temporales y frontal y sistema
limbico (50), lo que explica la anatomia de las muestras seleccionadas y se debe tomar en

cuenta para futuros estudios.

La realizacion de un meta-andlisis para determinar la relacion de los estudios
incluidos no fue posible debido a la heterogeneidad de las investigaciones, en cuanto a via

de infeccion, participantes, seguimiento, entre otros.

Finalmente, y a modo de conclusion, el objetivo de esta RSL se llevd a cabo
determinando la relacion entre patogenos orales bacterianos y EA. Este es un tema
controversial y relativamente nuevo en el area de la odontologia, pero existe literatura que
lo avala y con esta investigacion se da la base para continuar en futuros estudios para
determinar con claridad qué bacterias afectan en mayor o menor medida a esta patologia

tan prevalente como la EA.
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7. ANEXOS

7.1 Formulario para la Extraccion de datos

Tabla 5. Formulario Piloto: "Extraccion de datos"

EXTRACCION DE DATOS

ID del estudio: Pais:

ID del revisor: Contacto:

Citacion: Conlflicto de Intereses: Si - No

Elegibilidad del estudio: Si- No Razones de Exclusion:

Edad, Sexo: N° de Muestra incluida:

Escenario clinico: N° de Muestra evaluada:

Estado de Salud: N° de pérdidas de para c/tratamiento:
Criterios de inclusion: N° de Intervenciones (I+C):

Criterios de exclusion: N° de pacientes en cada Intervencion (I+C): _

Parametros clinicos de interés para la situacion clinica:

Disefio de estudio: Tiempo de seguimiento:

Descripcion de la intervencion y controles (detalles doses/duracion/etc):

Nombre cada outcome investigado: Descripcion de tiempo de determinacion:
Definicion del outcome: Unidad de medida:

Resultado final

INTERVENCION O COMPARACION

TITULO DEL
OUTCOME

INTERVENCION O COMPARACION

Fuente de financiamiento

Conclusiones claves del estudio

Referencias de otros estudios relevantes

SI requiere contactar a los autores

Otros Comentarios
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7.2 Analisis de riesgo de sesgo

Tabla 6. Criterios de determinacion del nivel de sesgo de cada estudio

Sesgo debido a confusion

Razones

B | (i) “No se esperan confusiones”

(1) “Confusion esperada, todos los dominios de confusion importantes conocidos
M | adecuadamente medidos y controlados.” y (ii) “La fiabilidad y la validez de la medicion de
dominios importantes fueron suficientes y no esperamos una confusion residual grave.”

(1) “Al menos un dominio importante conocido no se midi6 adecuadamente, o no se
G | control6” o (ii) “La confiabilidad o validez de la medicion de un dominio importante fue lo
suficientemente baja como para esperar una confusion residual grave.”

(1) “Confusion inherentemente no controlable” o (i1) “El uso de controles negativos sugiere
una confusion no medida.”

NI | (i) “No hay informacion sobre si puede haber confusion”

Sesgo por seleccion de participantes en el estudio

Riesgo Razones

(i) “Todos los participantes que hubieran sido elegibles para el ensayo objetivo fueron
B | incluidos en el estudio” y (ii) “Para cada participante, el inicio del seguimiento y el inicio
de la intervencion coincidieron”

(1) “La seleccion en el estudio puede haber estado relacionada con la intervencion y el
resultado” y “Los autores utilizaron métodos apropiados para ajustar el sesgo de seleccion”
o (ii) “El inicio del seguimiento y el inicio de la intervencion no coinciden para todos los
M participantes” y (a) "la proporcion de participantes para los que este era el caso era
demasiado baja para inducir un sesgo importante” o (b) “los autores utilizaron métodos
apropiados para ajustar el sesgo de seleccion” o (c) “los autores de la revision confian en
que la razén del riesgo para el efecto de la intervencién se mantiene constante en el
tiempo”’

(i) “La seleccion en el estudio estaba relacionada (pero no muy fuertemente) con la
intervencion y el resultado” y “Esto no se pudo ajustar en los anélisis” o (ii) “El inicio del
G |seguimiento y el inicio de la intervencion no coinciden” y “Falta una cantidad
potencialmente importante de tiempo de seguimiento en los analisis” y “La relacion de
velocidad no es constante en el tiempo”

(1) “La seleccion en el estudio estuvo muy relacionada con la intervencion y el resultado” y
C “Esto no se pudo ajustar en los analisis” o (ii) “Es probable que falte una cantidad
considerable de tiempo de seguimiento en los analisis” y “La relacion de velocidad no es
constante en el tiempo”

No se informa informacion sobre la seleccion de participantes en el estudio o si el inicio

Al del seguimiento y el inicio de la intervencion coinciden

Sesgo en la clasificacién de las intervenciones

Riesgo Razones
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Continuacion Tabla 6. Criterios de determinacion del nivel de sesgo de cada estudio

B (i) “El estado de intervencion esta bien definido” y (ii) "La definicién de intervencion se
basa unicamente en la informacién recopilada en el momento de la intervencion”

M (1)“El estado de intervencion esta bien definido” y (ii) “Algunos aspectos de las
asignaciones del estado de intervencion se determinaron retrospectivamente”

(1) “El estado de intervencion esta bien definido” y (ii) “Los aspectos principales de las
G | asignaciones del estado de intervencion se determinaron de una manera que podria haberse
visto afectada por el conocimiento del resultado”

C “(Inusual) Una cantidad extremadamente alta de clasificacion erronea del estado de
intervencion, p. debido a sesgos de recuerdo inusualmente fuertes”

NI No se informa ninguna definiciéon de intervencion o no se explica la fuente de informacion
sobre el estado de la intervencion.

Sesgo debido a las desviaciones de las intervenciones previstas

Riesgo Razones

Efecto de la asignacion a la intervencion: (i) “Cualquier desviacion de la intervencion
prevista refleja la practica habitual” o (ii) “Cualquier desviacion de la practica habitual era
poco probable que afectara el resultado”

B | Efecto de comenzar y adherirse a la intervencion: (i) “Las cointervenciones importantes
se equilibraron entre los grupos de intervencién, y no hubo desviaciones de las
intervenciones previstas (en términos de implementacion o adherencia) que probablemente
impactarian en el resultado”

Efecto de la asignacion a la intervencion: (i) “Hubo desviaciones de la practica habitual,
pero se espera que su impacto en el resultado sea leve”
Efecto de comenzar y adherirse a la intervencién: (i) “Hubo desviaciones de la
M intervencion prevista, pero se espera que su impacto en el resultado sea leve” o (ii) “Las
cointervenciones importantes no se equilibraron entre los grupos de intervencion, o hubo
desviaciones de las intervenciones previstas que probablemente impactarian en el
resultado” y “El analisis fue apropiado para estimar el efecto de comenzar y adherirse a la
intervencion, permitiendo desviaciones que probablemente impactarian en el resultado”

Efecto de la asignacion a la intervencion: (i) “Hubo desviaciones de la practica habitual
que no estaban equilibradas entre los grupos de intervencion y que probablemente hayan
afectado el resultado”
G Efecto de comenzar y adherirse a la intervencion: (i) “Las cointervenciones importantes
no se equilibraron entre los grupos de intervencion, o hubo desviaciones de las
intervenciones previstas que probablemente impactarian en el resultado” y (ii) “El analisis
no fue apropiado para estimar el efecto de comenzar y adherirse a la intervencion,
permitiendo desviaciones que probablemente impactarian en el resultado”

Efecto de la asignacién a la intervencion: (i) “Hubo desviaciones sustanciales de la
practica habitual que no estaban equilibradas entre los grupos de intervencion y que
probablemente hayan afectado el resultado”

C Efecto de comenzar y adherirse a la intervencion: (i) “Hubo desequilibrios sustanciales
en cointervenciones importantes entre los grupos de intervencion, o hubo desviaciones
sustanciales de las intervenciones previstas que probablemente impactarian en el resultado”
y (i1) “El analisis no fue apropiado para estimar el efecto de comenzar y adherirse a la
intervencion, permitiendo desviaciones que probablemente impactarian en el resultado.”

NI | “No se informa informacidn sobre si hay una desviacion de la intervencion prevista”
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Continuaciéon Tabla 6. Criterios de determinacion del nivel de sesgo de cada estudio

Sesgo debido a datos faltantes

Razones

(1) “Los datos fueron razonablemente completos” o (ii) “Las proporciones y los motivos de
B | los participantes desaparecidos fueron similares en todos los grupos” o (iii) “El analisis
abordo los datos faltantes y es probable que se elimine cualquier riesgo de sesgo”

(1)“Las proporciones y los motivos de los participantes desaparecidos difieren ligeramente
M entre los grupos de intervencion” y (ii) “Es improbable que el analisis haya eliminado el
riesgo de sesgo derivado de los datos faltantes”

(i) “Las proporciones de participantes desaparecidos difieren sustancialmente entre las
G intervenciones” o “Las razones para la falta difieren sustancialmente entre las

intervenciones” y (ii) “Es poco probable que el analisis haya eliminado el riesgo de sesgo
derivado de los datos faltantes™ o “Los datos faltantes se abordaron de manera inapropiafa

en el analisis” o “La naturaleza de los datos faltantes significa que el riesgo de sesgo no
puede eliminarse mediante un analisis adecuado”

(1) “(Inusual) Hubo diferencias criticas entre las intervenciones en los participantes con
C | datos faltantes” y (ii) “Los datos faltantes no se abordaron o no se pudieron abordar
mediante un analisis adecuado”

NI | “No hay informacién sobre datos faltantes o la posibilidad de que falten datos”

Sesgo en la medicion de resultados

Riesgo Razones

(1) “Los métodos de evaluacion de resultados fueron comparables entre los grupos de
intervencion” y (ii) “Era improbable que la medida de resultado estuviera influenciada por
el conocimiento de la intervencidon recibida por los participantes del estudio o los
evaluadores de resultado desconocian la intervencion recibida por los participantes del
estudio” y (iii) “Cualquier error en la medicion del resultado no esta relacionado con el
estado de la intervencion”

(i) “Los métodos de evaluacion de resultados fueron comparables entre los grupos de
intervencion” y (ii) “La medida de resultado estd influenciada minimamente por el
M | conocimiento de la intervencion recibida por los participantes del estudio” y (iii)
“Cualquier error en la medicion del resultado estd minimamente relacionado con el estado
de la intervencion”

(1) “Los métodos de evaluacion de resultados no fueron comparables entre los grupos de
intervencion” o (ii) “La medida de resultado fue subjetiva (es decir, vulnerable a la
G influencia por el conocimiento de la intervencion recibida por los participantes del
estudio)” y “El resultado fue evaluado por evaluadores conscientes de la intervencion
recibida por los participantes del estudio” o (iii) “El error en la medicion del resultado
estuvo relacionado con el estado de la intervencion”

“Los métodos de evaluacion de resultados fueron tan diferentes que no se pueden comparar
razonablemente entre los grupos de intervencion”

NI | “No se informa informacion sobre los métodos de evaluacion de resultados”

Sesgo en la seleccion del resultado informado
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Continuacion Tabla 6. Criterios de determinacion del nivel de sesgo de cada estudio

Riesgo Razones

"Existe evidencia clara (generalmente mediante el examen de un protocolo pre-registrado o
B lan de anélisis estadistico) de que todos los resultados informados corresponden a todos
os resultados, andlisis y subcohortes previstos”

(1) "Las mediciones y analisis de resultados son consistentes con un plan a priori; o estan
claramente definidos y son consistentes interna y externamente” y (ii) “No hay indicacion
M | de seleccion del andlisis reportado entre multiples analisis” y (iii) “No hay indicacion de
seleccion de la cohorte o subgrupos para el analisis y la presentacion de informes sobre la
base de los resultados”

(1) “Los resultados se definen de diferentes maneras en las secciones de métodos y
G resultados, o en diferentes publicaciones del estudio” o (ii) “Existe un alto riesgo de
informes selectivos entre multiples andlisis™ o (iii) "La cohorte o subgrupo se selecciona de
un estudio mas amplio para su analisis y parece informarse sobre la base de los resultados”

(1) “Existe evidencia o fuerte sospecha de notificacion selectiva de resultados” y
C | (ii) “Es probable que los resultados no informados sean sustancialmente diferentes de los
resultados informados”

NI "Hay muy poca informacion para emitir un juicio (por ejemplo, si solo hay un resumen
disponible para el estudio)”

B: Bajo riesgo, M: Moderado riesgo, G: Grave sesgo, C: critico sesgo, NI: No hay informacion

Tabla 7. Formulario piloto para la definicion del riesgo de sesgo de cada estudio
Tipo de Sesgo Nivel Justificacion

Sesgo de confusion

Sesgo de seleccion de participantes

Sesgo en la clasificacion de intervenciones

Sesgo por desviacion de as intervenciones
previstas

Sesgo por datos faltantes

Sesgo en la medicion de resultados

Sesgo en la seleccion del resultado
informado
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7.3 Metodologia estudios incluidos

Tabla 8. Metodologia de los estudios incluidos en la RSL

Autores: Riviere, G., & cols. (16)

Objetivo: Determinar si Bb o cualquiera de las 7 especies de Treponema oral podian
detectarse en el cerebro humano de donantes que tenian EA y donantes que no tenian EA.

Metodologia: La muestra correspondia a: corteza del lobulo frontal (16 EA, 18 GC), ganglio
trigémino congelado (3 EA y 2GC) y Saliva no estimulada de pacientes vivos (17 EA 'y 16
GC). Se purificé el ADN presente en las muestras, se amplifico por PCR y se realizo el
procesamiento de la secuencia del ADN para detectar las bacterias Bb, Ta, Td, Tma, Tme, Tp,
Ts, Tv. Fueron expuestos a anticuerpos monoclonales (mAbs) para realizar la deteccion
molecular del ADN de 75 y Tp. Se verificé mediante inmunohistoquimica.

Estadisticos: Prueba U de Mann-Whitney y prueba de chi cuadrado.*

Autores: Noble, J., & cols. (17)

Objetivo: Se investigo si la periodontitis, definida como un marcador serologico, esta asociada
de forma independiente con el desempefio de las pruebas cognitiva en adultos mayores en una
muestra representativa de EE.UU.

Metodologia: Para evaluar las relaciones entre la exposicion sistémica a los patégenos
periodontales y los resultados de las pruebas cognitivas, se analizaron los datos de la Tercera
Encuesta Nacional de Examen de Salud y Nutricion (NHANES-III), un estudio observacional
transversal representativo a nivel nacional entre adultos mayores. La muestra se clasifico en 4
grupos segun el nivel de Pg-IgG, medido en Unidades de ELISA (EU): sano: <57 EU (n=186),
periodontitis leve: 58-65 EU (n=445), periodontitis moderada: 66-119 EU (n= 1.274) y
periodontitis severa: >120 EU (n=450). La cognicion se midié mediante una prueba de
memoria verbal logica inmediata y retrasada de la "Prueba de memoria de East Boston”, una
tarea de registro/memoria de 3 palabras ("manzana", "mesa" y "centavo") y 5 restas en serie
por intervalos de tres. Un puntaje < 4/9 puntos en total (0-6 puntos de memoria de parrafo/
historia, 0-3 puntos de recuerdo de 3 palabras) se considerd deteriorado para la memoria
retrasada. Para la memoria inmediata se considerd un puntaje <5/9 puntos en total, tienen
deterioro, mientras que en la prueba de sustracciones en serie, cualquier error de calculo
durante los 5 ensayos se considerd deteriorado.

Estadisticos: Prueba T y modelos de regresion logistica, ajustado por: a) edad, sexo,
educacion, b) a + raza, seguro, ingresos, ¢) a+ b + DM, HTA, tabaquismo, ICC, enfermedad de
la arteria coronaria, ACYV, proteina C reactiva.*

Autores: Kamer, A., & cols (18)

Objetivo: Determinar si la presencia de anticuerpos (IgG) contra bacterias periodontales (Pf,
Tfy Aa) esta asociada a la EA.

Metodologia: L.a muestra se clasifico como casos (EA n=18) y controles (sin EA, n= 16). El
deterioro cognitivo se evalué mediante MMSE evaluando la atencion, orientacion, registro y
calculo. Se obtuvo plasma en ayunas de los sujetos, se evaluaron los niveles de IgG
contra Aa serotipo b, 7f'y Pg mediante ELISA, los niveles plasmaticos de TNF-a, IL-1B e IL-6
fueron evaluados por Multiplex-PCR. Cada muestra se analizé por duplicado y el analisis
Multiplex se realiz6 en dos ocasiones separadas. El promedio se utilizo para el analisis.
Estadisticos: Prueba T de Student y U de Mann-Whitney (variables continuas), las pruebas
exactas de Chi-cuadrado o de Fischer (variables categoéricas) y analisis de regresion logistica
binaria univariada y multivariada.*
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Continuaciéon Tabla 8. Metodologia de los estudios incluidos en la RSL

Autores: Spark, P., & cols. (19)

Objetivo: Determinar si los niveles de IgG contra bacterias periodontales se elevarian en el
suero de los participantes CI después que se conviertan a DCL o EA en comparacion con los
sujetos que se mantivieron CI .

Metodologia: La muestra se dividido en participantes CI que se convirtieron a DCL (n=35),
participantes CI que se convirtieron a EA (n=46) y el grupo control, participantes CI que se
mantuvieron asi (n=77). Se analizaron muestras de suero para determinar los niveles de IgG
contra Aa, Pg, Cr, Td, Fn, Tf y Pi, mediante el test de ELISA al momento basal, antes y
después de la conversion a DCL o EA.

Estadisticos: Prueba Kolmogorov-Smirnov, prueba de suma de rangos de Wilco-
xon y regresion lineal general, ajustado por: edad basal, MMSE basal, afios de educa-cion,
género, APOE €4, diabetes y tabaquismo).* Ademas se utilizé Bonferroni (0¢=0,007)

Autores: Poole, S., & cols. (13)

Objetivo: Determinar si las principales bacterias de la EP (7d, Tf, Pg) y/o componentes
bacterianos estan presentes en el tejido cerebral de individuos con y sin demencia.

Metodologia:
Estudio Observacional: Las muestras son tejidos de cerebro humano (10 EA y 10 GC no
relacionados con la edad) con un intervalo postmortem similar o mayor. Estas se seccionaron
y fueron etiquetadas con inmunofluorescencia, a través de anti-Pg contra el que el LPS y
gingipainas, anti-7d, anti-Tf.
In yitro: Cultivos de una linea celular de astrocitos (SVGp12) se expone al sobrenadante con
PgLPS, estas se inmunomarcaron y se inmunotransfirieron con mAbs anti-Pg.
En ambos casos se observo el etiquetado y se capturaron imdgenes utilizando el microscopio
confocal Zeiss serie 510. Ademas se lisaron las muestras y fueron analizadas por
inmunotransferencia a través de electroforesis.

Estadistico: Prueba de U de Mann-Whitney.*

Autores: Ishida, N & cols. (14)

Objetivo: determinar el efecto de la periodontitis inducida por Pg en la fisiopatologia de la EA
en esos ratones.

Metodologia:

Experimental en animales: Se indujo periodontitis con inoculo de Pg en el margen
gingival. 5 semanas después, se realizo la prueba de objecion (se entrené a los ratones en una
caja con 2 objetos, registrando el comportamiento de busqueda por 10 min. (enfrentar, tocar
u olfatear). Después de 24 hrs, 1 de los objetos se cambid, y los ratones fueron devueltos a la
caja, permitiendo buscar por 3 minutos). Se registrd el tiempo de busqueda y se evaluo la
duracion como el grado de funcidn cognitiva, luego se sacrificaron los ratones para recoger
suero y el cerebro, evaluando la deposicion de AB mediante inmunotincidon, el AP
oligomerizado, TNF-a e IL-1p se determin6é mediante el test de ELISA, ademas mCT de
mandibula para determinar la reabsorcion 6sea del hueso alveolar mandibular, y estudios
histopatolégicos.

In Vitro: Los cultivos neuronales primarios se prepararon a partir de las cortezas de
embriones de raton C57BL/6 de 17 dias. Las neuronas fueron estimuladas con o sin 0.1 - 1 -
10 pg / ml de Pg-LPS por 24 h. Los niveles de AB40 y AP42 se midieron mediante un
ELISA. Kit de cultivo de clones de células microglia. Las células se estimularon con Af 42

10 uM durante 6 h y se estimularon adicionalmente con Pg-LPS (0.01, 0.1, 1.0 pg / ml) por
24 h. Los niveles de TNF-a e IL-1f se midieron con ELISA
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Continuaciéon Tabla 8. Metodologia de los estudios incluidos en la RSL

Estadisticos: Prueba t de Student, comparaciones multiples mediante analisis de varianza
unidireccional y el método de Bonferroni o Dunn.*

Autores: Noble, J., & Cols. (20)

Objetivo: Determinar si los niveles premorbidos de IgG en suero contra microbiota
periodontal seleccionada tiene una posible asociacion con el riesgo de AD incidente.
Metodologia: [.a muestra se divide en 110 casos de EA y 109 controles sin deterioro cognitivo.
Los niveles séricos de anticuerpos IgG contra las bacterias periodontales Pg, Tf, Aa, Cr, En'y
An se determinaron mediante inmunotransferencia, se clasificaron los niveles umbral de
anticuerpos descritos en NHANES-III para correlacionarlos con la periodontitis clinica.
Estadisticos: Pruebas t, chi-cuadrado y modelos de regresion de riesgos proporcionales de Cox
multivariables ajustados por: edad de inscripcion, sexo, educacion, HTA, DM, hiperlipidemia,
accidente cerebrovascular historial, enfermedad cardiaca, abuso de tabaco y estado de portador
APOE e4.*

Autores: Poole, S., & cols. (21)

Objetivo: Determinar la posibilidad de que patdgenos orales alteren el funcionamiento normal
del cerebro en animales de experimentacion.

Metodologia: Los ratones ApoE - / - se infectaron via oral (n = 12) con Pg, 7d, Tf'y Fn como
infecciones mono y polimicrobianas, estos se sacrificaron a las de 12 y 24 semanas post
infeccion. Se aislo el ADN genomico bacteriano de todos los tejidos cerebrales, excepto el
grupo monoinfectado con Fn. El PCR se realizd usando cebadores de ADNr de 16 s
universales y conjuntos de cebadores especificos de especie para cada organismo para
determinar si los patogenos infectantes accedieron al cerebro. Las respuestas inmunes innatas
se detectaron usando anticuerpos contra los productos de activacion del complemento de la
etapa de convertasa C3 y el complejo de ataque de membrana.

Estadisticos: Prueba de U de Mann-Whitney.*

Autores: Ide, M., & cols. (22)

Objetivo: determinar si la periodontitis (medida como PglgG) aumentaria con el aumento de la
gravedad de la demencia en la EA.

Metodologia: La muestra fue clasificada seglin sujetos con periodontitis (n=20), que a los 6
meses de seguimiento 15/20 sujetos seguian con periodontitis y sujetos sin periodontitis (n=32)
que a los 6 meses de seguimiento 30/32 sujetos seguian sin ella.

Los participantes fueron evaluados cognitivamente utilizando la ADAS-cog como el resultado
cognitivo primario y MMSE como resultado cognitivo secundario. Inmediatamente después de
la evaluacion cognitiva al inicio del estudio, fue tomada una muestra de sangre venosa y se
analizo: CRP, TNF, IL-10 e IgG anti-Pg, mediante ELISA. La salud dental fue evaluada por un
higienista dental, ciego a los resultados cognitivos. Todas las evaluaciones se repitieron a los
seis meses.

Estadisticos:Prueba t de Student, U de Mann-Whitney, Chi cuadrado, y las comparaciones se

realizaron mediante un modelo de regresion lineal ajustado por edad, puntuacidon cognitiva
basal (ADAS-COG o sMMSE).*

Autores: Wu, Z., & Cols. (15)

Objetivo: determinar si CatB se activa después de la exposicion sistémica a bacterias
periodontales (o sus componentes) e inicia la patogénesis de la EA.
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Metodologia:
Experimental en animales: Los ratones adultos (2 meses) y de mediana edad (12 meses) de
tipo salvaje (CatB +/-) y de tipo CatB - / -(n = 6 en cada grupo) fueron sometidos a
exposicion sistémica de PgLPS diariamente (1mg/kg/dia, intraperitoneal) por 5 semanas para
imitar la inflamacion sistémica cronica inducida por periodontitis. La exposicion sistémica a
agua destilada desionizada (1mg/ml) diariamente se realizé en el GC.
La funcion de aprendizaje y memoria se evalué mediante PEP, y la expresion de APP, CatB,
TLR2 e IL-1p se analizd en tejidos cerebrales mediante inmunohistoquimica y
electrotransferencia.
In Vitro: Los cultivos de microglia se estimularon con PgLPS (1 pg/ml) o pretratamiento
con inhibidor de CatB, antiinflamatorio e inhbidor de la IkBa, fosforilacion de la citoquina
IxBa, o anticuerpo TLR2.

Estadisticos: ANOVA de una o dos vias con una prueba de Tukey post hoc*.

Autores: Ding, Y., & Cols. (25)

Objetivo: determinar si la periodontitis puede causar deterioro cognitivo a través de la
neuroinflamacién dependiente de la edad en el modelo animal de infeccion por Pg.

Metodologia: La muestra fue dividida en el GC con 15 ratones jovenes y 15 de mediana edad
asépticos y el grupo intervencion con 15 ratones jovenes y 15 de mediana edad infectados
con Pg. Se realizo6 la prueba de LAM para evaluar el aprendizaje y capacidad de memoria de
los ratones a las 6 semanas. Los niveles de expresion de TNF-a, IL-6 e IL-1P en el tejido
cerebral se determinaron mediante qRT-PCR, ELISA e inmunohistoquimica.

Estadisticos: ANOVA y prueba ¢ de Student*.

Autores: Laugischa, O., & cols. (26)

Objetivo: Determina la asociacion de una infeccion intraoral con Pg, Aa y Treponema sp. con
el desarrollo de la EA. Verificar la presencia de patdgenos periodontales y la generacion
intratecal de anticuerpos especificos.

Metodologia: La muestra contemplo 20 pacientes EA y 20 pacientes del grupo control con
otros tipos de demencia (DEM-noEA). Se registraron indices clinicos periodontales. La
biopelicula subgingival obtuvo insertando puntos de papel en los sitios mas profundos por
cuadrante durante 30 segundos, también se obtuvo liquido crevicular gingival. EI LCR se
analizo para la proteina T-tau y amiloide-(A1-42). En suero y LCR, se cuantificaron los niveles
de anticuerpos contra Pg, Aa, y Treponema (Td/ Ts). La presencia de las bacterias mencionadas
y biomarcadores inflamatorios se determinaron en el periodonto, suero y LCR.

Estadisticos: Prueba U de Mann Whitney , modelo de regresion lineal y regresion logistica.*

Autores: Zhang, J., & cols. (24)
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Objetivo: Observar los efectos de Pg -LPS sobre la funcidn cognitiva en ratones.
Metodologia: Los ratones C57BL/6 fueron inyectados con PgLPS (5 mg/kg-1) con o sin
TAK-242 (5 mg kg-1), n=12, para cada grupo, ademas se designaron 3 grupos adicionales
(n=12 cada uno), infectado con EcLPS, solo con TAK y el GC. Después de 7 dias, se evaluaron
las alteraciones del comportamiento mediante PCA, LAM y PEP. La activacion de astrocitos y
microglia en la corteza cerebral y el hipocampo de ratones se observd por
inmunohistoquimica. La expresion de TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-8, TLR2, TLR3, TLR4 y CD14
y la activacion de la via de sefializacion de NF-xB (IRAK1, p65 y p-p65) en la corteza cerebral
de los ratones fueron evaluados por RT-PCR, ELISA y electrotransferencia.

Estadisticos: ANOVA, ANOVA unidireccional y la prueba ¢ de Student. Prueba de
comparacion multiple post hoc de Tukey.*

Autores: Ilievski, V. & cols. (23)

Objetivo: Determinar si la exposicion cronica repetida de un patogeno periodontal puede dar
lugar a neuropatologia, incluida la produccion extracelular de AP 4 y enredos neurofibrilares,
que son caracteristicas de la EA en humanos.

Metodologia: Se indujo periodontitis cronica experimental en 10 ratones C57BL / 6 de tipo
salvaje de 8 semanas de edad por aplicacion oral repetida de Pg/gingipain por 22 semanas los
lunes, miércoles y viernes (grupo experimental). Otros 10 ratones de iguales caracteristicas
recibieron solucion salina (placebo, grupo de control) por las 22 semanas. Ambos grupos se
mantuvieron en una habitacion separada para evitar la contaminacion cruzada. A la semana
23 se recogieron tejidos cerebrales y se determind la presencia de Pg/gingipaina, microgliosis y
astrogliosis mediante microscopia de inmunofluorescencia, microscopia confocal y qPCR. Se
examinaron los hipocampos en busca de signos de neuropatologia relacionados con EA:
expresion de TNFa, IL1B e IL6, neurodegeneracion (tincion de NeuN y Fluoro Jade C), AB- 1
42, produccion y fosforilacion de la proteina tau en Ser396, expresion génica de APP, BACEI,
proteina que contiene el dominio desintegrina y metaloproteinasal0 (ADAMI10) para la a-
secretasa y PSEN1 para la y-secretasa, y NeuN se determinaron por RT-qPCR.

Estadisticos: Prueba U de Mann-Whitney*.

Autores: Diaz, J., & cols. (25)

Objetivo: Determinar si las células cerebrales reconocen la variabilidad en la conformacion de
LPS de los serotipos Aa.

Metodologia: Se cuantifico en los cultivos celulares la expresion de IL-1p, IL-4, IL-6, IL-10,
IL-17 y TNF-a y los receptores de ARNm TLR2 y TLR4 mediante PCR, se midieron los
niveles de secrecion de las citocinas IL-1B, IL-6, TNF-o Y AP1-42 con ELISA y un
espectrofotometro. Ademas se analizaron los efectos sobre la morfologia celular de la respuesta
inmune inducida por los diferentes serotipos de Aa en cultivos celulares, mediante
inmunofluorescencia, utilizando los marcadores MAP2 especificamente para las neuronas, los
astrocitos con el marcador especifico proteina acida anti-glial y la microglia con Ibal.
Finalmente se realiz6 el Ensayo de viabilidad celular después de la estimulacion con LPS de
serotipo b durante 48 h. Las neuronas vivas se identificaron por fluorescencia verde de calceina
y las neuronas muertas se identificaron por fluorescencia roja de etidio unido a ADN. Las
células se examinaron y se contaron con un Nikon® Eclipse Ti-E con un aumento de 20X. Se
tomaron imagenes de al menos 3 campos aleatorios por pozo de cultivo

Estadisticos: prueba de Shapiro-Wilk, prueba t, ANOVA-Tukey o Kruskal Wallis-Dunn*.

Autores: Hayashi, K & cols. (27)
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Objetivo: determinar si la exposicion cerebral de Pg-LPS indujo la disfunciéon organica
sistémica en un modelo de raton AD.

Metodologia: Grupo 1 (n=40): inyeccion ICV unica de Pg-LPS v/s placebo (solucion
salina). Grupo 2 (n=40): inyeccion continua ICV de Pg-LPS en solucion salina v/s placebo,
ambos en ratones SXFAD de 6 y 13 meses. Grupo 3 (n=12), igual al grupo 2, con ratones
5XFAD de 6 meses.

Se realizaron las siguientes pruebas post-cirugias: Prueba del laberinto en Y a los 4 y 13 dias
(memoria de trabajo espacial), prueba de Rotarod a los 15 y 27 dias (coordinacién sensorio-
motora y fuerza motora), prueba de construccion del nido a los 20 dias, LAM a los 21-25 dias
(aprendizaje espacial y la funcién de la memoria). A los 28 dias después de la cirugia, se
realizaron evaluaciones histologicas y de inmunohistoquimica mediante electrotransferencia
de: el cerebro, los musculos gastrocnemio y séleo, los ventriculos cardiacos izquierdo y
derecho, y las grasas subcutaneas y viscerales.

Estadisticos: prueba de Kruskal-Wallis y prueba post-hoc Steel-Dwass, ANOVA de 2 vias y
prueba de comparacion multiple de Tukey post hoc, ANOVA unidireccional y prueba post hoc
de comparacion multiple de Tukey.*

<: Menor, >: Mayor, *: significativo a < 0,05, Aa: Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
ACV: accidente cerebro vascular, ADAM10: metaloproteinasal(), ADAS-cog: Escala de
Evaluacion de la EA, ADN: Acido desoxirribonucleico, ADNr: Acido desoxirribonucleico
ribosomal, An: Actinomyces naeslundii, ApoE: Alipoproteina E, APP: proteina precursora
amiloide, ARNm: acido ribonucleico mensajero, Af3: amieloide beta, BACE1: (-secretasa, Bb:
Borrelia burgdorferiCatB: Catepsina B, CI: cognitivamente intactos, Cols.: colaboradores,
CPR: proteina C reactiva, Cr: Campylobacter rectus, DCL: Deterioro cognitivo leve, DEM-
noEA: Demencia del tipo NO enf. De Alzheimer, DM: Diabetes Mellitus, EA: Enfermedad de
Alzheimer, Ec: Escherichia coli, ELISA: ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas,
En: Eubacterium nodatum, EP: enfermedad periodontal, FISH: hibridacion fluorescente in
situ, Fn: Fusobacterium nucleatum, GC: Grupo control, Hrs: Horas, HTA: Hipertension
arterial, Iba-1: molécula adaptadora de union al calcio anti-ionizada 1, ICC: insuficiencia
cardiaca congestiva, ICV: intracerebroventricular, IgG: Inmunoglobulina G, IL-:
Interleuquina, IRAK1: , LAM: prueba de laberinto de agua de Morris, LCR: Liquido céfalo
raquideo, LPS: Lipopolisacarido, mAbs: Anticuerpos Monoclonales, MAP2: anti-proteina
asociada a microtubos, mCT: mini tomografia computarizada, min.: minutos, MMSE: Mini-
Mental State Exam, n.: tamano muestral, NeunN: neuronas intactas, NHANES-III: National
Health and Nutrition Examination Survey IITI, NF-kB: factor nuclear potenciador de las
cadenas ligeras kappa de las células B activadas, PAS: acido peryodico de schiff, PCA: prueba
de campo abierto, PCR: reaccion en cadena de la polimerasa, PEP: prueba de evitacion pasiva,
Pg: Porphyromonas gingivalis, Pi: Prevotella Intermedia, PSEN: presenilin, qRT-PCR:
reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real, Ta: Treponema amylovorum,
T-tau: proteina Tau total, TAK-242: inhibidor del receptor Toll-like 4, Td: Treponema
denticola, Tf: Tannerella forsythia, TLR: receptores tipo toll, Tma: Treponema maltophilum,
Tme: Treponema Medium, TNF-a: Factor de necrosis tumoral -a, Tp: Treponema
pectinovorum, Ts: Treponema socranskii, Tv: Treponema vincentii, UE: Unidades de ELISA.
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