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RESUMEN

Objetivo: relacionar las caracteristicas clinicas periodontales y los niveles de las citoquinas

IL-10, IL-6, IL-17 en plasma de pacientes con enfermedad de Alzheimer y controles sanos.

Metodologia: Se incluyeron pacientes con diagnostico de enfermedad de Alzheimer de la
clinica de memoria de la ciudad de Manizales, con un rango de edad > a 65 afios, de ambos
sexos. La muestra fue intencional, con un total de 49 pacientes (13 casos y 36 controles), se
registraron datos sociodemograficos, factores de riesgo ambientales, se realiz6 la
evaluacion del estado periodontal y la medicion de los niveles de citoquinas (IL-10, IL-6,
IL-17) en plasma de los pacientes de ambos grupos, posteriormente se realiz6 un analisis
estadistico descriptivo para determinar el comportamiento de las variables de los niveles de

citoquinas en plasma, los indices periodontales y su relacion con ambas enfermedades.

Resultados: en la evaluacion del estado periodontal, de todos los pacientes diagnosticados
con algun tipo de enfermedad periodontal se encontraron porcentajes menores en los
pacientes con enfermedad de Alzheimer que los pacientes que no presentaban esta
enfermedad, por otro lado no hay diferencias estadisticamente significativas entre los

niveles de citoquinas presentes en pacientes con Alzheimer y pacientes sanos.

Conclusion: no se encontraron diferencias estadisticamente significativas al relacionar el
estado periodontal de pacientes con enfermedad de Alzheimer y pacientes sanos, con los

niveles de citoquinas estudiadas.

PALABRAS CLAVES: enfermedad periodontal, enfermedad de Alzheimer, citoquinas.



ABSTRACT

Objective: to relate the periodontal clinical characteristics and the levels of the cytokines

IL-10, IL-6, IL-17 in plasma of patients with Alzheimer's disease and healthy controls.

Methodology: Patients diagnosed with Alzheimer's disease were included in the memory
clinic of the city of Manizales, with an age range > 65 years, of both sexes. The sample was
intentional, with a total of 49 patients (13 cases and 36 controls), sociodemographic data,
environmental risk factors were recorded, evaluation of the periodontal status and
measurement of cytokine levels was performed (IL-10, IL -6, IL-17) in the plasma of the
patients of both groups, then a descriptive statistical analysis was carried out to determine
the behavior of the plasma cytokine levels variables, the periodontal indices and their

relationship with both diseases.

Results: in the evaluation of the periodontal status, all patients diagnosed with some type
of periodontal disease found lower percentages in patients with Alzheimer's disease than
patients who did not have this disease, on the other hand there are no statistically significant
differences between the patients. Cytokine levels present in Alzheimer's patients and

healthy patients.

Conclusion: no statistically significant differences were found when relating the
periodontal status of patients with Alzheimer's disease and healthy patients, with the

cytokine levels studied.

KEY WORDS: periodontal disease, Alzheimer's disease, cytokines.
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1 PRESENTACION

La enfermedad periodontal es una enfermedad inflamatoria crénica que afecta los tejidos de
soporte de los dientes en los que la interaccion de bacterias especificas y la respuesta
inmune del hospedero desempefian un papel fundamental, esta patologia estd asociada
principalmente con bacterias anaerobias gramnegativas, las cuales son una fuente de
inflamacion sistémica, ya que tienen la capacidad de entrar en la circulacion durante las
tareas cotidianas, como cepillarse los dientes y masticar los alimentos, generando asi una
bacteremia generalizada (1). Segun la Organizacion Mundial de la Salud, aproximadamente
del 5 al 20% de los adultos mayores (con edades >65 afios) padecen formas severas de
enfermedad periodontal, que si no se tratan pueden ocasionar la pérdida dental. La
periodontitis se ha visto implicada en diversas afecciones sistémicas como enfermedades
cardiovasculares, artritis reumatoide, diabetes mellitus y, mas recientemente, enfermedad
de Alzheimer. Es posible que la inflamacion resultante a causa de las enfermedades
periodontales pueda exacerbar este proceso, contribuyendo con la aparicion de varios

mediadores proinflamatorios que preceden al deterioro cognitivo (2).

La enfermedad de Alzheimer es una enfermedad neurodegenerativa, que se caracteriza por
un declive progresivo en la memoria, el pensamiento, el lenguaje y la capacidad de
aprendizaje, que finalmente termina en la muerte, se cree que la inflamacion juega un papel
clave en su patogénesis y factores como la edad, aumentan el riesgo de desarrollar este tipo
de patologia neurodegenerativa. La etiologia exacta de la enfermedad de Alzheimer de
inicio tardio es desconocida, pero las infecciones periféricas como la enfermedad

periodontal estan siendo consideradas como un factor de riesgo potencial (3).

Se ha propuesto una relacion bidireccional entre la enfermedad periodontal y la enfermedad
de Alzheimer. Segun esta hipotesis, la enfermedad de Alzheimer puede predisponer al
desarrollo de la periodontitis crénica, esto puede explicar el hecho por el cual los pacientes
con patologias neurodegenerativas tienen una higiene oral méas deficiente, ya sea debido a
la disminucion o ausencia de motricidad necesaria para realizar el control mecanico de la

placa en el hogar, o porque el paciente no puede visitar a un odont6logo para recibir una
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atencion profesional, estos factores conducirian al desarrollo de la enfermedad periodontal,
que en Ultima instancia puede causar la pérdida dental (4).

Wu Z y colaboradores en 2014 realizaron un estudio donde propusieron dos mecanismos
fisiopatologicos que pueden explicar la participacion de la periodontitis en la patogénesis
de la enfermedad de Alzheimer, uno de estos mecanismos es el paso de agentes patdgenos y
mediadores inflamatorios desde la cavidad oral a la circulacion sistémica, cuando las
barreras fisicas, quimicas o inmunoldgicas de la cavidad oral se ven afectadas, los pacientes
pueden desarrollar bacteremia, pues durante las actividades cotidianas como masticar,
cepillarse los dientes o usar la seda dental, los patdgenos periodontales y sus productos
pueden inducir la produccion de citoquinas pro—inflamatorias, como la IL-1 y la IL-6,
sometidos a una exposicién bacteriana repetida, los receptores de estas citoquinas pueden
saturarse y alcanzar la circulacion sistémica, el otro mecanismo que los autores sugieren
que puede vincular las 2 condiciones involucra a los microorganismos presentes en la placa
dental que acceden al tejido cerebral, ya sea a través de la invasion directa, del flujo

sanguineo o los nervios periféricos (5).
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2 ANTECEDENTES

Goncalves TO y colaboradores en el afio 2010 realizaron un estudio en el que evaluaron los
niveles de IL-8, TNF-a, IL-6 e IL-10 liberados por las células mononucleares de sangre
periférica estimulada por lipopolisacarido de Escherichia coli, obtenidos de la sangre de
pacientes con periodontitis crénica. En este estudio se aislaron muestras de células
mononucleares de sangre periférica de 19 donantes sistémicamente sanos, de los cuales 10
pacientes presentaban periodontitis cronica generalizada y 9 se encontraban sanos, se
demostré que las células mononucleares de sangre periférica estimuladas con
lipopolisacéridos de E.coli de pacientes con periodontitis presentan un patrén diferente de
liberacion de citoquinas en comparacion con las células mononucleares de sangre periférica
de pacientes sanos. Este fendmeno podria tener implicaciones locales en la periodontitis, asi

como en las enfermedades sistémicas (6).

Swardfager W y colaboradores en el afio 2010, realizaron un meta—analisis que buscaba
resumir cuantitativamente los datos clinicos de citoquinas encontradas en pacientes con
enfermedad de Alzheimer, en esta revision se incluyeron 40 estudios que midieron las
concentraciones de citoquinas en células mononucleares de sangre periférica y 14 estudios
qgue midieron las concentraciones de citoquinas en liquido cefalorraquideo, se reportaron
concentraciones significativamente mayores de las citoquinas proinflamatorias como IL-6,
TNF-a, IL-1B, IL-12 e IL-18 en sangre periférica de los pacientes con enfermedad de
Alzheimer en comparacion con los controles sanos. La evidencia fue altamente significativa
para la IL-6, IL-12 e IL-18, que a su vez coincidian con las concentraciones de los controles
segun la edad (adulto mayor) los cuales no tenian evidencia de patologias inflamatorias.
Estos resultados refuerzan la evidencia clinica de que la enfermedad de Alzheimer se
acomparia de una respuesta inflamatoria, particularmente de concentraciones periféricas de
IL-6, TNF-q, IL-1, TGF-B, IL-12 e IL-18 (7).

A pesar de la variabilidad en los resultados de algunos estudios, un meta—analisis realizado
en el 2014 por Vineet Kumar Khemka y colaboradores, demostrd un aumento general en

los niveles de citoquinas proinflamatorias como la IL-1p, la IL-6 y TNF-a. Los motivos de
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la variabilidad en estos resultados pueden ser diversos, pero aparentemente uno de los
principales factores que podria modificar los niveles de citoquinas seria la inclusion o

exclusién de comorbilidades como la obesidad, la diabetes, entre otras.

Ademas, en esta investigacion se encontré que los niveles en suero de la de IL-6 y TNF-a
aumentaron significativamente en individuos que presentaban Unicamente depresion, en
comparacion con individuos sanos o con pacientes con enfermedad de Alzheimer, pero que
no presentaban depresion, esto indica que la activacion del sistema inmune periférico en
pacientes con enfermedad de Alzheimer y con depresion altera la capacidad cognitiva. Por
otro lado, hay numerosos informes que muestran que los trastornos depresivos mayores
estdn asociados con los niveles elevados de citoquinas proinflamatorias en circulacién
periférica, posiblemente porque el estrés psicologico y fisico que desencadena la
enfermedad depresiva también activa el sistema inmune periférico, lo que conduce a una
mayor liberaciobn de estas citoquinas. La enfermedad depresiva puede ser

considerada entonces como un factor predisponente para la enfermedad de Alzheimer (8).
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3 AREA PROBLEMATICA Y PREGUNTA DE INVESTIGACION

Se realizd una busqueda en las bases de datos: Ebscohost, PubMed, Science Direct, Scopus,
Embase y se encontr6 un solo estudio de revision, realizado por Sumit Gaur y Rupali
Agnihotri en el afio 2014 que intenta encontrar la relacién que existe entre los niveles de
citoquinas proinflamatorias presentes en el plasma de pacientes con enfermedad de

Alzheimer y enfermedad periodontal (2).

No obstante, la literatura reporta otras investigaciones como la de T. L. Cerajewska y
colaboradores en 2015 (9) y Sophie Poole y colaboradores en 2014 (10), que indican que la
enfermedad de Alzheimer tiene una relacidén con la periodontitis, como bien se sabe las
enfermedades periodontales estan ampliamente relacionadas con diferentes patologias
sistémicas como la diabetes, la hipertensién, el bajo peso al nacer, la enfermedad renal
cronica, entre otras, debido a la capacidad que tienen los patdgenos periodontales y sus
productos bacterianos de inducir citoquinas pro—inflamatorias que si persisten en los tejidos
periodontales, tienen la capacidad de diseminarse por via sistémica hasta llegar a colonizar
otros tejidos y oOrganos del cuerpo. En las patologias neurodegenerativas como la
enfermedad de Alzheimer, una vez estas citoquinas proinflamatorias viajan por via
sistémica y se instalan en el tejido cerebral, tienen la capacidad de desencadenar una serie
de eventos que conducen a una mayor degeneracién del mismo, por estas razones se ha
investigado el posible vinculo entre las patologias como lo es la enfermedad de Alzheimer
y la enfermedad periodontal a través de la medicion de los niveles de citoquinas pro-
inflamatorias y anti—inflamatorias. En el presente estudio se evaluaron especificamente las
citoquinas IL-6, IL-10 e IL-17 en plasma de pacientes diagnosticados con la enfermedad de
Alzheimer y controles sanos, con el fin de relacionar las caracteristicas clinicas
periodontales con los niveles de las citoquinas mencionadas anteriormente, tanto en el

grupo de casos, como en el grupo control (10).

De acuerdo a lo anterior con este proyecto se logro determinar ¢;cual es la relacion entre los
parametros clinicos periodontales y los niveles de citoquinas de respuesta inmune en

plasma de pacientes con enfermedad de Alzheimer y controles sanos?
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4 JUSTIFICACION

Actualmente se sabe que los mediadores inflamatorios periféricos y los factores de
virulencia de los patdgenos periodontales exacerban las reacciones inflamatorias innatas en
el cerebro (11). Aunque los complejos mecanismos implicados en la enfermedad de
Alzheimer han sido bien explicados, los agentes etioldgicos que desencadenan estas
reacciones son todavia cuestionables, pudiendo estar relacionados con el envejecimiento, la
degeneracion de las vias neurotransmisoras, factores ambientales y genéticos, el

compromiso de la disfuncion del sistema inmune y los agentes infecciosos (12).

Se conoce también que la edad avanzada aumenta la susceptibilidad a presentar una serie de
patologias inflamatorias o0 degenerativas, ademas se ha asociado al envejecimiento con el
aumento de la prevalencia y la severidad de la enfermedad periodontal. Entre los posibles
mecanismos mediante los cuales el envejecimiento podria contribuir a una mayor
susceptibilidad a presentar periodontitis, estan: las alteraciones dependientes de la edad
(inmunidad innata y adquirida) y las células inmunes innatas en personas de edad avanzada
que presentan defectos que podrian predisponer o aumentar el riesgo a presentar
enfermedad periodontal (13).

De acuerdo a lo anterior surgen dos hipotesis que intentan relacionar el envejecimiento con
la enfermedad periodontal, la primera plantea que el aumento de la prevalencia y la
severidad de la periodontitis en la vejez simplemente refleja el efecto acumulativo de la
exposicion prolongada al microbioma periodontal, en consecuencia, la razén de que en los
adultos mayores aumente la prevalencia y la severidad de la periodontitis esta relacionada
con la exposicion prolongada y por lo tanto el acimulo del dafio tisular. La segunda
hipoétesis se da por la “susceptibilidad alterada a la edad”, el envejecimiento contribuye a la
patogénesis periodontal a través de alteraciones dependientes de la edad en el estado
inmuno-inflamatorio del hospedero, esta es una hipotesis productiva que busca identificar
cambios en la inmunologia y/o fisiologia del tejido periodontal y el envejecimiento que
hacen que las personas mayores sean mas susceptibles a presentar periodontitis que los

jévenes (14).
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Evidencia reciente indica que la neurodegeneracion podria desencadenarse por condiciones
inmunoinflamatorias periféricas sostenidas, incluida la periodontitis crénica, este proceso
inflamatorio local puede inducir un estado inflamatorio sistémico a través de mecanismos
que incluyen la diseminacion de citoquinas proinflamatorias desde sitios orales a sitios
extra-orales (15). Por lo tanto, la periodontitis podria desencadenar y/o exacerbar una
afeccion inflamatoria, especialmente en ancianos, que llevaria a presentar alteraciones de la
memoria, contribuyendo a acelerar la progresion de enfermedades neurodegenerativas

como la enfermedad de Alzheimer (16).

Sin embargo, a pesar de que la literatura de los ultimos 10 afios muestra algunas
investigaciones acerca de un posible vinculo entre estas dos entidades (5,11,17-22), no se
han reportado estudios que evallGen los niveles de algunas citoquinas especificas en el
plasma de pacientes que presenten tanto enfermedad de Alzheimer como indices clinicos de

enfermedad periodontal.

Por lo tanto, esta investigacion logré identificar los niveles en plasma de las citoquinas pro-
inflamatorias (IL-6 e IL-17) y anti—inflamatoria (IL-10), en pacientes con enfermedad de
Alzheimer y controles sanos, que permitié establecer si la enfermedad periodontal puede
exacerbar esta patologia neurodegenerativa, dando paso a futuras investigaciones en donde
se busque controlar o prevenir la enfermedad de Alzheimer por medio del mantenimiento

de la salud periodontal.
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5 REFERENTE TEORICO

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria crénica multifactorial asociada
principalmente a los microorganismos periodontopatdgenos que se encuentran presentes en
la placa dental y se caracteriza por la destruccion progresiva de los tejidos de soporte
dental. Esta patologia es un importante problema de salud publica debido a su alta
prevalencia, puesto que puede provocar la pérdida dental, afectando negativamente la
funcién masticatoria, fonética y estética (23). Afecta entre el 10 al 15% de la poblacion
mundial y es una de las principales causas de pérdida dental. La prevalencia de enfermedad
periodontal aumenta con la edad, afectando alrededor del 50% de las personas mayores de
55 afios. Segun la Organizacion Mundial de la Salud, aproximadamente del 5 al 20% de los
adultos mayores (mayores de 65 afios) padecen algun tipo de enfermedad periodontal que,
si no se trata, puede dar lugar a pérdida dental (2). En Colombia, segln el cuarto Estudio
Nacional de Salud Bucal (ENSAB 1V) realizado en el afio 2013-2014, las personas entre 65
a 79 afos presentan un porcentaje de 25.99% de periodontitis en general, sin embargo, la
prevalencia de la misma varia segin su severidad, por ejemplo la prevalencia de la
periodontitis moderada fue mas del 45% en edades comprendidas entre 65 a 70 afios de
edad y la prevalencia de periodontitis avanzada se ubic6 por encima del 32.8% en edades
comprendidas entre los 60 y 69 afios de edad (24).

La periodontitis afecta a los tejidos de soporte de los dientes, en los que la interaccion de
bacterias especificas y la respuesta inmune del hospedero juegan un papel fundamental. La
respuesta del hospedero frente a las bacterias y sus factores de virulencia es un factor
importante en la determinacion de la extension y severidad de la enfermedad periodontal.
Los desafios bacterianos agudos estimulan a las células epiteliales para que produzcan una
serie de citoquinas y mediadores inflamatorios que ayudaran a protegerlas contra el dafio

del tejido gingival (25).

La respuesta inmunoldgica inicial a la periodontitis cronica se produce después de la
colonizacion de bacterias periodontopatogenas en el surco gingival. La presencia de la

bacteria induce la produccion de citoquinas y quimiocinas en el epitelio gingival, dando
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como resultado la expresion de moléculas de adhesion, aumento de la permeabilidad de los
capilares gingivales y quimiotaxis de polimorfonucleares neutrofilos a traves del epitelio de
unién (26). Las citoquinas y quimiocinas especificas producidas por esta respuesta inicial
conducen a la formacion de un infiltrado inflamatorio de células T perivasculares
dominadas por macrofagos en los tejidos conectivos. Si esta respuesta inmune mediada por
celulas no controla la exposicion bacteriana, se produce la progresion a una lesion de
células B / células plasmaticas. Los anticuerpos producidos posteriormente pueden ser
protectores y controlar la infeccion, o pueden ser no protectores con la consiguiente
destruccion del tejido conectivo y la pérdida de hueso alveolar. La efectividad de esta
respuesta varia entre los individuos y parece ser importante para determinar la

susceptibilidad a la enfermedad (27).

La progresion de la periodontitis cronica requiere una serie de factores, como: presencia de
bacterias periodontopatdgenas, altos niveles de citoquinas pro-inflamatorias como la IL-1,
IL-6, IL-17 y TNF-0, metaloproteinasas y prostaglandina E2 y niveles bajos de citoquinas
inhibidoras de la inflamacion tales como la IL-10, el TGF-B y los TIMPs. Por lo tanto, la
susceptibilidad y la extension de la destruccidn tisular parecen estar determinadas por el
complejo de citoquinas inducidas por la presencia de los patdgenos periodontales (27-28).

Esta importante carga bacteriana da como resultado una pérdida inicial de fibras colagenas,
pérdida de adherencia de fibras gingivales a la superficie del cemento, migracién apical del
epitelio de union, formacién de bolsas periodontales profundas y reabsorcion del hueso

alveolar (29).

Por otro lado, la saliva contiene una serie de moléculas inmunes innatas y adaptativas
disefiadas para minimizar la adherencia y la supervivencia de organismos que pueden
establecerse en el tejido gingival. Los factores quimicos tales como los péptidos
antimicrobianos, especificamente las a-defensinas expresadas en los neutréfilos y las B-
defensinas de la mucosa gingival, son un ejemplo de los mecanismos inmunes innatos que
estan implicados en el control de la colonizacion bacteriana patdgena (30). Las medidas que

controlan la respuesta inmune adaptativa incluyen inmunoglobulinas (IgA) especificas para
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las mucosas y diversas enzimas (lactoferrina y lisozima) disefiadas para prevenir procesos

metabdlicos bacterianos esenciales para su colonizacion vy lisis (29).

La respuesta inmune del hospedero frente a las bacterias periodontopatogenas incluye el
reclutamiento de leucocitos y la subsiguiente liberacion de mediadores inflamatorios y
citoquinas, que parecen jugar un papel crucial en la patogénesis de la enfermedad
periodontal (31).

Las citoquinas son pequefias proteinas solubles producidas por una célula, estas tienen la
capacidad de alterar el comportamiento o las propiedades de otra célula o sistema. Se
incluyen en el grupo de moléculas de citoquinas, interleuquinas, interferones, factores de
crecimiento, factores citotdxicos, factores activadores o inhibidores, factores estimuladores
de colonias e intracrinas (31). Las citoquinas juegan un papel importante en numerosas
actividades biologicas incluyendo proliferacion, desarrollo, diferenciacién, homeostasis,

regeneracion, reparacion e inflamacion de células y tejidos (31).

Las células activadas apropiadamente suelen sintetizar muchas citoquinas diferentes al
mismo tiempo. La mayoria de estas células también expresan receptores especificos
inducibles o constitutivos, para que puedan reaccionar a un amplio espectro de citoquinas.
Muchas citoquinas se clasificaron originalmente en funcion de su origen celular, sin
embargo actualmente se sabe que las citoquinas son multifuncionales, producidas por
diversos tipos celulares y que sus actividades bioldgicas estan sobrecargadas. Los
mecanismos mediante los cuales las citoquinas acttan sobre las células diana se clasifican

en cuatro tipos: autocrino, intracrino, yuxtacrino y paracrino (31).

Cuando un tejido se encuentra en estado de homeostasis se puede atribuir un papel primario
a las citoquinas que son secretadas constitutivamente por las células residuales que
componen dicho tejido. Por otra parte, cuando un tejido no se encuentra sano, las citoquinas
presentes en este pueden ser secretadas no sélo por las células residentes, sino también por

las células inmunocompetentes infiltradas localmente (31).
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La regulacion de la migracion, proliferacion y diferenciacion de las células residuales y de
la produccion de la matriz tisular, son aspectos importantes en la homeostasis de los tejidos
periodontales. Hay abundantes pruebas de que las citoquinas secretadas por los fibroblastos
y las células endoteliales y epiteliales, juegan un papel crucial en esta homeostasis tisular
(312).

Algunas citoquinas pro—inflamatorias como la IL-1, IL-6 y TNF-a han sido detectadas en
los tejidos gingivales clinicamente sanos (32), aunque su densidad es relativamente baja
comparada con la de los sitios inflamados. Esto sugiere que una gran cantidad de citoquinas
pueden estar involucradas en el mantenimiento de la integridad del tejido periodontal.
Ademas, se ha demostrado que el aumento en la produccién de citoquinas puede conducir

al inicio de la enfermedad y/o al dafio tisular (31).

Una citoquina pro—inflamatoria se define como una citoquina que se induce durante el
curso de una respuesta inflamatoria y estd estrechamente asociada con su inicio y/o
progresion. Hasta ahora, la IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-17 y el TNF-a se clasifican
generalmente como citoquinas inflamatorias en el proceso de patogénesis de la enfermedad
periodontal, debido a su aumento en el proceso de la reabsorcion 6sea (31).

Las citoquinas pro—inflamatorias se consideran importantes marcadores de enfermedades
sistémicas cronicas como lo es la enfermedad cardiovascular, se ha encontrado la relacion
de la IL-6 con estos desordenes del sistema cardiovascular, esta citoquina es producida por
monocitos y células B y estimula los hepatocitos (células del higado) para producir

reactantes de fase aguda (33).

La IL-6 es una citoquina pleiotropica que influye en las respuestas inmunes y las reacciones
inflamatorias, es producida por diversos tipos de células. Las principales fuentes in vivo
son monocitos estimulados, fibroblastos y células endoteliales, aunque también puede ser
producida por macréfagos, células T y B y queratinocitos, después de su estimulacion. La
IL-6 se produce también en lesiones de tipo periodontal, cuando estas bacterias

periodontopatdgenas penetran en la circulacion, los monocitos, neutrofilos y células
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endoteliales empiezan a producirla. Una de las funciones principales de esta citoquina es la
induccién de la maduracién final de las células B en células plasmaticas secretoras de

inmunoglobulina (31).

Dado que la IL-6 es de particular importancia en las respuestas de células B humanas, se ha
especulado que la expansién de células B / células plasmaéticas observadas en lesiones de
periodontitis puede resultar de un aumento de la produccion de IL-6 en sitios afectados.
Ademas, se sugiere que la IL-6 juega un papel importante en la regulacion local del
recambio Oseo y parece ser esencial en la pérdida dsea causada por la deficiencia de
estrogenos. Asimismo, se ha sugerido también que la IL-6 puede actuar como un factor
autocrino y/o paracrino en la reabsorcion 6sea en estados patoldgicos estimulando la
formacion de osteoclastos y su activacion. Estos hallazgos implican la participacion de la

IL-6 en la patogénesis de la enfermedad periodontal (31).

Bruno G. Loos, y colaboradores en el afio 2006, realizaron una investigacion en pacientes
con periodontitis agresiva y pacientes sanos, estos informaron un aumento significativo de
IL-6 en los niveles de plasma de los pacientes del grupo caso en comparaciéon con los
pacientes del grupo control. Es de suma importancia tener en cuenta que la medicion de las
citoguinas en plasma es un proceso de alta complejidad, debido a que estas se encuentran a
menudo en niveles relativamente bajos en el limite de los ensayos, en especial la IL-1 y la
IL-6 (34).

En otro estudio del Centro Dental Eastman, se demostr6 que cuando se trata a los pacientes
con periodontitis agresiva se obtiene una disminucion de los niveles de IL-6, esto
demuestra de nuevo que la elevacion de la IL-6 esta relacionada con el proceso de la
enfermedad periodontal (33).

Thais Oliveira y colaboradores en un estudio realizado en el afio 2010, investigaron el
comportamiento de las células mononucleares de sangre periférica en pacientes con
periodontitis en comparacién con el grupo sano. El objetivo de este estudio fue evaluar los

niveles de IL-8, factor de necrosis tumoral o (TNF-o), IL-6 e IL-10 liberados por el
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lipopolisacarido de la Escherichia coli, en células mononucleares de sangre periférica
estimuladas obtenidas de pacientes que presentaban periodontitis cronica. El resultado de
este estudio fue que las células de sangre periférica estimuladas liberaron niveles mas altos

de TNF-a e IL-6 en pacientes con periodontitis que los controles sanos (6).

La expresion de citoquinas pro-inflamatorias, como la IL-6 y la L-17, es relativamente
baja en suero, cuando no existe presencia de ningun tipo de inflamacion. Sin embargo, a
medida que la edad avanza, los niveles séricos de estos marcadores pueden ser detectables,
e incluso encontrarse en cantidades elevadas, sin necesidad de que esté presente un proceso
inflamatorio (35). ElI aumento de los niveles séricos de IL-6 es una caracteristica del

envejecimiento, incluso en pacientes sanos (36).

La IL-6 tiene efectos negativos en el envejecimiento y ha sido propuesta como un marcador
confiable para determinar el deterioro funcional, asi como un predictor de morbilidad y
mortalidad en la vejez (37). ElI aumento en los niveles séricos de la IL-6 influyen en el
inicio de la fragilidad, el pobre rendimiento fisico, la pérdida de la fuerza muscular, el
desgaste cognitivo, ademas del declive cardiol6gico, neuroldgico, y vascular, estos niveles
elevados también estdn estrechamente vinculados en procesos cancerigenos. Por el
contrario, la alta produccion de IL-10 parece ser un factor protector contra algunas de las

patologias ya mencionadas y un posible biomarcador para la longevidad (35).

La participacién de la IL-6 en la enfermedad de Alzheimer ha sido ampliamente
demostrada. Las células dendriticas derivadas de monocitos inmaduros de pacientes con
enfermedad de Alzheimer producen cantidades significativamente mayores de IL-6, de
hecho, se describid que esta citoquina esta sobreexpresada en placas p-amiloide, siendo sus
niveles significativamente mas altos en pacientes con enfermedad de Alzheimer (38).
Ademas, un estudio realizado por Magaki S y colaboradores en el 2007 demostrd una
produccién aumentada de IL-6, junto con la IL-8 y la IL-10, en individuos con deterioro
cognitivo leve que sugiere que la alteracion de los parametros inmunes son eventos
tempranos en la enfermedad de Alzheimer. Ademas, existe un mecanismo de amplificacion

interesante entre la expresién de ICAM-1 y la produccién de IL-6. De hecho, con la

23



estimulacion apropiada (ej: infeccidn), las células dendriticas producen IL-6 que a su vez
induce la expresion de ICAM-1. Al mismo tiempo, el compromiso de ICAM-1 puede

inducir la produccién de citoquinas proinflamatorias como la IL-6 (39).

Sin embargo, es importante saber que no solo la IL-6 juega un papel importante en la
aparicion y progresion de las enfermedades periodontales, sino que existen también otro
tipo de citoquinas de efecto antiinflamatorio como lo es la IL-10, esta participa en procesos
de remodelacidn Gsea, ha sido utilizada para inhibir la reabsorcion dsea y para reducir la
inflamacién, siendo benéfica en los tratamientos realizados para contrarrestar las

enfermedades periodontales (40).

Como una citoquina antiinflamatoria importante, la 1L-10 juega un papel vital en las
enfermedades periodontales, su bloqueo puede resultar en la aceleracion de la reabsorcion
0sea alveolar y la disminucion de la formacion 6sea (40).

Por otro lado, la IL-17 es una citoquina proinflamatoria con diversas funciones bioldgicas
secretada por varios subtipos de células T activadas. Su receptor se encuentra en los
distintos tipos celulares de un amplio rango de tejidos, esta se ha relacionado con el
desarrollo de enfermedades autoinmunes, rechazo de aloinjertos, cancer, respuestas de
hipersensibilidad inmediata y tardia y control de infecciones, entre ellas la respuesta
inmune contra Mycobacterium tuberculosis (41).

La IL-17 estd implicada también en la osteoclastogénesis induciendo la expresion de
RANKL en células osteoblasticas. La funcion principal de esta citoquina es mediar en los
procesos inflamatorios estimulando a las células residentes para que secreten citoquinas
proinflamatorias potentes como la IL-1, IL-6, IL-8 y la prostaglandina E2 (PGE2) que
exacerban la reaccion inflamatoria y la destruccién tisular. Se han encontrado niveles

elevados de IL-17 en fluido crevicular gingival en pacientes con periodontitis agresiva (42).

Se ha demostrado también que las células T auxiliares 17 activadas (Th17) son las células

principales que secretan la IL-17, ademas de los macrdfagos, las células dendriticas, los
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mastocitos y las células Natural Killer que se pueden encontrar en la patogénesis de la
periodontitis cronica. Asi pues la IL-17 esta asociada con diversas enfermedades sistémicas
tales como la artritis reumatoidea y la esclerosis multiple, por lo cual es posible asociar

también la participacion de esta citoquina a enfermedades neurodegenerativas (43).

Dentro de las enfermedades neurodegenerativas se encuentra cominmente la demencia,
definida como un trastorno que presentan principalmente los adultos mayores, que se
vuelve mas frecuente con el avance de la edad. Dado al rdpido aumento que ha habido en la
poblacion mundial, siendo el segmento de mayor edad el de mas rapido crecimiento, la
demencia se ha convertido en un problema creciente de salud pablica (44).

La demencia comprende un grupo de enfermedades neurodegenerativas en las que los
sintomas incluyen una disminucion de la funcién cognitiva e intelectual, junto con pérdida
de la memoria, pérdida de atencion y de habilidades para resolver problemas cotidianos. El
Alzheimer es considerado como la causa mas comun de demencia, representando entre el
68 al 80% de todos los casos. La causa exacta del desarrollo y progresién de la enfermedad
de Alzheimer esporédica sigue siendo investigada, sin embargo se cree que la inflamacion
juega un papel vital (45).

Las caracteristicas patoldgicas de la enfermedad de Alzheimer son una acumulacion de
enredos neurofibrilares intracelulares (NFT) y depositos extracelulares de B-amiloide
fibrilar (AP). A lo largo de los afios, estas proteinas han sido directamente relacionadas con
los procesos patoldgicos que generan la inflamacion intracerebral. Ahora se entiende que
los 6rganos circunventriculares (CVVO) no estan protegidos por la barrera hematoencefalica
y que las infecciones periféricas y los mediadores inflamatorios pueden acceder al cerebro.
Esto implica que las infecciones microbianas y el sistema inmune innato pueden
desempefiar un papel en el desarrollo de la inflamacion dentro del cerebro, contribuyendo a

la patogénesis del déficit cognitivo en los individuos (10).

Algunos investigadores han demostrado que los pacientes con enfermedad de Alzheimer

expresan niveles elevados en plasma de anticuerpos frente a los patdgenos periodontales,
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junto con unos niveles mas elevados del factor de necrosis tumoral a (TNF-a) que los

pacientes sanos con la misma edad (46).

Aunque estos marcadores permiten controlar la funcion inmune general, pueden no ser
necesariamente especificos de la enfermedad periodontal. Queda por determinar si el
vinculo potencial entre las dos enfermedades es directo (a través de la propia bacteria que
invade el 6rgano) o indirecto (a través de la inflamacion sistémica causada por la presencia
de bacterias periodontales). La evidencia se esta acumulando a favor de los mecanismos
inflamatorios periféricos que pueden alterar la inflamacién cerebral, con la opinidn actual
que indica que esto es el resultado de mediadores pro-inflamatorios. Los mismos
investigadores han demostrado que mdltiples infecciones sistémicas pueden exacerbar el

estado cognitivo premorbido en pacientes con enfermedad de Alzheimer (46).

Hay estudios que demuestran la presencia de bacterias en los tejidos cerebrales, lo que
sugiere que la asociacion entre la mala salud oral y la enfermedad de Alzheimer, puede
resultar de la invasion directa al SNC por bacterias orales o por sus factores de virulencia.
La demostracion del LPS sistémico (de origen oral) es relevante porque es un potente
estimulador de la actividad innata del sistema inmune. Una vez en el cerebro activard la glia
local para montar una respuesta inmune innata. La microglia hipersensibilizada del LPS
incrementa la sintesis de mediadores inflamatorios, tales como TNF-o, IL-1B e IL-6,
factores de complemento, TLRs 2 y 4 y dxido nitrico, que liberan radicales libres y especies
de oxigeno reactivo y aumentan el dafio tisular (47).

Por el contrario, han surgido estudios metodoldgicos que demuestran la presencia de
bacterias en los tejidos cerebrales, lo que sugiere que la asociacion entre la mala salud oral
y la enfermedad de Alzheimer puede ser consecuencia de la invasion directa en el SNC por

bacterias orales o sus factores de virulencia (10).

En la enfermedad de Alzheimer, la microglia y los astrocitos son sin duda la principal
fuente de citoquinas, estas contribuyen a casi todos los aspectos de la neuroinflamacion,

incluidos los procesos proinflamatorios y antiinflamatorios, la lesion neuronal, la
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quimioatraccion y la respuesta de la microglia a los depoésitos de B-amiloide. La activacion
de la microglia se caracteriza y modula por las citoquinas. La acumulacion patologica de -
Amiloide es un factor clave que impulsa la respuesta neuroinflamatoria en la enfermedad
de Alzheimer. Ademas, la exposicion de la microglia al B-Amiloide preagregado aumenta
la produccion de citoquinas proinflamatorias (IL1P, IL-6 y TNFa). Ademas, las
concentraciones de M-CSF en el plasma y el SNC de los pacientes en la etapa de demencia
de la enfermedad de Alzheimer aumentan sustancialmente en comparacion con los

controles sanos de la misma edad o los pacientes con deterioro cognitivo leve (48).

La evidencia sugiere que el entorno proinflamatorio presente en los cerebros de pacientes
con enfermedad de Alzheimer alcanzan niveles nocivos. Por ejemplo, el riesgo de
conversion del deterioro cognitivo leve a la etapa de demencia de la enfermedad de
Alzheimer aumenta en pacientes con concentraciones elevadas de la citoquina
proinflamatoria TNF-o y concentraciones reducidas de TGF-f antiinflamatorio en la CSF.
IL-1B, TNF-a y otras citoquinas podrian alterar la funcién neuronal incluso antes de
conducir a cambios estructurales, como se muestra mediante la supresion de la potenciacion
a largo plazo de la transmisién sindptica. Varias interacciones y una mayor expresion de
citoquinas adicionales, quimiocinas y receptores inmunes innatos favorecen un estado de

activacion tipo macrofagos en la enfermedad de Alzheimer (49).

La union del B-Amiloide a la superficie de la célula microglial induce la expresion génica
pro—inflamatoria y da como resultado la elevacion de citoquinas tales como el TNF-a, IL-
1B, IL-6 e IL-18, que conducen a hiperfosforilacion de las proteinas tau y a la pérdida

neuronal.

La expresion de citoquinas pro—inflamatorias en el cerebro de pacientes con enfermedad de
Alzheimer por células no neuronales, incluidas las células endoteliales, probablemente
desempefia un papel importante en el desarrollo de la enfermedad. Los microvasos
cerebrales en la enfermedad de Alzheimer liberan niveles significativamente mas elevados
de citoquinas pro—inflamatorias que incluyen el TNF-a, IL-1p y la IL-6 que los microvasos

presentes en los pacientes sanos de la misma edad (50).
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Como ya se menciond anteriormente, la IL-6 es una citoquina inflamatoria pleiotropica
producida principalmente por la microglia activada y los astrocitos en diferentes regiones
del cerebro. Ademas, la IL-6 podria estimular la microglia y los astrocitos para liberar una
cascada de otros tipos de citoquinas pro—inflamatorias y proteinas de fase aguda, como la
proteina C reactiva (PCR). Se han encontrado niveles significativamente elevados de IL-6
en los cerebros, el fluido cerebroespinal y el plasma, especialmente alrededor de las placas
B-Amiloides en pacientes con enfermedad de Alzheimer y modelos animales. Por lo tanto,
se ha propuesto que la IL-6 estd implicada en la etiopatogenia de esta enfermedad con

componentes inflamatorios agudos o crénicos (50).

Una serie de estudios han investigado el mecanismo molecular que subyace a la asociacion
de la IL-6 con la enfermedad de Alzheimer, incluyendo las proteinas tau y las placas de -
Amiloide. Segun los informes, la produccion de IL-6 por las neuronas humanas se estimula
mediante la proteina tau y el B-Amiloide modificado en el producto final de la glicacion. A
su vez, se ha informado que el B-Amiloide puede activar la microglia, lo que conduce a
aumentar la sintesis y la liberacidn de la IL-6, estd también desempefia un papel complejo
en la regulacion de la funcidon cognitiva en los procesos neuroinflamatorios vy

neurodegenerativos (50).

La IL-10 se encuentra dentro del grupo de citoquinas antiinflamatorias, con potentes
efectos supresores en la prevencion de enfermedades autoinmunes. La funcion principal de
la IL-10 parece ser, limitar y terminar la sefial inflamatoria en células como los monocitos y
los macrofagos (40). Diversos estudios han demostrado que esta citoquina se asocia con
enfermedades como el cancer, la Enfermedad de Alzheimer, la esclerosis sistémica, la
diabetes tipo 2, los accidentes cerebrovasculares isquémicos, la aterosclerosis, la
enfermedad cardiovascular, el asma, la artritis reumatoide y la hiperplasia prostéatica.
Aunque se considera que tiene una funcion inmunosupresora, el uso de la IL-10 como
potencial terapéutico ha dado resultados controversiales, lo que sugiere un papel mas
complejo en la regulacion inmune. El efecto de la IL-10 en las células B puede ser

estimulante en lugar de supresor.
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En el estudio realizado por Chen JM vy colaboradores en 2014, se observaron
concentraciones significativamente mas altas de 1L-18 e IL-17 en mujeres, mientras que en
hombres se encontraron concentraciones mas elevadas de IL-23, en comparacion con
pacientes con enfermedad de Alzheimer y controles sanos. Tales diferencias entre los
pacientes masculinos y femeninos pueden indicar los diferentes roles de las citoquinas en la
patogénesis de la enfermedad de Alzheimer dependiendo del sexo, pero también puede
deberse al pequefio nimero de casos masculinos (30% de todos los casos) incluidos en el
estudio. Se observo una correlacion significativa entre la 1L-23 y la IL-17 en todos los
pacientes con enfermedad de Alzheimer. Los resultados de recientes estudios in vitro
sugieren que la IL-23 podria promover el desarrollo de Th17, estimulando la expansion de
Th17 y prolongando la produccién de la IL-17. Ademas, los resultados de los estudios in
vitro proporcionaron evidencia de que la IL-17 aumentada tanto en el liquido
cefalorraquideo como en el suero estaba directamente relacionada con la aparicion y
desarrollo de la enfermedad de Alzheimer. Por otro lado, la IL-23 junto con la accion de la
IL-1pB o la IL-18 podria inducir una produccion altamente significativa de 1L-17 y promover
la autoinmunidad al estimular la produccién de la misma, mediada por las células T. En
resumen, las tres citoquinas (IL-17, 1L-18 e 1L-23) parecen tener un efecto sinérgico en la
patogénesis y/o progresion de la enfermedad de Alzheimer, aunque se pueden informar
diferentes hallazgos de cada una (51).
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6 OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

Relacionar las caracteristicas clinicas periodontales y los niveles de las citoquinas IL-

10, IL-6, IL-17 en plasma de pacientes con enfermedad de Alzheimer y controles sanos.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar el estado periodontal de los pacientes con enfermedad de Alzheimer y los
pacientes del grupo control, de acuerdo a los parametros clinicos periodontales
evaluados.

Evaluar los niveles de las citoquinas pro-inflamatorias (IL-6 e IL-17) y antiinflamatoria

(IL-10) en plasma de los pacientes objeto de estudio.
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7 METODOLOGIA
Tipo de estudio: Investigacion cuantitativa con alcance descriptivo e inferencial.

Poblacion: Pacientes con enfermedad de Alzheimer y controles sanos que fueron

diagnosticados por la Clinica de Memoria de la ciudad de Manizales

Muestra y muestreo: Se determind la muestra a partir de la formula “muestreo para
comparaciones de dos grupos” dado que se realizé una comparacion del comportamiento
de variables entre pacientes con enfermedad de Alzheimer y controles sanos. Para ello se
realizd una revision de antecedentes de literatura cientifica sobre el comportamiento de
todas las variables del estudio, y se tuvo en cuenta aquella variable en la que se evidencio
mas especificidad del dato considerandola como variable estrella: el nivel del factor de
crecimiento transformante beta (TGFB1). En este estudio se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en relacion a los controles, quienes tuvieron una media de
20,2 + 4,14 ng/ml. De acuerdo a lo anterior, y teniendo en cuenta un nivel de confianza del
95% y un poder estadistico del 80%, se obtuvieron los datos para aplicar la formula y
determinar la muestra minima final; la cual, para llegar a ser significativa en funcion de

determinar una adecuada caracterizacion y correlacién de variables, se aument6 a n=49.

20z_+z_ ) =g?
ﬁfj

.:.2=

Criterios de exclusion:

e Presencia de patologia neuroldgica o psiquiatrica que explique los cambios cognitivos o
del comportamiento del paciente con enfermedad de Alzheimer.

e Pacientes con presencia de dificultades auditivas o visuales

e Pacientes que consuman corticosteroides sistémicos

e Pacientes gestantes.

Criterios de Inclusién:
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e Pacientes que no consuman sustancias psicoactivas ni alcohol.
e Pacientes que no presenten enfermedades alérgicas, enfermedades inflamatorias

sistémicas o condiciones médicas inestables no controladas.
Grupo Casos:

Edad > o igual a 65 afios, ambos sexos, escolaridad minima quinto de primaria,

consentimiento informado, diagndstico de Enfermedad de Alzheimer CDR 1-3
Grupo Control:

Edad > o igual a 65 afios, ambos sexos, escolaridad minima quinto de primaria,
consentimiento informado, ausencia de: deterioro cognitivo, enfermedad psiquiatrica,

enfermedad neuroldgica, hipertension arterial no controlada
Consideraciones éticas

La investigacion segun la resolucion 008430 de 1993 se clasifica como un estudio “DE
RIESGO MAYOR AL MINIMO”, por tratarse de una poblacion adulta mayor a la cual
ademas se le realiz6 una toma muestra de sangre. Se conté con protocolos para: obtencién
de muestras por venopuncion, control de evolucion clinica por la venopuncién y prevencion

de riesgos y manejo de material de desechos.
Procedimientos

e Los pacientes evaluados en el estudio, pertenecian a la clinica de memoria de la ciudad
de Manizales, en donde se solicitd una previa autorizacion para que estos fueran
incluidos en la muestra.

e Una vez obtenidas las autorizaciones, se procedié a contactar los pacientes, estos fueron
seleccionados segun los criterios de inclusion y se citaron para realizar el examen

clinico periodontal.

32



El examen periodontal se realiz6 utilizando sondas periodontales y espejos intraorales
Hu Friedy®, se registraron los siguientes parametros clinicos: sangrado al sondaje,
profundidad al sondaje y nivel de insercion clinica en cada diente, exceptuando los
terceros molares, estos parametros se registraron en seis sitios por diente: mesio-
vestibular,  medio-vestibular, disto-vestibular, mesio-lingual/palatino, medio-
lingual/palatino y disto-lingual/palatino, el nimero de sitios con sangrado al sondaje se
registré con una evaluacion dicotomica, donde O indicaba ausencia y 1 indicaba
presencia y posteriormente se determind un porcentaje total de los sitios que

presentaban sangrado al sondaje.

Pautas generales de seguridad:

La toma de muestras de sangre debe realizarse siempre por personal calificado para tal
actividad (enfermera, auxiliar de enfermeria).

Es obligatorio utilizar la bata dentro de las instalaciones del laboratorio.

Es requisito el uso de guantes a la hora de tomar la muestra, se debe utilizar un par de
guantes diferente para atender a cada paciente.

Es recomendable el uso de gafas de proteccion.

No se permite consumir alimentos, bebidas o fumar en el laboratorio.

Se recomienda el uso de gorro y tapabocas.

Se debe realizar lavado de manos frecuente durante el dia, ademas es obligatorio
realizar el lavado de manos antes y después del contacto con el paciente y al salir o
llegar al laboratorio.

Preparacion del paciente:

Identificacion del paciente

La identificacién correcta del paciente es indispensable, pregunte por el nombre vy

documento de identificacion del paciente, y el grupo de estudio al que pertenece (si es caso
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o control), si el paciente es incapaz de darle ésta informacion, pidala al acompafante o
acudiente del paciente.

e Explicacion del procedimiento

Trate siempre al paciente de manera cordial, explique a éste el procedimiento que le va a
realizar en forma clara y sencilla, si el paciente no puede comprenderle explique el
procedimiento a su acompariante o acudiente, si el paciente 0 acompafiante tienen dudas,
trate de responder a sus inquietudes de manera cordial y clara. Pida siempre la autorizacion
del paciente y/o acudiente para la realizaciéon del procedimiento, aun cuando el
consentimiento informado ya haya sido firmado pida una autorizacion verbal, si el paciente
o el acudiente se niegan a la realizacion del procedimiento trate de ser comprensivo y no lo

fuerce, pida asistencia a un miembro del grupo de investigacion a cargo del proyecto.

e Preparacion del equipo para la toma de la muestra

“Se debe preparar el equipo necesario para la obtencion, la conservacion y el transporte
correctos de la muestra. Las propiedades bioldgicas de esta pueden ser alteradas por
variables medioambientales como: tiempo, contenedor, contaminacion externa” (Secretaria

distrital de salud de Bogota, 2008)

Equipo para la recoleccion de la muestra

e Tubos PAXgene™ Blood RNA System: que permiten la estabilizacion y purificacion
del RNA intracelular.

e Agujas: Estan numeradas dependiendo de su calibre. Las agujas de 0.9 mm a 1.1 mm de
diametro se utilizan normalmente para puncién venosa en adultos.

e Adaptador para tubos-Vacutainer: Se utilizan para tubos al vacio.

e Torniquete para adulto
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Equipo de asepsia y antisepsia

e Guantes estériles

e (asas estériles

e Alcohol etilico o isopropilico al 70%
e Curita 0 venda adhesiva

e Yodopovidona

e Procedimiento para la toma de la muestra

Preparacion de la persona encargada de tomar la muestra

El profesional que va a realizar el procedimiento de toma de la muestra de sangre debe
realizar el correcto lavado de manos (es recomendable seguir el método de lavado de manos
sugerido por la Organizacion mundial de la salud - OMS), debe utilizar los elementos de

proteccion personal como: bata, tapabocas y guantes.

Acomodacion del paciente

“La muestra debe tomarse correctamente y bajo las condiciones mas favorables para evitar
errores. Esto incluye la absoluta identificacion del paciente, el sitio a puncionar y el
volumen a colectar. El paciente debe estar en posiciéon comoda, de preferencia en una silla

especial para venopuncién con descanso para los brazos.”(Demar, 2015)

Seleccion del area de recoleccion de la muestra

Al momento de elegir el sitio donde se realizara la puncion para la toma de la muestra, se
deben evitar las zonas heridas, laceradas o con alergias. El area de preferencia para la toma

de la muestra es en la region cubital anterior de uno de los miembros superiores.

Palpacion de la vena a punzar

Previo a la puncion, se debe escoger la vena. La mejor manera es realizando una palpacion

con la yema de los dedos tratando de seguir el recorrido de las venas. Para ello coloque el
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torniquete 3 a 4 pulgadas por encima del sitio seleccionado, para visualizarlas mejor. Debe
tener presente el no mantener el torniquete por mas de 3 minutos, para evitar la
hemoconcentracion. Las venas mas utilizadas para la venopuncion, estan localizadas en el

area antecubital, entre éstas: la vena mediana cubital, la vena cefalica y la vena basilica.
Limpieza y desinfeccion de la piel

Con una gasa estéril o algodon impregnado de alcohol al 70% o yodopovidona, se debe
limpiar el area donde estd ubicada la vena elegida para la puncién, con movimientos
circulares desde el centro hacia la periferia, posteriormente, debe dejarse secar el area de
manera natural, una vez realizada la desinfeccion no se debe volver a tocar el area de la

vena elegida.

Extraccién de la muestra de sangre

Pida al paciente que posicione el brazo en forma horizontal y luego que cierre y abra el

pufio continuamente para bombear la sangre, luego pidale que deje el pufio cerrado.

e Cologue la punta de la aguja en un angulo de 15 a 30 grados sobre la superficie de la
vena escogida y atraviese la piel con un movimiento firme y seguro, hasta el lumen de
la vena.

e Sostenga firmemente el vacutainer con una mano y con la otra inserte, llene y retire el
tubo.

e Afloje el torniquete para que la sangre fluya mejor y remueva la aguja del brazo con
movimiento suave al terminar de colectar, sin apretar el area de la puncion con el
algodon.

e Presione el algodon sobre el sitio de la puncion aplicando una presion adecuada y no
excesiva para evitar la formacién de hematoma.

e Descarte la aguja en el contenedor para elementos cortopunzantes (guardian)

e Coloque una curita o venda adhesiva en el sitio de la puncion.
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Rotulado de la muestra

El rotulado de la muestra debe realizarse inmediatamente después de la recoleccion de la
muestra de sangre. Dentro de los datos que se deben incluir para la identificacion de la

muestra se encuentran:

Nombre del paciente

e Numero de identificacion del paciente

e Fecha de toma de la muestra

e Grupo al que pertenece el paciente: caso o control

¢ Iniciales del profesional que realiz6 la toma de la muestra
Cuidados del paciente posterior a la extraccion

Una vez finalizado el proceso de extraccidon de la muestra de sangre, quien realiz6 la toma
de la muestra debe verificar el estado en el que se encuentra el paciente y si éste puede
retirarse por sus propios medios y de inmediato, ya que, algunos pacientes pueden sufrir
mareo 0 desmayo posterior a la extraccion de sangre, por lo que es indispensable preguntar

al paciente si se siente bien.

Si el paciente presenta sudoracién, palidez o temblor, pudiera necesitar nuestra ayuda, le
podemos ofrecer un estimulo olfativo fuerte como alcohol; si ademas ocurre un desmayo se

le deben elevar sus piernas, para favorecer la llegada de sangre al cerebro.
Transporte de la muestra

Cuando el proceso de recoleccion de muestras termina, éstas deben ser trasladadas lo antes
posible al laboratorio para su andlisis y procesamiento,” se recomienda transportar las
muestras al laboratorio en los primeros 15 minutos de la recoleccion a temperatura

ambiente” (Secretaria distrital de salud de Bogota, 2008)
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Manejo y disposicion de los residuos

Finalizado el proceso de toma de muestras de sangre los residuos generados del

procedimiento deben descartarse segin el Plan de gestion integral de los residuos de la

Universidad Autbnoma de Manizales.

Los residuos generados de la realizacion de procedimientos asistenciales son
considerados residuos peligrosos de riesgo bioldgico y deben desecharse asi:

Los residuos biosanitarios como: gasas, algodones y guantes utilizados para la toma de
las muestras deben desecharse en la caneca roja rotulada como riesgo bioldgico
biosanitario

Las agujas utilizadas para la extraccion de la sangre deben desecharse en el recipiente
para residuos cortopunzantes de color rojo (guardian)

La mesa o espacio donde se dispusieron los materiales para la toma de la muestra de
sangre debe ser desinfectada con hipoclorito

Los residuos son recolectados diariamente en la ronda del personal de servicios
generales de la universidad Autonoma de Manizales, verifique que dicho personal
realice siempre el procedimiento utilizando los elementos de proteccion personal y de

acuerdo al protocolo para la recoleccién interna de residuos de la fundacién IPS.

Coleccion de muestras y almacenamiento:

Preparacién de muestras de plasma: Se recomendd la recoleccion de plasma
utilizando EDTA como anti-coagulante. Se centrifugé durante 10 minutos a 1000xg
dentro de los 30 minutos de la recoleccion de sangre. Se elimind inmediatamente el
plasmay el ensayo o alicuota y se almacenaron las muestras a -20 ° C.

Precauciones de seguridad: Todos los componentes de la sangre y materiales
bioldgicos se manejaron como potencialmente peligrosos. Se siguieron las instrucciones
establecidas por los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades y por la
Administracion de Seguridad y Salud Ocupacional al manejar y desechar agentes

infecciosos
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Evaluacion del perfil de citoquinas

e Se realizé por medio del panel MILLIPLEX® MAP Human Citoquinas / Quimiocinas.
Esta metodologia tiene la ventaja de una alta velocidad y sensibilidad, que mejora
drasticamente su productividad. El kit MILLIPLEX MAP de Citoquinas / Quimiocinas
de EMD Millipore se utiliz6 para la cuantificacion simultdnea de las siguientes
citoquinas humanas: IL-6, IL-17 e IL-10.

e El Principio del MILLIPLEX MAP se basa en la tecnologia XMAP® de Luminex®,
una de las tecnologias de mas rapido crecimiento y mas respetadas que ofrece
aplicaciones a lo largo de las ciencias de la vida y es capaz de realizar una variedad de
bioensayos incluyendo inmunoensayos en la superficie de perlas magnéticas
codificadas fluorescentemente conocidas como microesferas MagPlex TM-C.

¢ EIl almacenamiento recomendado para los componentes del kit es de 2 - 8 ° C. Para el
almacenamiento a largo plazo. Se deben evitar maltiples ciclos de descongelacion (> 2).

e Previa a la firma del consentimiento informado, se tomaron 10 mL de sangre periférica
en tubos Vacutainer con EDTA como anticoagulante para aislar el plasma. Posterior a
ello se centrifugé durante 10 minutos a 1000 x g dentro de los 30 minutos de la
recoleccion. Las muestras se almacenaron < -20 ° C Evitando repetir ciclos de
congelacién y descongelacion.

e Para la medicién de las citoquinas I1L-10, IL-6, IL-17 se utilizé el kit Milliplex Human
Cytokine/Chemokine Magnetic Panel | kit (Cat. # HCYTOMAG-60K) a través del
sistema MAGPIX con tecnologia Luminex.

Recomendaciones:

e No usar mas alla de la fecha de vencimiento en la etiqueta.
e No mezclar ni sustituir los reactivos con los de otros lotes o fuentes.
e Es importante permitir que todos los reactivos se calienten a temperatura ambiente (20-

25°C) antes de su uso en el ensayo.
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El lavado incompleto puede afectar adversamente el resultado del ensayo. Todo el

lavado debe realizarse con el tampdn de lavado proporcionado.
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8 RESULTADOS
Anadlisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos se realizé a partir del programa estadistico IBM SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences) version 24, en el cual se aplicaron diferentes
técnicas estadisticas para dar cumplimiento a los objetivos y alcances propuestos. Entre las
técnicas estadisticas que se aplicaron, se encuentran: tablas de frecuencia y contingencia,
que muestren frecuencias y porcentajes, graficos de barras, para el resumen de las variables
cualitativas, medidas de tendencia central y dispersion, como el minimo, el méaximo, la

media y la desviacion tipica o estandar, para variables cuantitativas.

En el andlisis bivariado, se hizo uso de la prueba Chi-cuadrado de Pearson, para identificar
si factores personales como el sexo, estrato y consumo de tabaco y alcohol se encuentran
relacionados la evaluacion clinica periodontal y los niveles de citoquinas de respuesta
inmune en plasma. Se utiliz6 la prueba no paramétrica de Mann-Whitney y Kruskal-Wallis
para comparar la distribucién de los datos entre dos 0 mas de dos grupos, respectivamente.

Finalmente, se utilizé el modelo de regresion logistica con el objetivo de modelar coémo
influye en la probabilidad de enfermedad de periodontal con la enfermedad de Alzheimer y
los niveles de citoquinas IL-6, IL-10 y IL17A. Este modelo permitira identificar los
factores de riesgo y las citoquinas de respuesta inmune asociados a la enfermedad de
periodontal (Silva, 1994).

La regresion logistica es un instrumento estadistico de anélisis multivariado, de uso tanto
explicativo como predictivo. Resulta atil su empleo cuando se tiene una variable
dependiente dicotomica (un atributo cuya ausencia o presencia se ha puntuado con los
valores cero y uno, respectivamente) y un conjunto de m variables predictoras o
independientes, que pueden ser cuantitativas (que se denominan covariables o covariadas) o

categoricas. La expresion estadistica del modelo es:

loglt = BO + ﬁle + ﬁzXz + -+ ﬁpo
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En este modelo la variable dependiente sera dicotdmica que representara: 0= sin
enfermedad periodontal y 1= con enfermedad periodontal. En todos los casos se utilizara el
procedimiento Forward (hacia delante) como método de seleccion de variables en el
modelo utilizando como criterio la significancia estadistica de los coeficientes B de las
variables introducidas usando el estadistico W de Wald. Se utilizara 0.10 como
probabilidad de entrada para el método por pasos, es decir, que el modelo serd menos
estricto para la entrada de una variable en la modelacion. La laxitud de esta recomendacion
se debe a que un criterio tan restrictivo como un p<0.05 puede llevarnos a dejar de incluir
en el modelo variables con una débil asociacion a la variable dependiente en solitario pero
que podrian demostrar ser fuertes predictores de la misma al tomarlas en conjunto con el
resto de variables explicativas. De igual forma se entenderd que para la significancia
estadistica de los parametros se contrastard a través de un nivel de significacion del 10%.

Se incluira ademas en el modelo el término de la constante.

A continuacion, se muestran los principales resultados encontrados en la exploracion de los
datos recolectados en pacientes con enfermedad de Alzheimer y pacientes sin la

enfermedad de Alzheimer.
Caracteristicas generales de los participantes

Se recolecté informacion de un total de 40 pacientes, de los cuales el 20% tienen
enfermedad de Alzheimer y el 80% son pacientes sin la enfermedad. EI 80% son mujeres y
de los pacientes con Alzheimer, el 75% son mujeres y de los pacientes sanos el 81.25%
también son mujeres. El rango de edad estuvo comprendido entre 41 y 97 afios, con un
promedio de 69.3 +/- 12 afios. La edad promedio de los pacientes con Alzheimer fue de 85
+/- 7 afos y de los pacientes sanos fue de 64 +/- 10 afios, mostrando una diferencia
significativa entre ambos grupos, a partir de la prueba no paramétrica Mann-Whitney
(p=0.000).
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Tabla 1 Caracteristicas generales de los pacientes con Alzheimer y controles sanos

Control Caso Total
n % n % n % p*
Femenino 26 81.25% 6 75.00% 32 80.00%
Sexo _ 0.692
Masculino 6 18.75% 2 25.00% 8 20.00%
Sin
enfermedad 7 21.88% 3 37.5% 10 25.00% 0.30
Diagndstico
Periodontal periodontal
Leve 8 25.00% 0 0.00% 8 20.00% -
Moderada 6 18.75% 2 25.00% 8 20.00% 0.424
Severa 11 34.38% 3 37.5% 14 35.00% 0.46
) No 20 62.5% 1 12.5% 21 52.5%
Protesis _ 0.0057
Si 12 37.5% 7 87.5% 19 47.5%
No Tiene 19 59.38% 1 12.50% 20 50.00% 0.178
Tipo Protesis Parcial 11 34.37% 4 50.00% 15 37.50% 0.2911
Total 2 6.25% 3 37.50% 5 12.50% 0.21
Historia de No 4 12.5% 2 25.00% 6 15.00% 0.187
Periodontitis Si 28 87.5% 6 75.00% 34 85.00% '
No 22 68.75% 6 75.00% 28 70.00%
Tabaco _ 0.365
Si 10 31.25% 2 25.00% 12 30.00%
No 27 84.37% 7 87.5% 34 85.00%
Alcohol _ 0.412
Si 5 15.63% 1 12.5% 6 15.00%
Bajo 2 6.25% 0 0.00% 2 5.00% -
Estrato Medio 23 71.88% 6 75.00% 29 72.5% 0.439
Alto 7 21.87% 2 25.00% 9 22.5% 0.5372

Prueba de hip6tesis para comparacion de proporciones

En la tabla 1, se observa que un poco menos de la mitad de los pacientes con Alzheimer no
tienen enfermedad periodontal (37.5%), la mayoria por ser edentulos, mientras casi el 80%
de los pacientes sanos presentan algun nivel de severidad de enfermedad periodontal, sin
presentar valores estadisticamente significativos. Sin embargo, el 87.5% de los pacientes
con Alzheimer y el 37.5% de los pacientes sanos tienen prétesis (total o parcial), por tanto,
dentro de la muestra seleccionada es mas probable que los pacientes con Alzheimer tengan

protesis que aquellos sanos con un valor de p=0.0057, siendo asi una diferencia
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significativa. Ahora, el 87.5% de los pacientes sanos tienen historia de enfermedad
periodontal y un 75% de los pacientes con Alzheimer también presentaron historia
periodontal (p=0.187). Factores como el sexo, consumo de tabaco, consumo de alcohol y
estrato socioeconomico, son similares entre los pacientes con Alzheimer y pacientes sanos
(p>0.05). El consumo de tabaco en ambos grupos es del 30%, el de alcohol es del 15% vy el
estrato mas frecuente es el estrato medio con un 72.5% de participacion.

Tabla 2 Indicadores de salud oral en funcién de los grupos de pacientes estudiados

Control Caso Total
. Desviacion Desviacion Desviacion
Indicadores de Media Media Media p*
estandar estandar estandar
Salud Oral
Numero de Dientes
20 10 4 4 12 11 <0.001
Presentes
indice de Sangrado 0.18 0.13 0.22 0.20 0.29 0.15 0.630
indice de placa 0.20 0.15 0.42 0.29 0.31 0.20 0.025
Profundidad al
. 2.3 0.5 2.6 0.6 2.45 0.5 0.197
Sondaje (mm)
Nivel de insercion
2.8 1.3 3.9 2.0 3.35 15 0.088
(mm)

Prueba U de Mann-Whitney

La tabla 2 muestra algunos indicadores de salud oral de los pacientes seleccionados en la
muestra. En la tabla se observa que los pacientes con Alzheimer cuentan con 4 +/- 4 dientes
y los pacientes sanos con 20 +/- 10 dientes, muchos mas dientes presentes que los pacientes
sin Alzheimer (p=<0.001), lo que es consecuente con la utilizacion de protesis dentales en
los pacientes con la enfermedad. También se evidencid que los pacientes con Alzheimer
presentaron un porcentaje de indice de placa de 42%, mientras que en los pacientes sanos el
porcentaje de placa bacteriana fue menor, de 20%, con diferencias significativas (p=0.025).
El indice de sangrado, la profundidad de sondaje y el nivel de insercién fue muy similar

entre ambos grupos de pacientes (p>0.05). El indice de sangrado promedio fue de 29 +/-
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15%, la profundidad del sondaje fue de 2.45 +/- 0.5 mm vy el nivel de insercion fue de 3.35

+/- 1.5 mm.

Tabla 3 Caracteristicas: enfermedad periodontal, uso de prétesis, consumo de alcohol y tabaco en funcién del sexo

Masculino Femenino Total
n % n % n % p*
Sin enfermedad 8 20.0% | 2 22.2% 10 20.4%
_ _ . Leve 14 | 350% | 3 | 333% | 17 | 347%
Diagnostico Periodontal 0.424
Moderada 8 20.0% 0 0.0% 8 16.3%
Severa 10 25.0% 4 44.4% 14 28.6%
. No 17 42.5% 5 55.6% 22 44.9%
Protesis _ 0.477
Si 23 57.5% 4 44.4% 27 55.1%
Total 16 40.0% 5 55.6% 21 42.9%
Tipo de Prdtesis Parcial 8 200% | 1 11.1% 9 18.4% 0.665
No Tiene 16 | 40.0% | 3 33.3% 19 38.8%
o _ N No 10 | 25.0% | 1 | 111% | 11 | 22.4%
Historia de Periodontitis _ 0.367
Si 30 | 75.0% | 8 88.9% 38 77.6%
No 31 77.5% 6 66.7% 37 75.5%
Tabaco _ 0.495
Si 9 225% | 3 33.3% 12 24.5%
No 35 87.5% 7 77.8% 42 85.7%
Alcohol _ 0.451
Si 5 12.5% 2 22.2% 7 14.3%
Bajo 2 5.0% 1 11.1% 3 6.1%
Estrato Medio 29 72.5% 6 66.7% 35 71.4% 0.785
Alto 9 22.5% 2 22.2% 11 22.4%

Prueba de hipotesis para comparacidn de proporciones

Al relacionar el sexo de los pacientes en funcién de algunas caracteristicas como

enfermedad periodontal, uso de prétesis y consumo de alcohol y tabaco (tabla 3), no se

encontraron diferencias estadisticamente significativas entre hombres y mujeres en estos

factores estudiados (p>0.05).
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Tabla 4 Indicadores de salud oral en funcién del sexo

Masculino Femenino Total
Desviacion Desviacion Desviacion
Media Media Media p*
estandar estandar estandar
NuUmero de
Dientes 17.3 11 19.6 12 18.45 11 0.799
Presentes
indice  de
0.14 0.16 0.20 0.09 0.17 0.15 0.576
Sangrado
indice de
0.19 0.21 0.25 0.16 0.22 0.20 0.52
placa
Profundidad
al Sondaje| 2.6 0.5 2.3 0.5 2.45 0.5 0.35
(mm)
Nivel de
insercion 4.1 1.1 2.7 2.3 3.4 15 0.164
(mm)

Prueba U Mann-Whitney

En la tabla 4 se observa que, en relacion a los indicadores de salud oral, no se evidencian
diferencias estadisticamente significativas entre hombres y mujeres, a partir de la prueba de
Mann-Whitney (p>0.05). Por lo tanto, se puede argumentar que tanto hombres como

mujeres presentan los mismos niveles de salud oral.
Niveles de citoquinas IL-10, IL-6 y IL-17 en plasma sobre la muestra de pacientes

A continuacion, se describiran los resultados encontrados con relacién a los niveles de
citoquinas IL-10, IL-6 y IL17 en plasma que estan presentes en pacientes con Alzheimer y
controles sanos. Igualmente se relacionara los niveles de estas citoquinas con la severidad

de enfermedad periodontal.
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Tabla 5 Niveles de citoquinas en pacientes con Alzheimer y pacientes sanos

Control Caso Total
) Desviacion ) Desviacion . Desviacion
Media Media Media p*
estandar estandar estandar
IL-6
68.2 106.5 24.7 335 46.45 934 0.218
pg/ml
IL-10
3.7 3.7 1.7 15 2.7 3.3 0.0195
pg/mi
IL-17A
15.01 32.8 2.1 6.6 8.55 285 0.178
pg/mi

Prueba U Mann-Whitney

En la tabla 5 se relacionan los niveles de citoquinas en pacientes con Alzheimer y pacientes

sanos. En esta tabla se encuentra que no hay diferencias estadisticamente significativas

entre los niveles de citoquinas proinflamatorias (IL-6 e IL-17) presentes en pacientes con

Alzheimer y pacientes sanos (p>0.05). Sin embargo, se evidencia que los pacientes con

Alzheimer presentan un nivel de la citoquina anti—inflamatoria (IL-10) mucho menor que

aquellos pacientes sanos, con un valor p=0.0195, siendo resultados estadisticamente

significativos.

Tabla 6 Niveles de citoquinas en funcion del nivel de severidad de enfermedad periodontal

Sin Enfermedad Leve Moderada Severa
| Desviacién ) Desviacion ) Desviacion ) Desviacion
Media Media Media Media p*
estandar estandar estandar estandar
IL-6
38.6 35.7 36.9 32.7 73.3 92.7 79.5 1545 0.998
pg/ml
IL-10
25 2.2 2.2 1.3 4.4 4.7 3.9 4.5 0.909
pg/ml
IL-17
3.8 7.3 8.5 5.9 14.8 28.9 194 48.1 0.310
pg/ml

Prueba Kruskal-Wallis
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De otro lado, tampoco se evidencian diferencias estadisticamente significativas en los

niveles de citoquinas entre la severidad de enfermedad periodontal de los pacientes (tabla

6). Por lo tanto, sin importar la severidad de enfermedad periodontal, los niveles de

citoquinas IL6, IL10 y IL17 se mantienen igual.

Tabla 7 Niveles de citoquinas en funcion de la historia de periodontitis

No Si
Desviacion Desviacion
Media Media p*
estandar estandar
IL-6 pg/ml 32.2 34,6 64.3 104,5 0.835
IL-10 pg/ml 2.08 1,9 35 3,6 0.197
IL-17A pg/ml 35 7,1 14.02 32,0 0.91

Prueba U Mann-Whitney

En la tabla 7, se muestra la relacion de los niveles de citoquinas con la historia de

periodontitis de los pacientes con Alzheimer y sanos. En ella se evidencia nuevamente, que

no existen diferencias estadisticamente significativas en los niveles de citoquinas entre los

pacientes que tienen y no tienen historia de periodontitis.
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Figura 1 Correlograma entre los indicadores periodontales y las citoquinas IL-6, IL-10 y IL-17A
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La figura 4, muestra la relacién entre algunos indicadores periodontales como la
profundidad de sondaje, nivel de insercion, indice de sangrado e indice de placa con los
niveles de citoquina IL-6, IL-10 y IL17A. Las correlaciones se definen por color e
intensidad del grafico, el grado de relacion se muestra en los diagramas circulares que
aparecen en la parte superior derecha de la figura. Se utilizo el coeficiente de correlacién de
Spearman (rho). Se evidencia que las relaciones mas fuertes se encuentran entre el indice
de sangrado y el indice de placa (rho=0.78, p=0.000), la citoquina IL-6 y la IL-10
(rho=0.89, p=0.000), la citoquina IL-10 y la IL-172 (rh0o=0.82) y la citoquina IL-6 y la IL-
178 (rho=0.76, p=0.000). Cabe destacar que ninguna de las variables o indicadores
periodontales se relaciona significativamente con los niveles de citoquina IL-6, IL-10 y
IL17A (p>0.05).

Factores de riesgo para enfermedad periodontal
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Tabla 8 Prueba de Hosmer y Lemeshow

Chi cuadrado p-valor

7.262 0.509

La tabla 8 muestra la prueba de ajuste global del modelo que permite identificar como
influyen los factores relacionados como el Alzheimer y las citoquinas IL-6, IL-10 y 1L-172
en la probabilidad de presentar enfermedad periodontal. Esta es una prueba para evaluar la
bondad del ajuste de un modelo de regresion logistica, en el sentido que la hipotesis que se
contrasta es que no existen diferencias entre las frecuencias de los casos observados y las
frecuencias de los casos pronosticados. Puesto que el p-valor es mayor a un nivel de
significacion del 5%, no se rechaza la hipétesis de que el modelo tiene un buen ajuste.

Tabla 9 Estimacion del modelo de regresion logistica para la presencia/ausencia de Enfermedad de Alzheimer a
través el método de seleccion Forward

Variables seleccionadas B E.T. Wald gl p
Edad -0,256 0,086 8,798 1 0,003
IL-6pg ml 0,042 0,023 3,315 1 0,069
IL-10pg ml -0,955 0,464 4,237 1 0,040
Constante 21,91 7,270 9,083 1 0,003

La tabla 9 presenta el parametro estimado para cada una de las variables independientes
(B), su error estandar (E.T.), y su significancia con la prueba de Wald. En éste primer
modelo se involucran las variables clinicas periodontales, las caracteristicas
sociodemogréaficas y los niveles de citoquinas y se realiza la seleccion de variables por el
método de seleccion Forward. Se observa que los niveles de citoquina que méas se
relacionan con la enfermedad de Alzheimer son: IL-6 (p=0.069) y IL-10 (p=0.040). Las

demas variables no se encuentran asociadas a dicha patologia.

Del modelo se puede extraer que los pacientes con niveles altos de citoquina IL-6
(p=0.069) son quienes con mas frecuencia se exponen a tener una enfermedad de

Alzheimer (odds=1,042). Con relacién al nivel de citoquina IL-10pg ml (p=0.040), los
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pacientes con mayor nivel disminuyen el riesgo de presentar una enfermedad de Alzheimer,

al igual que la edad, a medida que esta aumenta, disminuye el riesgo de presentar una

enfermedad de Alzheimer, siendo asi factores protectores para la probabilidad de ser un

Caso.

Tabla 10 Significancia del modelo de regresion logistica

Pseudo R?

Chi cuadrado

p*

0.825

33.04

<0.001

El Pseudo R? explica que el 82.5% del 100% de los casos se pueden predecir con base en

las tres variables independientes del método de seleccion de Forward (edad, IL-10 e 11-6),

y el Chi cuadrado brinda la significancia del modelo en p.

Grafico 1 Variacion en el OR de acuerdo a la concentracion de 1L-6 pg/ml
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En la grafica 1 se observa que a mayor concentracion de IL-6 con respecto al promedio,

es mayor la probabilidad de desarrollar una enfermedad neurodegenerativa, como la

enfermedad de Alzheimer, siendo asi la IL-6 un factor de riesgo para ser un caso.
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Grafico 2 Variacion en el OR de acuerdo a la concentracion de 1L-10 pg/ml
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En la grafica 2 se observa que a mayor concentracion de 1L-10 con respecto al promedio,
es menor la probabilidad de desarrollar una enfermedad neurodegenerativa, como la

enfermedad de Alzheimer, siendo asi la IL-10 un factor protector para ser un caso.

Gréfico 3 Variacion en el OR de acuerdo a la edad
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En la grafica 3 se observa que a mayor edad con respecto al promedio, es menor la
probabilidad de desarrollar una enfermedad neurodegenerativa, como la enfermedad de

Alzheimer, siendo asi la edad un factor protector para ser un caso.
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9 DISCUSION DE RESULTADOS

Los hallazgos encontrados en la presente investigacion, demuestran que de los 40 pacientes
incluidos en la muestra, el 20% tienen enfermedad de Alzheimer y el 80% son pacientes
sanos, de los cuales el 37.5% de los pacientes que presentan Alzheimer no tienen
enfermedad periodontal, la mayoria por ser edentulos, sin embargo presentan mayor
cantidad de placa bacteriana que los controles sanos, siendo esta una diferencia
estadisticamente significativa, lo anterior debido a que los pacientes que presentan
patologias neurodegenerativas no poseen capacidades motrices adecuadas para realizar una
buena higiene oral, también es importante resaltar que los pacientes incluidos en el grupo
de casos, presentan mayor probabilidad de perder los dientes y una mayor prevalencia del
uso de protesis; éstos hallazgos son consistentes con lo reportado por Stein y col en el 2007
(52s), quiénes en su investigacion reportaron que la pérdida de dientes estaba asociada
directamente con una mayor incidencia de enfermedades neurodegenerativas como lo es el
Alzheimer, otro estudio realizado por Hatipoglu y colaboradores en el 2011 (53), en 31
pacientes con Alzheimer, demostré que el cepillado dental y la limpieza de la protesis
fueron irregulares en 22 de 31 (70%) de los pacientes, corroborando que la disminucién de
las funciones cognitivas en pacientes con Alzheimer produce un deterioro del cuidado de la

prétesis y un aumento de las lesiones de la mucosa relacionadas con la misma.

En este estudio, algunas variables como el sexo, el consumo de tabaco, de alcohol vy el
estrato socioeconémico, son similares entre los pacientes con Alzheimer y pacientes sanos,
al relacionar el sexo de los pacientes con algunas de las caracteristicas mencionadas
anteriormente como la enfermedad periodontal, el uso de protesis y el consumo de alcohol
y tabaco, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre hombres y
mujeres con relacion a estos factores, sin embargo otros articulos demuestran resultados
variados en cuanto a la correlacion de estos indicadores, por ejemplo Al-Shammari y
colaboradores en 2005 (54) con su publicacion, llegaron a la conclusion que la pérdida de
dientes debida a la enfermedad periodontal se asocia con los indicadores de riesgo de edad,
sexo masculino, tabaquismo, falta de mantenimiento profesional e higiene oral inadecuada,

otro articulo realizado por Johnson y colaboradores en el 2007 (55), demuestra que fumar
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se asocia con un aumento de dos a ocho veces en la pérdida de insercion periodontal y
pérdida dsea, sin embargo en nuestro estudio no se relacion6 el hecho de ser fumador, con
la pérdida del nivel de insercidn, ni con ninguno de los otros parametros periodontales. Por
otro lado, Prince, M. J, en su estudio realizado en el 2015 (56) documenta que el 58% de
todas las personas con demencia viven en paises actualmente clasificados por el Banco
Mundial como paises de ingresos bajos 0 medios y se estima que la proporcién de personas
con demencia que viven en estos mismos paises aumentard a 63% en 2030 y 68% en 2050,
teniendo asi estas personas un mayor riesgo de tener una salud oral deficiente, que exacerbe

el proceso de enfermedades como el Alzheimer.

En el IV Estudio Nacional de Salud Bucal (ENSAB), realizado en el 2013 (57), se
demuestra que la pérdida del nivel de insercion clinica, tanto en extensiébn como en
severidad son mayores en hombres que en mujeres con unos porcentajes de pérdida del
nivel de insercién clinica mayor a 5 mm en 2.59% de los hombres y 1.68% de las mujeres,
estos resultados concuerdan con los encontrados en el presente estudio, puesto que se
observa que los hombres presentan mayor pérdida del nivel de insercién clinica que las
mujeres, sin embargo es importante tener en cuenta que debido a que la muestra fue
intencional, estos resultados no son estadisticamente significativos y se necesita un mayor

namero de personas para poder comparar los resultados de otras investigaciones.

Amaral y colaboradores en 2008 (58), realizaron un estudio con pacientes alcoholicos y
controles sanos, para evaluar indices periodontales como sangrado al sondaje, severidad de
enfermedad periodontal y nivel de insercion clinica, encontrando que quienes consumian
alcohol frecuentemente presentaban una relacion significativa con la pérdida del nivel de
insercion y una mayor severidad de periodontitis, estos parametros también fueron

documentados en el presente estudio, pero no se relacionaron con el habito del alcoholismo.

Por otro lado, Reynolds, en el 2014 (59), investigd El impacto general del consumo de
alcohol en las enfermedades infecciosas, como lo es la periodontitis, este parece ser
atribuible en gran parte a los efectos adversos del alcohol en el sistema inmunoldgico,

siendo mayor su efecto nocivo para las personas que consumen mas de 40 grados de
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alcohol puro por dia, no obstante, el autor llega a la conclusion de que hay pruebas
limitadas que indican que el consumo de alcohol puede estar asociado con una mayor
severidad de la pérdida de insercion clinica, en el mismo articulo se documenta la relacion
del consumo de tabaco con la respuesta local y sistémica del hospedero, concluyendo que el
habito del cigarrillo modifica ambas respuestas, las cuales se caracterizan por una reaccion
inflamatoria mas fuerte, con niveles aumentados de citoquinas pro—inflamatorias, especies
reactivas de oxigeno y colagenasas, en el presente estudio, sin embargo, no se relaciond
ningan habito, como el tabaquismo o el alcohol con el aumento o disminucion de las

interleuquinas estudiadas.

Como se ha venido mencionando durante la realizacion de este trabajo de investigacion,
varios estudios han determinado los niveles de diversas citoquinas en fluido crevicular
gingival en pacientes con periodontitis cronica, pero se dispone de datos limitados sobre el
nivel de citoquinas en plasma y saliva, por lo tanto Batool H y colaboradores en el 2018,
realizaron un estudio para determinar los niveles de IL-6 e IL-17 en la saliva de pacientes
con periodontitis cronica, se incluyeron 41 pacientes sanos y 41 pacientes con la
enfermedad, de acuerdo con el grado de pérdida del nivel de insercién clinica, el grupo de
casos se subcategorizé en formas de periodontitis leve, moderada y severa, los resultados
encontrados demostraron que entre los controles sanos y los pacientes con enfermedad
periodontal, se observo una diferencia estadisticamente significativa en las concentraciones
de IL-6 e IL-17, llegando a la conclusion, que los niveles de IL-6 e IL-17 en saliva
aumentaron significativamente en los pacientes con periodontitis crénica en comparacion
con los controles sanos y estos niveles aumentaron con la progresion de la misma, asi
mismo, los niveles se encontraron mucho mas aumentados en las formas severas de la
enfermedad, en comparacion con la moderada y la leve, estos resultados difieren con lo
encontrado en el presente estudio, pues no fue posible evidenciar diferencias
estadisticamente significativas en los niveles de citoquinas, hallados en plasma entre la
severidad de enfermedad periodontal de los pacientes, por lo tanto, sin importar la

severidad de enfermedad periodontal los niveles de la IL6, la IL17 y la IL10, se mantienen
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iguales, esta Ultima citoquina aunque no fue evaluada en el estudio que realizaron Batool H

y colaboradores, si ha sido estudiada en otras publicaciones.

Es sabido que en la destruccién del tejido periodontal, las citoquinas parecen tener un papel
importante, y existe una compleja red de citoquinas pro y antiinflamatorias que acttan en
los tejidos periodontales inflamados, el estudio realizado por Al-Ghurabei BH y
colaboradores en 2013 (60), fue disefiado para evaluar la relacion entre citoquinas pro y
antiinflamatorias (IL-1p \ IL-10 y TNF-a \ IL-10) en pacientes con periodontitis cronica, se
estudiaron un total de 50 pacientes que presentaban la enfermedad y 25 controles sanos, los
pardmetros periodontales utilizados en este estudio fueron el indice de placa, el indice de
sangrado al sondaje, la profundidad al sondaje y el nivel de insercion clinica, las
concentraciones de IL-1B, TNF-o e IL-10 en suero se evaluaron mediante un ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas, los resultados revelaron que los niveles séricos de
citoquinas antiinflamatorias (IL-10) fueron significativamente bajos en los pacientes con
periodontitis en comparacion con los controles, estos datos concuerdan con los presentados
en la actual investigacion, que a pesar de no ser estadisticamente significativos, demuestran
que los niveles de la citoquina antiinflamatoria (IL-10) se encuentran mas disminuidos que
los niveles de las citoquinas pro—inflamatorias (IL-6 e IL-17), siendo resultados esperados,
debido a que la enfermedad periodontal, al ser una enfermedad crénica, supone el aumento
en inflamacidn tanto local como sistémica. Estos resultados pueden proporcionar evidencia
para demostrar que el desequilibrio entre las citoquinas pro y antiinflamatorias podria estar
involucrado en el inicio y la progresion de la enfermedad periodontal y es indicativo de un

estado proinflamatorio sistémico mas fuerte en dicha patologia.

En la estimacién del modelo de regresion logistica para la presencia o ausencia de
enfermedad periodontal a través del método de seleccion Forward que se realizo en el
presente estudio, se puede extraer que los pacientes con niveles altos de IL-6 son quienes
con mas frecuencia se exponen a tener enfermedad periodontal y con relacion al nivel de la
IL-10, los pacientes con mayor nivel disminuyen el riesgo de presentar una enfermedad

periodontal.
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Por otro lado, no hay diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de
citoquinas proinflamatorias (IL-6 e IL-17) presentes en plasma de pacientes con Alzheimer
y pacientes sanos. Sin embargo, al evaluar los niveles de la citoquina anti—inflamatoria (I1L—
10), entre el gupo de casos y el grupo control se evidencia una diferencia estadisticamente
significativa, con valor p de 0.0195, demostrando que los pacientes con Alzheimer

presentan un nivel de IL-10 mucho menor que aquellos pacientes sanos.

Pese a que en la presente investigacion no fue posible hallar diferencias estadisticamente
significativas entre los niveles principalmente de las citoquinas pro—inflamatorias
estudiadas (IL-6 e IL-17), existen algunos articulos que muestran la relacion entre estos

marcadores y la enfermedad de Alzheimer.

Wu Y.Y y colaboradores en 2015 (61), buscaron identificar biomarcadores presentes en la
enfermedad de Alzheimer, para mejorar la precision diagnostica en la etapa leve, en este
estudio se incluyeron pacientes con edades mayores a 50 afios en el grupo de los casos, se
midieron los biomarcadores inflamatorios, incluidos los niveles de IL-6, se estudiaron 41
pacientes con Alzheimer y 40 pacientes sanos, la mayoria (88.9%) de los pacientes que
estaban en el grupo de casos, tenian enfermedad de Alzheimer leve, se observaron niveles
elevados de IL-6 en el plasma del grupo que presentaba la enfermedad, llegando a la
conclusion que en plasma, el aumento de la IL-6 se identific6 como un biomarcador

potencial de enfermedad de Alzheimer en una etapa temprana.

Hamdan y colaboradores en el 2014 (62), evaluaron el nivel de IL-1a, IL-10 e IL-17A en el
suero de pacientes con Alzheimer, demencia vascular y sindrome de Down, comparandolos
con pacientes sanos, los resultados mostraron que el nivel sérico de IL-10 fue
significativamente mayor en pacientes con enfermedad de Alzheimer en comparacion con
los pacientes que presentaban las otras patologias y los del grupo control, sin embargo
siendo el nivel de esta citoquina menor que el encontrado en las citoquinas pro—
inflamatorias. El nivel sérico de IL-17A aument0 significativamente en pacientes con
enfermedad de Alzheimer y demencia vascular en comparacion con pacientes con sindrome

de Down y controles.
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En la literatura documentada previamente, se observa que relacionan tanto pardmetros
periodontales como niveles de citoquinas pro y antiinflamatorias con enfermedades
inflamatorias cronicas, como lo son la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad
periodontal, individualmente, sin embargo, un articulo realizado por Santosh S. M y
colaboradores en el 2014 (63), relaciona todas estas variables, estos autores encontraron
que no hubo diferencias estadisticamente significativas entre los individuos con Alzheimer
y los controles sanos con respecto al sexo, resultados similares a los del presente estudio,
también demostraron que los individuos con Alzheimer presentaban valores més altos de
pardmetros periodontales como el sangrado al sondaje y el indice de placa, y un valor
menor en el nivel de insercion clinica, en comparacion con los controles sanos, mientras
que la condicion periodontal empeor6 a medida que el nivel de la enfermedad de Alzheimer
progreso de leve a severa, finalmente, los autores de esta publicacion, concluyeron que el
estado de salud periodontal de los individuos con Alzheimer estd estrechamente
relacionado con su funcion cognitiva, las deficiencias cognitivas y motoras se acompafian
de una incapacidad gradual para realizar una higiene oral adecuada, mostrando asi estos
pacientes un mayor grado de destruccidn periodontal que aumenta a medida que se produce

la progresion de la enfermedad.

Cabe resaltar, que en la mayoria de los articulos encontrados y que fueron mencionados
anteriormente en esta discusion, el indice periodontal que mas fue estudiado y mas se
compara respecto a sexo, edad y habitos, es el nivel de insercion clinica, posiblemente
porque este puede ser el parametro que mas indique tanto la presencia como la historia de
enfermedad periodontal, asi pues es importante que en futuras investigaciones se realice un
enfogue en cuanto a este punto, que permita tener informacion mas detallada para entender
qué esta causando la presencia de la enfermedad y su relacion con otras enfermedades

sistémicas, en este caso como lo es el Alzheimer.

Martorana A y colaboradores (2012) (64), argumentan que el envejecimiento tiene un
impacto negativo en el desarrollo del sistema inmunoldgico y en su capacidad para
combatir patdgenos, los cambios asociados con la edad en la competencia inmunologica se

denominan inmunosenescencia que se caracteriza por cambios en los que la inmunidad
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adaptativa se deteriora, mientras que la inmunidad innata se conserva en gran medida o

incluso se regula con el progreso de la edad.

Por lo anterior, es importante tener en cuenta que los pacientes que no presentan ningun
tipo de patologia neurodegenerativa como el Alzheimer, pueden presentar niveles elevados
de citoquinas pro—inflamatorias, que no tendrian relacién con el desarrollo de un proceso
inflamatorio patoldgico, sino que estarian directamente relacionadas con el proceso natural

de inmunosenescencia que se presenta con la edad.
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10 CONCLUSIONES

Se evidencié una diferencia estadisticamente significativa en los niveles de 1L-10
entre el grupo casos y el grupo control, siendo estos menores en los pacientes que
presentan enfermedad de Alzheimer.

El componente genético y el acimulo de procesos inflamatorios a lo largo de la
vida, son factores de riesgo para presentar una enfermedad neurodegenerativa.

El aumento de la concentracion de IL—6 es un factor de riesgo para el desarrollo de
una enfermedad neurodegenerativa.

El aumento de la concentracion de IL-10 y el aumento de la edad, son factores
protectores para el desarrollo de una enfermedad neurodegenerativa.

Este estudio fue el primero realizado en Colombia que relacioné las caracteristicas
clinicas periodontales y los niveles de citoquinas pro—inflamatorias (IL-6 e IL-17)
y antiinflamatoria (IL-10), en el plasma de pacientes con enfermedad de Alzheimer
y controles sanos.

Se encontrd que los niveles de la citoquina antiinflamatoria (IL-10) se encuentran
mas disminuidos que los niveles de las citoquinas pro—inflamatorias (IL-6 e IL-17),
siendo resultados esperados, debido a que la enfermedad periodontal, al ser una
enfermedad cronica, supone el aumento en inflamacion tanto local como sistémica.
Los pacientes con enfermedad de Alzheimer presentaron menor prevalencia de
enfermedad periodontal que los controles sanos, esto debido a que tenian un menor
namero de dientes y por lo tanto presentaban mayor uso de protesis que los
pacientes que no tenian la enfermedad, sin embargo es importante resaltar que a
pesar de esto, el indice de placa fue mayor en el grupo de casos de la poblacion
estudiada.

Las variables como el sexo, el consumo de tabaco, de alcohol y el estrato
socioecondmico, fueron similares entre los pacientes con enfermedad de Alzheimer
Yy pacientes sanos.

Al comparar los sexos de los pacientes de ambos grupos, tanto del grupo de casos

como del grupo control con algunas de las caracteristicas estudiadas como la
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presencia y severidad de la enfermedad periodontal, el uso de protesis y el consumo
de alcohol y tabaco, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre hombres y mujeres con relacion a estos factores.

No se evidenciaron diferencias estadisticamente significativas en los niveles de
citoquinas halladas en plasma de la poblacion estudiada, comparandolos con la

severidad de la enfermedad periodontal.
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11 RECOMENDACIONES

Es necesario aumentar el tamafio de la muestra para futuras investigaciones, pues
esto permitira realizar analisis que tengan mayor probabilidad de ser
estadisticamente significativos y contribuyan al conocimiento cientifico.

Se debe hacer énfasis en la prevencion, diagndstico oportuno y tratamiento de la
enfermedad periodontal, en pacientes que presenten factores de riesgo para
desarrollar enfermedad de Alzheimer, pues esto puede influir en la progresion de
este tipo de patologias neurodegenerativas.

Los familiares y/o encargados de cuidar a las personas con enfermedad de
Alzheimer deben adquirir una adecuada educacion en salud oral, que les permita
mantener los indices periodontales bajos, para que asi la progresion de ambas
enfermedades no sea tan rapida.

La prevencion y/o tratamiento oportuno de la periodontitis podria contribuir a la
disminucion de tener un factor de riesgo potencial para el desarrollo de la
enfermedad de Alzheimer.

Se necesitan mas estudios que relacionen las caracteristicas clinicas periodontales y
los niveles de citoquinas en plasma de pacientes con enfermedad de Alzheimer y
enfermedad periodontal, para que asi sea posible establecer un vinculo exacto entre
la aparicion y relacion bidireccional de ambas patologias.

En futuras investigaciones, se recomienda relacionar los factores epigenéticos con el
desarrollo y progresion de la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad periodontal

con respecto a los niveles de citoquinas presentes en plasma.
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13 ANEXOS
ANEXO 1
Consentimiento informado.

“Patégenos periodontales y su asociacion con los procesos inflamatorios en Enfermedad

de Alzheimer (EA)”

Objetivo: Determinar la asociacion entre la presencia de patdgenos periodontales con
procesos inflamatorios en una muestra de pacientes con enfermedad de Alzheimer y

controles sanos.

Justificacion: La evaluacion neurocognitiva nos permitird conocer si usted estd sano o
tiene la enfermedad de Alzheimer y su grado de avance, para asi poder clasificarlo en

alguno de los dos grupos de estudio que tenemos.

El examen periodontal nos permitira conocer si usted esta sano o presenta algin grado de

enfermedad en sus encias.

Con el andlisis genético de la muestra de sangre podremos identificar genes de respuesta
inmune asociados a inflamacion en enfermedad de Alzheimer, con el fin de aportar al
conocimiento que se tiene de la enfermedad y tener una referencia para futuras

investigaciones.

Procedimiento a realizar: Si usted acepta participar, se le realizard una encuesta con
algunos datos personales, posteriormente se hara una evaluacion neurocognitiva por medio
de una serie de pruebas que evalian diferentes capacidades del cerebro a través de
preguntas y ejercicios simples, después se realizard un examen del estado de sus encias y
por ultimo se extraera una muestra de sangre de aproximadamente 10ml, para asi, hacer un
analisis genético de la muestra de sangre que permitira analizar la variacion en la expresion

de sus genes.
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Riesgos: El siguiente trabajo supone riesgo bajo para los participantes del estudio al

momento de tomar la muestra de sangre:

e Sangrado excesivo
e Desmayo o sensacion de mareo
e Inflamacion local

e Infeccion local

Beneficios: Con su participacion, se busca conocer mejor la relacion existente entre la
enfermedad de las encias y la enfermedad de Alzheimer, ya que es posible que las bacterias
que producen inflamacion en la encia sean un factor de riesgo para sufrir enfermedad de

Alzheimer.

No se trata de un estudio terapéutico, por lo tanto, no existe compromiso de realizar un
tratamiento. Usted no recibira beneficios econdémicos por la participacion en esta

investigacion.

Autorizacion para uso de los datos obtenidos en este estudio: Usted autoriza que los
datos obtenidos en este estudio puedan ser utilizados en futuras comparaciones con nuevas
bases de datos obtenidos en otros estudios; todo dentro de la absoluta confidencialidad y
previa Aprobacion del Comité de Bioética de investigacion de la Universidad Autonoma de

Manizales para la realizacion de dichos estudios.
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ANEXO 2

Registro de periodontograma online. www.periotools.com Departmet of periodontology

Periodontal chart Universitat Bern. Periodontal chart online

.
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