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1 RESUMEN
La enfermedad periodontal se ha relacionado con diversas enfermedades sistémicas
inflamatorias crénicas, y actualmente se ha vinculado con enfermedad de Alzheimer (EA).
Se conocen varias hipotesis sobre esta relacion, sin embargo la evidencia cientifica actual
no explica la relacion entre ambas patologias completamente. Este estudio evalud la
presencia de polimorfismos en genes de respuesta inmune como la IL-6, TNF-a, y el
receptor TLR-4 en pacientes con enfermedad de Alzheimer y sanos relacionandolos con el
diagndstico periodontal, identificando como posible factor de riesgo la susceptibilidad

genética al desarrollo de estas patologias.

Metodologia Se incluyeron pacientes con diagnostico de enfermedad de Alzheimer de la
ciudad Manizales, con un rango de edad entre 65 y 80 afios, de ambos sexos. La muestra
fue intencional, un total de 62 pacientes (20 casos y 42 controles). Se registraron datos
sociodemograficos, se realizo la evaluacion del estado de salud periodontal con hallazgos
de profundidad de sondaje, sangrado al sondaje, nivel clinico de insercion e indice de placa
bacteriana. Se realizd proceso de genotipificacion por (RT-PCR), se realiz6 un analisis
estadistico descriptivo para determinar el comportamiento de las variables de los

polimorfismos genéticos, los indices periodontales y el diagnéstico periodontal.

Resultados: Una vez realizado el proceso de genotipificacion en los genes de interés, se
encontro para este estudio una relacion estadisticamente significativa entre el genotipo G/G
del gen de la IL-6 (-174) en pacientes con periodontitis, mientras el genotipo C/G para el

mismo gen se encontrd asociado en pacientes sin periodontitis.
Conclusiones: La presencia del genotipo G/G en el gen de IL-6 (-174) podria sugerir ser un
factor riesgo para el desarrollo de enfermedad periodontal y la presencia de genotipo C/G

en el gen de la IL-6 (-174) un factor protector en la poblacion estudiada.

PALABRAS CLAVES: Enfermedad de Alzheimer, Periodontitis, Polimorfismo de Unico
nucleotido (SNP).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/68055113

ABSTRACT

Periodontal disease has been linked to various chronic inflammatory systemic diseases, and
it has currently been linked to Alzheimer's disease (AD). Several hypotheses about this
relationship are known, however the current scientific evidence does not explain the
relationship between both pathologies completely. This study evaluated the presence of
polymorphisms in immune response genes such as IL-6, TNF-a, and the TLR-4 receptor in
patients with Alzheimer's disease and healthy people related to periodontal diagnosis,

identifying susceptibility as a risk factor genetic development of these pathologies.

Methodology: We included patients diagnosed with Alzheimer's disease from the city of
Manizales, with an age range between 65 and 80 years, of both sexes. The sample was
intentional, a total of 62 patients (20 cases and 42 controls). Sociodemographic data were
recorded, evaluation of the periodontal health status was made with depth probing findings,
bleeding on probing, clinical level of insertion and bacterial plague index. A genotyping
process was carried out by (RT-PCR), a descriptive statistical analysis was carried out to
determine the behavior of the variables of the genetic polymorphisms, the periodontal
indices and the periodontal diagnosis.

Results: Once the genotyping process in the genes of interest was performed, a statistically
significant relationship was found between the G / G genotype of the IL-6 gene (-174) in
patients with periodontitis, while the genotype C / G for the same gene was found
associated in patients without periodontitis.

Conclusions: The presence of the G / G genotype in the IL-6 gene (-174) could suggest a
risk factor for the development of periodontal disease and the presence of genotype C/ G in
the gene of IL-6 (- 174) a protective factor in the population studied.

KEY WORDS: Alzheimer's disease, Periodontitis, Single Nucleotide Polymorphism
(SNP).
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2 PRESENTACION

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es una patologia inflamatoria neurodegenerativa. Segln
el informe mundial sobre Alzheimer en el afio 2015, se estimé que mas de 9.9 millones de
personas padecen algln tipo de demencia®. Asi mismo, la enfermedad Periodontal es una
enfermedad inflamatoria que causa destruccion de los tejidos de soporte y proteccion de los
dientes; y segun el Estudio Nacional en salud bucal IV del 2012; se reporta que alrededor
del 50% de la poblacion presenta algun tipo de enfermedad periodontal de forma

generalizada.

Se han descrito posibles asociaciones entre la enfermedad periodontal y la Enfermedad de
Alzheimer, dado que la respuesta inflamatoria desencadenada por la presencia de
microorganismos periodontopatdgenos, contribuyen via sanguinea a la activacion de la
microglia central, ocasionando una mayor concentracién de marcadores inflamatorios a
nivel encefalico, ayudando de ésta manera a la formacion de las placas seniles y ovillos
neurofibrilares tras la desnaturalizacion de las proteina Tau Neuronal, causando

neurodegeneracion irreversible presente en la enfermedad de Alzheimer.

Adicionalmente se ha descrito ampliamente la presencia de genotipos hiperinflamatorios en
la enfermedad periodontal y enfermedad de Alzheimer. En la actualidad, en Colombia no
se ha realizado ningun estudio de anélisis de polimorfismos genéticos en pacientes con
Enfermedad de Alzheimer y periodontitis. Este proyecto evalu6 la presencia de
polimorfismos genéticos mediante la técnica de PCR en Tiempo Real en genes de
citoquinas (IL-6, TNF-a) y el receptor (TLR-4) en pacientes con Enfermedad de Alzheimer
(EA) con y sin periodontitis residentes en el municipio de Manizales, con el fin de exponer

una posible existencia de asociacion entre ambas patologias.



3 INTRODUCCION

Las diferentes formas de demencia, incluida la Enfermedad de Alzheimer (EA), constituyen
uno de los mayores problemas de salud publica en el mundo debido a la prevalencia actual
(46 millones de personas)?, al nimero de pacientes que se calculan para los afios venideros
y a los costos que ello representa. Afecta a mas de 35 millones de personas en todo el
mundo, una cifra que se duplicara para 2030 y se triplicaré para 2050, hasta los 115
millones de personas afectadas. Latinoamérica es una de las regiones que se veran méas
afectadas y los casos aumentaran desde los mas de 7,8 millones de personas desde la
actualidad hasta mas de 27 millones en 2050°. Segun un estudio epidemiolGgico reciente, a
nivel mundial, cerca de 25 millones de personas padecen EA, con aproximadamente 5
millones de nuevos casos de demencia cada afio, y con un nuevo caso de EA cada 7
segundos . Se estima que a nivel mundial, el nimero total de personas afectadas por la EA
se duplicara cada 20 afios hasta llegar a 81 millones en el 2040, estando las civilizaciones

occidentales y los paises en desarrollo en especial riesgo®.

En Colombia se ha determinado una prevalencia de demencia del 1.8 al 3.4% en pacientes
mayores a 65 afos, siendo las regiones de mayor prevalencia la region suroccidental y la
oriental. Las proyecciones presentadas de demencia en mayores de 60 afios y el crecimiento
poblacional esperado segin el DANE (Departamento Administrativo Nacional de
Estadistica) en Colombia son cifras de alto impacto para los sistemas de salud®. De igual
manera, el Cuarto Estudio Nacional en Salud Bucal (ENSAB 1V) realizado en Colombia’,
reporté que para todas las formas de enfermedad periodontal (gingivitis y periodontitis)
existe una prevalencia mayor a 70%; de esta poblacion, los adultos mayores a 65 afos,
presentan 95% de prevalencia de la misma, en donde, el 17.7% de los casos corresponden a

periodontitis de moderada a severa®.
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4 AREA PROBLEMATICA Y JUSTIFICACION

La enfermedad de Alzheimer comparte caracteristicas con la periodontitis en la produccion
de citoquinas pro-inflamatorias sistémicas, lo que permite plantear que polimorfismos
genéticos comunes pueden estar asociados a ambas patologias. Con ello se plantea que la
prevencion o el tratamiento oportuno de la Periodontitis podrian controlar un factor de
riesgo potencial para el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer.

La enfermedad de Alzheimer constituye una enfermedad neurodegenerativa que provoca
demencia y muerte, se caracteriza por presentar neuroinflamacion por la activacion cronica
de IL-1B, IL-6, TNF-a.° liberados por la microglia, lo cual desencadena la
desnaturalizacion de la Proteina Precursora Amiloidea (APP), proteina transmembranal que
esta relacionada con el proceso de sinapsis, y la desnaturalizacién de la Proteina Tau
intraneuronal, relacionada con la unién de los microtibulos asociados a la tubulina para
estabilizar el citoesqueleto neuronal; la desnaturalizacion de éstas proteinas termina en la
formacion de placas extra neuronales de péptidos de beta amiloide, y ovillos

intraneuronales de moléculas Tau que produce degeneracion neuronal irreversible!®.

La enfermedad periodontal se caracteriza por el desafio bacteriano sobre los tejidos blandos
y duros periodontales del hospedero, lo cual desencadena una respuesta inflamatoria
cronica activando la respuesta inmune innata y adaptativa liberando en su proceso
fisiologico citoquinas proinflamatorias como la IL-1p, IL-6, TNF-a, adicionalmente
activando el receptor TLR-4 entre otros. Existe evidencia de la relacion existente entre la
enfermedad periodontal y la diabetes!!, obesidad?, enfermedades cardiovasculares™y
renales'; todas éstas comparten las mismas citoquinas proinflamatorias. Surge entonces la
necesidad de saber si existe relacion entre la enfermedad periodontal y la enfermedad de
Alzheimer, puesto que se ha encontrado que al realizar tratamiento de la enfermedad
periodontal se presenta disminucion de marcadores inflamatorios y una mejora sistémica.
Sin embargo, a pesar de que las enfermedades inflamatorias cronicas presentan en general

las mismas citoquinas, existen personas que no desarrollan las enfermedades a pesar de
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presentar los factores de riesgo; esto se explica desde el perfil genético de los individuos, y
en el cual se pueden realizar analisis de polimorfismos genéticos que afectan a la secuencia
codificante o reguladora de las proteinas produciendo cambios importantes en la
estructura de la molécula implicada determinando su funcion, mecanismos de interaccion

celular y regulacion.

La importancia de este trabajo radica en determinar la existencia de polimorfismos en genes
de citoquinas de respuesta inflamatoria como la IL-6, TNF-a, y el receptor tipo Toll 4
(TLR-4) implicados en la respuesta inmune inflamatoria desencadenada por la enfermedad
periodontal en pacientes con enfermedad de Alzheimer y poblacion sana, planteando la
posibilidad de que la enfermedad periodontal sea un factor de riesgo que contribuya al
establecimiento y progresion de la enfermedad de Alzheimer. Adicionalmente establecer si
los factores genéticos conllevan al desarrollo de éstas enfermedades?® , y de esta manera
aplicar protocolos y guias de manejo preventivo, paliativo y curativo integral para ambas
entidades. Con los resultados de ésta investigacion se plantea proponer el tratamiento
periodontal, como parte del manejo integral preventivo para la progresion de la enfermedad
de Alzheimer, contribuir al mejoramiento de la calidad de vida de éste grupo poblacional v,
asi mismo, contribuir al conocimiento cientifico actual de la patogenia de éstas

enfermedades, que afecta gran parte de la poblacion.®
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5 REFERENTE TEORICO

El término enfermedad periodontal se usa para designar a dos entidades comunes que
afectan los tejidos periodontales. La gingivitis es la forma mas leve y se manifiesta como
una respuesta inflamatoria de la encia, en la cual permanece el tejido conectivo de insercién
en su nivel original'’. Esta entidad se considera una respuesta inmune a la presencia de
biopelicula dental, pero modificada por factores sociales y de comportamiento, rasgos
genéticos y epigenéticos, todos ellos modulados y controlados por la respuesta inmune e
inflamatoria del hospedero. La periodontitis se considera una respuesta inmune individual
en la cual existe un cambio en el contenido de la microflora oral, que se manifiesta con la
pérdida progresiva de insercion clinica, pérdida de hueso alveolar, presencia de bolsas
periodontales, edema del tejido conectivo gingival, agrandamiento o recesion gingival,
hemorragia al sondaje, aumento en la movilidad y pérdida dental. Histopatologicamente se
encuentra migracion del epitelio de unién, pérdida de fibras colagenas, presencia de
numerosos leucocitos polimorfonucleares en el epitelio de unién y un denso infiltrado
inflamatorio celular con plasmocitos, linfocitos y macréfagos 8, 1. No existe una edad
particular de aparicion de la misma, pero es claro que la periodontitis puede iniciar en
edades entre 40 y 50 afios, afectando aproximadamente, en su forma leve, del 40 al 60% de
los adultos occidentales. La periodontitis severa (caracterizada por pérdida de insercién

mayor a 6 mm) afecta al menos de 8 a 15% de la poblacion % .

En poblacién de Estados Unidos se ha reportado que la mitad de la poblacion ha tenido
alguna historia de gingivitis y que el 14 % de ellos ha sufrido enfermedad periodontal,
resultados que pueden variar de acuerdo a la forma de diagndéstico adoptado. El cuarto
estudio nacional en salud bucal (ENSAB IV) que se realiz en Colombia en el 20142,
reportd una prevalencia del 54.8% de la poblacion que presentan periodontitis de moderada
a severa. El proceso inflamatorio inicial dentro del tejido periodontal se considera méas que
un proceso patolégico, un mecanismo de defensa fisiologico contra el reto microbiano, el
cual, al no ser eliminado mecanicamente para retornar a la homeostasis tisular, resulta en un

exceso de inflamacion y se considera un fracaso en las vias de resolucion de la misma. La

13



persistencia de la biopelicula alrededor del tejido periodontal resulta en una evidente
invasion leucocitaria, inflamacion crénica y destruccion posterior de la matriz extracelular
y del hueso alveolar?. Los procesos inflamatorios cronicos se manifiestan con la presencia
no solamente en el sitio afectado sino en el torrente circulatorio de citoquinas y
quimioquinas, las cuales regulan la respuesta inmune durante todas las etapas del proceso
inflamatorio. Dichas proteinas son producidas por células propias del periodonto como las
células epiteliales, fibroblastos y por los fagocitos del proceso inflamatorio (neutrofilos y
macrofagos) durante la fase inicial, y por los linfocitos, durante la etapa establecida y
avanzada de la lesion periodontal. Después del reconocimiento y presentacion de los
antigenos periodontopaticos, citoquinas como el Factor de Necrosis tumoral alfa (TNF-a),
la interleuquina 1 beta (IL-1 B) y la interleuquina 6 (IL-6), son las primeras en aparecer en
el proceso de patogénesis periodontal y son responsables de la migracion celular
inflamatoria, degradacion de la matriz extracelular y de la activacion de la
osteoclastogénesis 2. Por lo tanto se acepta que la interrupcion del balance entre la
actividad osteoblastica y osteoclastica caracteristica de la periodontitis, es iniciada por la
presencia de bacterias y sus productos, y por la presencia de citoquinas inflamatorias como

resultado de este estimulo.

5.1 COMPORTAMIENTO DE LA ENFERMEDAD PERIODONTAL EN EL
ADULTO MAYOR

El envejecimiento se ha asociado al deterioro progresivo de la salud fisica y mental, asi
mismo, al incremento en el riesgo del desarrollo de patologias inflamatorias crénicas, como

las enfermedades cardiovasculares, cancer, diabetes y periodontitis®*.

La biologia del envejecimiento aun no ha sido completamente comprendida; sin embargo,
se han postulado teorias como la acumulacion de especies reactivas de oxigeno, en la cual
la presencia acumulativa de radicales libres contribuye al dafio celular al exceder la

capacidad regulatoria de los mecanismos antioxidantes del organismo; como resultado, la
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inflamacion cronica es una de las manifestaciones del estrés oxidativo sistémico?®; en el
cual se genera dafio de la membrana celular, proteinas transmembranales, el ADN y otras
estructuras celulares. Esta accion de forma prolongada genera pérdida de la funcion y

muerte celular?.

En el curso de la respuesta inmune en la progresion de la enfermedad periodontal las
células de primera linea de defensa, los polimorfonucleares neutréfilos (PMNSs) y
macrofagos producen citoquinas proinflamatorias como la IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IFN-y,
TNF-a, entre otros, y especies reactivas de oxigeno y nitrégeno en los procesos de
fagocitosis; éstos juegan un papel acumulativo en la inflamacién crénica y destruccion

tisular de tejido conectivo presente en la enfermedad periodontal?’.

Se ha descrito en diferentes poblaciones que la prevalencia y la severidad de la enfermedad
periodontal aumenta con el incremento de la edad 28 2° *°, Igualmente los escenarios de
multimorbilidad con presencia de obesidad, sindrome metabdlico, diabetes, enfermedades
cardiovasculares, desérdenes neurodegenerativos, procesos neoplasicos, susceptibilidad a
infecciones y trastornos de la inmunidad, se asocian a una posible relacion entre el

envejecimiento y el desarrollo de inflamacion cronica®t.

La periodontitis es generada a partir de la respuesta inmune entre el hospedero ante el reto
microbiano, en la cual se produce una inflamacion crdnica orquestando destruccion del
tejido conectivo y hueso alveolar que protege y rodea el diente®?; la respuesta inmune en la
enfermedad periodontal es modulada por factores genéticos, enfermedades sistémicas,

estado inmuno-inflamatorio individual y el ambiente.

En la progresion de la enfermedad periodontal y su asociacion con el proceso de
envejecimiento se ha postulado que el efecto acumulativo de la exposicion a la microbiota
periodontopatogena causa la progresion de la periodontitis; adicionalmente se ha planteado
que el envejecimiento causa alteraciones en la funcion inmuno-inflamatoria del tejido

periodontal causando una mayor susceptibilidad para desarrollar periodontitis®.
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En un estudio experimental se indujo gingivitis en adultos jovenes (20-25 afios de edad) y
en adultos mayores (> 65 afios de edad); todos los pacientes fueron tratados
periodontalmente previamente estableciendo salud y posterior a ello se indujo gingivitis
mediante la abstencion de higiene oral. En los resultados se encontr6 que el grupo de
adultos mayores desarrollaron mayor severidad de gingivitis y mayor acumulacion de
células inflamatorias®¥. En otro estudio similar se encontraron altos niveles de IL-1B en el

fluido gingival crevicular en el grupo de adultos mayores.*®

En una revision reciente sobre el impacto del envejecimiento sobre la inmunidad celular y
la inflamacion en el desarrollo de la periodontitis, Hajishengallis® describe las posibles
alteraciones en la células de la inmunidad; como la disminucion en la produccion de las
células T por la involucion del timo con el aumento de la edad , reduciendo el reportorio de
la diversidad de reconocimiento de antigenos efectuados por éstas células; asi mismo la
reduccion de la expansion clonal de las células T y células B, por lo que se postula que

existe una posible mayor susceptibilidad al desarrollo de infecciones en adultos mayores. 3¢

Se ha encontrado que uno de los desafios en el momento de estudiar las células de adultos
mayores es la obtencion de “células sanas” puesto que la mayoria presenta algun tipo de
morbilidad; sin embargo se ha encontrado hallazgos interesantes que explicarian la mayor
susceptibilidad al desarrollo de enfermedades inflamatorias. EI nimero de Neutréfilos
(PMNSs) no cambia con el aumento de la edad, pero si se genera cambios en la estructura
de la membrana lipidica que sirve como plataforma para la transduccion de la sefiales; con
el envejecimiento se produce el aumento del colesterol que disminuye la fluidez de la
membrana plasmatica, afectando la activacion del receptor (TREM-1) generando
disminucion en la degranulacion y fagocitosis, adicionalmente los Neutrofilos (PMNSs) de
personas ancianas muestran una actividad incrementada de Proteinas supresoras de
Sefalizacion (SOCS), disminucion de receptores (CD16)% lo que puede explicar la
disminucion de la expresidn de factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos
(GM-CSF) que conlleva a una disminucion en la quimiotaxis, fagocitosis y actividad
microbicida, *®comprometiendo a una respuesta inmune mas lenta y una mayor

susceptibilidad a las infecciones microbianas en el adulto mayor.*
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Se ha descrito que los Macrofagos activados de adultos mayores incrementan la produccién
de (PGE2) lo cual puede explicar la inhibicion del MCH-11 y la IL-12, adicionalmente se ha
descrito una disminucién en la expresion de (TLR-3), lo que puede suscitar un aumento en

la expresion de citoquinas proinflamatorias a través de la activacion de (STAT-1) 4 .

Las Células Dendriticas en adultos mayores realizan funciones como la quimiotaxis,
endocitosis, presentacion de antigenos y disminucion de produccion de IL-12, lo que
resulta en una menor activacion de Células T CD4+*, disminucion en la expresion de TLR
1,3,5,8; Sin embargo, se ha reportado que producen mayor cantidad de TNF-a, IL-6 e IL-
23, y una mayor actividad del NF-Kp. En el proceso de envejecimiento existe un aumento
en la concentracion sistémica de marcadores inflamatorios tales como PCR, IL-1, IL-6,

TNF-a, entre otros*2.

Estas alteraciones pueden asociarse a una pobre respuesta de anticuerpos en la inmunidad
adquirida y consecuente mayor susceptibilidad a infecciones; al mismo tiempo podria
contribuir al desarrollo de inflamacion de carécter autoinmune al incrementarse la actividad
contra antigenos propios*®. Estos cambios a nivel inmunolégico pueden ayudar a explicar la
mayor prevalencia y severidad de la enfermedad periodontal en los adultos mayores en el

mundo.

5.2 ENFERMEDAD PERIODONTAL EN PACIENTES CON ALZHEIMER

El papel de la periodontitis como factor de riesgo en multiples enfermedades sistémicas ha
sido ampliamente aceptado , 44 45 46 47 48 4950 51 Exjste una evidencia creciente sobre una
posible asociacidn entre periodontitis y la enfermedad de Alzheimer; recientes estudios han
indicado que los patdgenos periodontales pueden contribuir a la Neuroinflamacion presente
en la enfermedad de Alzheimer®2,

La enfermedad de Alzheimer es una condicion neurodegenerativa irreversible, siendo la
causa mas comun de demencia; para el afio 2010 se estimé que mas de 35 millones de

personas en el mundo padecian ésta enfermedad® y se estima que para el afio 2030 estas
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cifras se dupliquen®. Asi mismo con el aumento de la expectativa de vida de la poblacidn,
también se ha aumentado la prevalencia de enfermedades cronicas dentro de las cuales se

encuentra la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad Periodontal.

La enfermedad de Alzheimer constituye una enfermedad neurodegenerativa que provoca
demencia y muerte; la inflamacion crénica es una de las caracteristicas de los cerebros
afectados con éste padecimiento, tras la neuroinflamacion la activacion cronica de
mediadores inflamatorios dentro de los cuales se destacan la IL-1pB, IL-6, TNF-a>°,
liberados por la Microglia; se produce la desnaturalizacion de la Proteina Precursora
Amiloidea (APP), proteina transmembranal que esta relacionada con el proceso de sinapsis
neuronal, y la desnaturalizacion de la Proteina Tau intraneuronal relacionada con la unién
de los microtbulos asociados a la tubulina para estabilizar el citoesqueleto neuronal; la
desnaturalizacion de éstas proteinas termina en la formacion de placas extra neuronales de
péptidos de beta amiloide (AP) , y ovillos intraneuronales de moléculas Tau que produce

degeneracion neuronal irreversible®.

Se han reportado diferentes factores de riesgo que tienen un efecto acumulativo nocivo en
el cerebro durante la vida; como agentes infecciosos, respuesta inmune alterada del
hospedero, enfermedad cerebrovascular®, bajo funcionamiento intelectual, bajos niveles de
actividad fisica®®, ingesta excesiva de alcohol®®, aumento de la edad, género femenino,

traumas craneoencefalicos®, y recientemente se ha sugerido la periodontitis®! 62 63,

La periodontitis cronica se caracteriza por el desafio bacteriano sobre los tejidos blandos y
duros periodontales del hospedero, afectando el tejido gingival y desencadenando una
respuesta inmune que termina en la destruccion del ligamento periodontal y el hueso
alveolar que soportan el diente; durante su progresion se desencadena una respuesta
inflamatoria crénica activando la respuesta inmune innata y adaptativa liberando en su
proceso fisioldgico, citoquinas proinflamatorias de forma crénica en respuesta a la

presencia de patogenos periodontales®

Se han reportado informes acerca de una posible relacion existente entre la periodontitis y

la enfermedad de Alzheimer ©° 66 67686970 ‘an yn estudio longitudinal con un seguimiento a

18



20 afios, pacientes de 50 a 70 afios, se encontr6 que aquellos individuos que tenian mayor
presencia de inflamacion periodontal estaba relacionado con niveles cognitivos menores™,;
Noble en el 2009, reportd en un estudio epidemioldgico en 5.138 personas de 20 a 59 afos,
que el sangrado y la pérdida de insercion periodontal estaban significativamente asociados
con el deterioro cognitivo?. Esto sugiere que la enfermedad periodontal podria ser un
factor de riesgo para el desarrollo de la EA; sin embargo ambos padecimientos comparten
factores de riesgo como el tabaquismo y bajo nivel educativo; adicionalmente el individuo
con enfermedad de Alzheimer tiene disminucion en su capacidad motriz, ubicacion
consciente del tiempo y espacio, lo cual afecta directamente, la capacidad de la ejecucion
adecuada de la higiene oral, comprometiendo la salud periodontal.

La bacteremia de origen oral ha sido bien conocida. Un metanalisis reciente, evidencio que
la acumulacién de placa bacteriana y la inflamacién gingival incrementa el riesgo de
bacteremia en un simple cepillado dental”®, también se ha reportado bacteremia después de
realizado el raspaje y alisado radicular’, por lo cual se ha postulado que la ulceracion del
epitelio de la bolsa presente en la periodontitis cronica provee una superficie amplia de
entrada de microorganismo al torrente sanguineo, por tanto los pacientes con periodontitis
tienen mayor riesgo de desarrollar enfermedades sistémicas de origen oral. Se ha
comprobado la presencia de microorganismos periodontopatégenos (Porphyromonas
gingivalis, Treponema denticola)’ en placas aterosclerdticas, cuyas toxinas y factores de
virulencia puedan llegar hasta el cerebro a través de la circulacion sistémica’®.
Recientemente, Poole’” report6 que el lipopolisacarido de Porphyromonas gingivalis
puede atravesar la barrera hematoencefalica de los cerebros de pacientes con enfermedad de
Alzheimer, pero no en cerebros de pacientes sanos. Adicionalmente se ha sugerido la
entrada al cerebro, a través de la colonizacién de nervios periféricos. Se ha documentado la
presencia de Treponema denticola que es una especie de espirogqueta causante de
periodontitis, en el nervio trigémino, y cerebros de en especimenes post-morten de

pacientes con enfermedad de Alzheimer’®,

La enfermedad de Alzheimer es fundamentalmente un proceso inflamatorio, que causa

neurodegeneracion progresiva e irreversible; tras la estimulacion microbiana y la activacion
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de la respuesta inmune causa una activacion proinflamatoria por parte de la células gliales
que a su vez desencadena hiperfosforilacion de la proteina Tau que causa la formacion de
las placas seniles y la formacion de los ovillos neurofibrilares que perpettan dicho ciclo. Se
ha reportado que la periodontitis produce un aumento sostenido de productos inflamatorios
en sangre’®, las citoquinas proinflamatorias que son generadas a partir de la periodontitis
como la IL-6, TNF a, y proteinas inflamatorias de fase aguda como la Proteina C reactiva
(PCR) pueden entrar en el torrente sanguineo® y por tanto ser una factor de riesgo para la
neuroinflamacion presente en la enfermedad de Alzheimer®. Aunque es incierto cual es el
factor inflamatorio que desencadena directamente la enfermedad de Alzheimer, es posible
que la inflamacidn periférica producida por la periodontitis cronica induzca o amplifique la

Neuroinflamacion.

5.3 SUSCEPTIBILIDAD GENETICA EN ENFERMEDAD PERIODONTAL Y
ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Es ampliamente conocido que existes fenotipos “hiper-inflamatorios” en los cuales, los
individuos presentan una mayor susceptibilidad genética para desarrollar enfermedades
inflamatorias y asi mismo generar una respuesta inflamatoria exagerada. Diversos estudios
han demostrado la existencia de determinados polimorfismos genéticos presentes en
proteinas moduladoras de la respuesta inmune; que pueden generar defectos estructurales
en los genes generando una mayor o menor susceptibilidad a padecer enfermedad

periodontal®,

Un Polimorfismo de unico nucle6tido (SNPs) por sus siglas en inglés (Single Nucleotide
Polymorphism) es una variacion en la secuencia de ADN que afecta a una sola base
Adenina (A), Timina (T), Citosina (C) o Guanina (G) de una secuencia del genoma. Por
definicion es encontrado en mas del 1% de la poblacion; mas de 9 Millones de (SNPs) se
han registrado en las bases de datos, 8 los (SNPs) se clasifican en funcionales y no

funcionales, cada uno de ellos tiene implicaciones bioldgicas importantes en la funcion del
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gen, llegando a afectar la cantidad de los ARN mensajeros (ARNm), la traduccion, el
empalme, la estructura y funcion de las proteinas, mientras que los no funcionales pueden
ser marcadores de susceptibilidad y proteccion. Un SNP puede desarrollar efectos
bioldgicos importantes; por ejemplo si se produce una transicion dentro de una region
codificadora de un gen, el resultado puede ser la sustitucion de una aminoécido y por lo
tanto la alteracion de la estructura de una proteina y finalmente su funcion; asi mismo
cuando estos cambios aparecen en la regién promotora del gen puede alterar la regulacion
génica y dar como resultado una expresion génica inhibida, reducida o aumentada con

posibles consecuencias biologicas.

Es importante considerar que los SNPs ocurren con mayor frecuencia que cualquier tipo de
mutacién, estimandose su frecuencia en el genoma humano de una de cada 0,3-1 Kilobases,
#por tanto es plausible que una poblacion pueda ser mas susceptible o resistente frente al
desarrollo de una enfermedad, este asunto fue confirmado por Kornman quien report6 una
asociacion significativa entre la periodontitis y una variacion genética en el gen que
codifica la IL-1 sugiriendo que el 30% de adultos con periodontitis tiene éste genotipo,®de
esta manera se establece que la variabilidad clinica que presentan los pacientes con
periodontitis esta influenciada por los diferentes efectos de las citoquinas sobre la

reabsorcion 6sea y destruccidn del tejido conectivo.

54 POLIMORFISMOS GENETICOS Y SU INFLUENCIA EN LA
ENFERMEDAD PERIODONTAL

Los factores genéticos han sido reportados como influyentes en el desarrollo de la
enfermedad periodontal, polimorfismos genéticos en las estructuras proteicas moleculares
como citoquinas y receptores que intervienen en la respuesta innata han sido asociados a la

susceptibilidad individual en el desarrollo de la periodontitis®.
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Una importante variante genética en el desarrollo de la respuesta inmune ha sido el
polimorfismo en el receptor Toll tipo 4 (TLR-4) que es un receptor presente en la superficie
celular de (monocitos, macréfagos, células dendriticas, mastocitos, linfocitos B) e
intervienen en la respuesta inmunitaria reconociendo patrones moleculares de patdgenos
(PAMPs), incluyendo lipoproteinas bacterianas, acidos lipoteicoicos, flagelina, ADN
bacteriano y ARN viral.

Se han identificado once receptores diferentes en los tejidos periodontales humanos; el
receptor Toll tipo 4 (TLR-4) es uno de los que predomina en los tejidos periodontales, en
fibroblastos gingivales y en macrofagos circulantes de tejidos inflamados,®’ se ha
encontrado que reconoce los LPS, componentes de la pared celular y lipoproteinas de
bacterias periodontopatégenas como son la: Porphyromonas gingivalis, Tannerella
forsythia, Prevotella intermedia, Aggregatibacter actinomycetemcomitans.® 8Cuando se
unen a PAMPs, se inician una serie de eventos intracelulares mediante la activacion de la
cascada de proteinas intracelulares TRAM, TIRAP, MYD88, que activan el factor de
trascripcion nuclear Kappa Beta (NF-Kf) aumentando la produccion de IL-6, PGE2,
RANK-L desencadenado la seguida estimulacion de la respuesta inmunoinflamatoria.

Los polimorfismos genéticos en el receptor TLR-4 han sido asociados con la incidencia y
la progresion de enfermedades inflamatorias generadas por microrganismos Gram-
negativos®. Se ha sugerido la asociacion positiva del polimorfismo genético de TLR-4 (rs
4986790) con la presencia de periodontitis crénica en poblacion Alemana; % Schroder y
colaboradores evaluaron 116 pacientes diagnosticados con Periodontitis Crénica y 81 con
Periodontitis Agresiva. En este estudio no encontraron asociacion entre Periodontitis
agresiva 'y SNPs en TLR-4, sin embargo si se encontré una mayor frecuencia de pacientes
con Periodontitis Cronica y la presencia del polimorfismo (Asp299Gly, Thr399lle) en el
receptor TLR-4%,

Brett y colaboradores 7 en 2005, evaluaron 57 pacientes con periodontitis cronica, 51
pacientes con periodontitis agresiva y 100 controles, mediante técnica de amplificacion de

22



ADN con PCR. Se encontr6 una asociacion significativa del polimorfismo (3991le) del gen
TLR-4 con enfermedad periodontal.

El TNF-a es una potente citoquina con maltiples funciones celulares; es producido por
macrofagos, linfocitos, células endoteliales y otras células. El TNF-a se encuentra presente
en dos formas: una precursora unida a membrana y otra soluble (STNF-a); se encargan de
regular diversos eventos biologicos de las células, tales como la activacion de los
leucocitos, la liberacién de diversas citoquinas, quimiocinas, Yy la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS).

Se ha observado que tanto la forma (STNF-a)) como la unida a membrana ejercen un papel
bioldgico inflamatorio; TNF-a, unida a membrana lo hace de manera local y depende de la
interaccion entre células; se ha reportado que puede funcionar como ligando y receptor en
los procesos inflamatorios, mientras que la forma soluble (STNF-a) ejerce sus funciones a
distancia de las células que lo sintetizan®3, se ha relacionado de manera critica con la
patogénesis de diversas enfermedades cronicas inflamatorias, cardiovasculares® y

autoinmunes incluyendo la Enfermedad Periodontal y Enfermedad de Alzheimer *.

En el caso del TNF-a se han reportado que los polimorfismo de Gnico nucledtido, en la

region promotora en -308G/A (rs1800629), -238G/A (rs361525) y -863C/A (rs1800630)
estan asociados con el aumento de la produccion de niveles de TNF- o®.

En un metanalisis reciente realizado por Ding,®’ se evaluaron 46 estudios de casos y
controles donde se evidencid que la presencia de polimorfismos genéticos en region
promotora en las posiciones — 863 C/A 'y -308 G/A del gen TNF- a, contribuyen a la
susceptibilidad a la periodontitis. En un estudio clinico se evaluaron variaciones genéticas
en TNF-a -308G/A , y -238G/A en 942 pacientes de origen Caucasicos ( Alemania) con
presencia de enfermedad coronaria y enfermedad periodontal; los pacientes fueron
divididos de acuerdo a su estado periodontal en dos grupos; periodontitis leve y
periodontitis severa; se encontrd que en los pacientes con genotipo AG + AA del SNP (-
238 G/A) aumento en la pérdida clinica de insercion y presencia de enfermedad coronaria;
adicionalmente se hallé en estos pacientes niveles elevados de Proteina C Reactiva y de
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IL-6, también se encontré mayor indice de sangrado en al sondaje y prevalencia de P.
Intermedia en pacientes con el SNP -308G/A; lo que sugiere que estos SNPs pueden estar

asociados a la presencia de Periodontitis cronica severa y enfermedad coronaria. %

La interleucina 6 (IL-6), es una molécula pleiotropica involucrada en la patogénesis de
multiples enfermedades inflamatorias cronicas, como la artritis reumatoide, diabetes,
periodontitis, psoriasis, EA% entre otras. Esta citoquina es producida por los macréfagos y
linfocitos activados, promueven la diferenciacion de las Celulas B en plasmocitos,
estimulan la produccion de anticuerpos y la sintesis de proteinas de fase aguda en el
higado'®. La asociacion de (IL-6) y la enfermedad periodontal se encuentra como un
potente mediador inflamatorio involucrada en el proceso de osteoclastogénesis al permitir
la formacion de los osteoclastos a partir de los monocitos, adicionalmente puede activar las
células del hospedero llevando a la destruccion de la matriz extracelular. Por lo tanto la
presencia de Polimorfismos genéticos en el gen de la (IL-6) pueden afectar los niveles
séricos de (IL-6) tras una mayor actividad transcripcional y una mayor actividad

inflamatoria.

En un estudio de cohorte realizado en Londres se evaluaron 57 pacientes con periodontitis
cronica, 51 pacientes con periodontitis agresiva y 100 controles, se encontr6 que el
genotipo (-174G/C) del gen de la IL-6 estaba sobre expresado en individuos con
periodontitis cronica comparado con individuos sanos, sugiriendo que la presencia de éste
polimorfismo est4 asociado a un incremento en el riesgo de presentar periodontitis'®. Por
otro lado en un estudio realizado en Republica checa en 2004 se evaluaron 148 pacientes
con periodontitis cronica y 107 controles, se encontrd una asociacion significativa entre una
baja frecuencia del polimorfismo (-572 G/C) del gen de la IL-6 en pacientes con
periodontitis, lo que sugiere que este genotipo podria ser un factor protector para el
desarrollo de periodontitis®?.

Asi mismo; se ha confirmado mediante un metanalisis reciente, la presencia de
polimorfismos genéticos del gen TNF- a (-308 G/C) que contribuyen al desarrollo de la

enfermedad de Alzheimer,'® el cual también se encuentra presente en la enfermedad
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periodontal.2**Smith y colaboradores en 2012, describieron que polimorfismos presentes en
el gen de la IL-6, favorecen los procesos inflamatorios neurodegenerativos en la

enfermedad de Alzheimer!®,

Estudios prospectivos de casos y controles demuestran la existencia de unos niveles séricos
elevados de proteinas inflamatorias de fase aguda y de citoquinas en la Enfermedad de
Alzheimer incluyendo la IL- 1-8, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-18, IFN-y, TNF-a
y TGF-B, y la proteina C reactiva; las cuales han sido relacionadas también con la

presencia de enfermedad periodontal. 1%
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6 OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL.:
Relacionar la presencia de polimorfismos en los genes de citoquinas y receptores de
respuesta inmune IL-6, TNF-a y TLR-4 con la severidad de la enfermedad periodontal en

pacientes con enfermedad de Alzheimer.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Caracterizar clinicamente los pacientes objeto del estudio en términos clinicos
periodontales.

2. ldentificar polimorfismos en region promotora de los genes IL-6 (rs2069827,
rs1800796) TNF-o (rs1799724, rs1800629, rs1800630) y TLR4 (rs4986790)
relacionados con enfermedad periodontal en la poblacién objeto de estudio.

3. Relacionar los polimorfismos genéticos de los genes de interés con las

caracteristicas clinicas periodontales en la poblacion objeto de estudio.
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7 METODOLOGIA

-Tipo de estudio: Estudio descriptivo, con enfoque empirico analitico con alcance

descriptivo y relacional con informacion predominantemente cuantitativa.

-Poblacion: Pacientes con diagnostico de enfermedad de Alzheimer comprobado por
especialistas de la Clinica de Memoria de Manizales, con un rango de edad entre 65y 80

afos, de ambos sexos.

-Muestra y muestreo: Muestra intencional, total de pacientes 62 pacientes (20 casos y 42

controles).

-Criterios de inclusidn de casos con EA: Edad mayor o igual a 65 afios de ambos géneros,

consentimiento informado del paciente para participar en el estudio, escolaridad minima

quinto de primaria, diagnostico de enfermedad de Alzheimer CDR 1-3.

-Criterios de inclusion para personas sanas: Edad mayor o igual a 65 afios de ambos

géneros, consentimiento informado del paciente para participar en el estudio, escolaridad
minima quinto de primaria, ausencia de enfermedad con deterioro cognitivo - enfermedad
psiquidtrica confirmado por la clinica de memoria. Ausencia HTA no controlada o

enfermedad neurologica.

-Criterios de exclusion: Presencia de patologia neuroldgica o psiquiatrica que explique los

cambios cognitivos o comportamentales del paciente con EA, abuso de sustancias
psicoactivas y alcohol, enfermedades alérgicas, o enfermedades inflamatorias sistémicas o
condiciones médicas inestables, estar consumiendo corticosteroides sistémicos por lo
menos un mes antes de la toma de la muestra, presencia de dificultades auditivas o visuales

y mujeres embarazadas.

-Etapas de la investigacién
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Para cumplir el objetivo 1: Previa aprobacién por el comité de bioética de la UAM (Acta.
048 de julio 8 de 2015) se realizé la evaluacion del estado de salud periodontal y
posteriormente el diligenciamiento del consentimiento informado por el paciente y el
acudiente. Fue aplicado el protocolo denominado Evaluacién clinica de enfermedad
periodontal de la AAP (1999) (Armitage)'%’. Cada uno de los participantes en el estudio
firmé el consentimiento informado que autoriza o no su participacion en el estudio para el

registro de los datos sociodemogréficos.

Para el examen periodontal, se realiz6 una valoracion clinica correspondiente a una
observacion del sistema periodontal en cuanto a la pérdida de insercion clinica y presencia
de bolsas periodontales, con una sonda periodontal e instrumental basico y los insumos
necesarios como gasas, algodones y los elementos de bioseguridad. El examen se realizo6 en
una unidad odontoldgica acondicionada para este fin y bajo el cumplimiento estricto de las
normas de bioseguridad del paciente. Esta valoracion clinica permitio establecer el grado de
severidad y extension de la enfermedad periodontal para cada paciente.

Se realizé un examen de boca completa que incluyé el registro del Periodontograma con los
hallazgos de sondaje y sangrado al sondaje para establecer el diagnéstico con los siguientes
criterios (Armitage G. C.-6.)1%,

- Periodontitis crdnica leve a moderada: Definicion de caso: inflamacion de la encia
gue se extiende hacia el aparato de insercion caracterizada por pérdida de insercion
clinica debida a destruccidon del ligamento periodontal y pérdida del hueso de
soporte. Hallazgos clinicos: ocurre en un amplio rango de edades, en denticion
temporal o permanente con una tasa de progresion baja a moderada. Se pueden
presentar los siguientes signos y sintomas: edema, eritema, sangrado al sondaje y/o
supuracion, pérdida de un tercio del soporte periodontal. En molares, si existe
compromiso de furcaciones, no excede la clase I. Pueden encontrarse bolsas
periodontales hasta 6 mm con pérdida de insercion hasta 4 mm. Puede haber
evidencia radiogréafica de pérdida 6sea y movilidad. Puede ser localizada o

generalizada (Armitage G. C.-6.)%%°,
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- Periodontitis cronica severa: Definicion de caso: inflamacion de la encia y del
aparato de insercion, caracterizada por pérdida de insercion producida por
destruccion del ligamento periodontal y del hueso de soporte adyacente. Hallazgos
clinicos: Pueden incluir combinacion de los siguientes signos y sintomas: edema,
eritema, sangrado al sondaje y/o supuracion. El soporte periodontal estd perdido en
mas de un tercio del tejido. Hay pérdida de insercién y compromiso de furcacion
mayor a Clase I, bolsas periodontales de 6 mm con pérdida de insercion mayor o
igual a 5 mm. Pérdida 6sea moderada a severa. Si la extension evaluada
compromete mas del 30 % de los dientes fue considerada generalizada, si
comprometia menos del 30% de los dientes involucrados fue considerada localizada
(Armitage G. C.-6.)1°,

Para cumplir con el objetivo 2: Identificar los polimorfismos de genes relacionados con
la enfermedad periodontal en la poblacion objeto de estudio. Se realiz6 el siguiente

procedimiento:

1. Extraccién de una muestra de sangre periférica

2. Extraccion de ADN con kit comercial siguiendo las instrucciones del fabricante (Kit
de Qiagen)

3. Amplificacion del ADN por RT-PCR (reaccién en cadena de la polimerasa en
tiempo real)

4. Genotipificacion de los polimorfismos asociados a los genes de interés mediante
sondas Tagman (Applied Biosystem)

5. Analisis mediante el software Allelic discrimination (Applied Biosystems).

6. Comparacion de la distribucion de genotipos en la poblacion estudiada para los
diferentes SNP de los genes de interés.
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1. Obtencién de muestras de sangre y ADN de los participantes:
° Extraccion de 10 mL de sangre periférica en tubos Vacutainer con EDTA

° Aislamiento de ADN de 200 pl de sangre total empleando el kit de extraccion DNA

de Qiagen, siguiendo las instrucciones del fabricante.

2. Genotipificacion:

e Amplificacion y deteccion de los SNP de interés utilizando el equipo StepOne Plus
(Applied Biosystems), empleando la técnica de reaccion en cadena de polimerasa en tiempo
real, cada reaccion de RT-PCR se realizd en un volumen de 10 uL con 2 uL de DNA
genoémico, 1X TagMan Genotyping Master Mix y 1X Tagman SNP Genotyping Assay
Mix, siguiendo el protocolo del fabricante. En cada PCR se utilizaron dos controles
positivos y dos controles negativos para cada genotipo. Los experimentos se desarrollaron
con las siguientes condiciones: un calentamiento inicial de 60°C durante 30s,
desnaturalizacion a 95°C durante 10 min, seguido de 40 ciclos de amplificacion que
consiste en 15sa95°Cy 1 mina60°C.

e La curva especifica fluorescente para cada alelo y la discriminacion alélica fueron
visualizadas y analizadas mediante el software Allelic discrimination (Applied
Biosystems).

Para cumplir con el objetivo 3: Relacionar los polimorfismos genéticos de los genes de
interés con las caracteristicas clinicas periodontales en la poblacion objeto de estudio se

realiz6 un:

*Analisis estadistico descriptivo para determinar el comportamiento de las variables de los
polimorfismos genéticos y los indices periodontales (indice de placa bacteriana,

profundidad al sondaje, nivel de insercion clinica).

*Evaluacion de asociaciones entre variables usando analisis bivariado controlados por edad
y género utilizando el programa IBM SPSS (Statistical Package for the Social Sciences)

version 24.
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8 RESULTADOS

Analisis estadistico

Los datos se digitalizaron en una hoja de calculo de Excel para posteriormente ser
exportados al programa IBM SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) version 24,

obteniendo asi, toda la informacion de los participantes.

Para dar cumplimiento a los objetivos y alcances propuestos, se utilizaron tablas de
frecuencia y contingencia, que muestran frecuencias y porcentajes. Asimismo se utilizaron
graficos de barras para el resumen de las variables cualitativas. En cuanto al analisis de las
variables cuantitativas, se utilizaron medidas de tendencia central y dispersion, como el

minimo, el maximo, la media y la desviacion tipica o estandar.

En el analisis bivariado, se hizo uso de la prueba Chi-cuadrado de Pearson, para identificar
si factores como el sexo, estrato y consumo de tabaco y alcohol se encontraban
relacionados con la severidad de la enfermedad periodontal y los polimorfismos genéticos.
Se utilizé la prueba no paramétrica de Mann-Whitney y Kruskal-Wallis para comparar la
distribucion de los datos entre dos 0 méas de dos grupos, respectivamente.

Se realizé un analisis bivariado, mediante la prueba Chi-cuadrado de Pearson, para
identificar si variables como el sexo, estrato, consumo de tabaco y alcohol se encuentra
relacionados con la severidad a la enfermedad periodontal y presencia de polimorfismos
genéticos en los genes de (IL-6) (TNF-a) (TLR-4). Se utilizé 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 utilizo un modelo de regresion logistica con el objetivo de analizar como

influye en la probabilidad de enfermedad periodontal, la enfermedad de Alzheimery la
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presencia o no de polimorfismos genéticos en los genes de citoquinas inflamatorias. Este
modelo permite identificar los factores de riesgo y los polimorfismos genéticos asociados a

la enfermedad periodontal (Silva, 1994)1,

Caracteristicas generales de los participantes

Se analizé la informacion de un total de 62 pacientes, 20 casos diagnosticados con
enfermedad de Alzheimer representando el 32.3% de la muestra, y 42 controles sin
enfermedad de Alzheimer representado el 67.7% de la muestra. El 82.3% de los pacientes
analizados fueron mujeres. La edad promedio de los pacientes con Alzheimer fue de 84 + 8
afios y de los pacientes sanos fue de 64 + 9 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 Sanos

Control Caso Total
04 n O n A =

Mazculino E 19.0%: 3 15,05 11 17.7%:

Sexo 0697
Femenimo 34 81,05 17 83.0%: 31 2.3%
Sin enfermedad 4 9 5% 10 30.0%: 14 22 6%

Diagnostico Leve 17 40 3% 4 20,0% 21 33,9% 0.005

| 003
Pericdental Moderada g 19.0%% 2 10,0%% 10 16,1%:
Severs 13 31,07 4 20,08 17 27.4%
Mo 25 59 5% 3 15,05 28 45 2%

Protesiz ] _ __ _ _ ____ | 00
51 17 40 5% 17 83.0%: 34 34 8%
Total 2 19,07 16 30,0%: 24 38.7%

Tipo Protesis | Parcial 10 23.8% 1 3,0% 11 17.7% | 0,000
Mo Tiene 24 37,1% 3 13,05z 27 43 5%

Hiztoria de | Mo [ 14.3% 2 40,0%% 14 22.6% 0004

102

Periodontitiz 81 36 83, 7% 12 60.0%% 48 T7.4%

Mo 32 76,2% 1a 80,0%: 48 TT.4% ~

Tabaco _ _ _ _ 0,737
S1 10 23.8% 4 20,055 14 22 6%

Mo 36 B3,7%% 16 80.0%: 52 83.9%; L

Alechol ] . i | 0587
51 [ 14.3% 4 20,08 10 18,1%:
Ezpo 3 11.9% 2 10.0%% T 11.3%

Estrata Medio 30 1 4% 12 60.0%5 42 67.7% | 0483
Alto T 16,7% [ 30.0%: 13 21,05

* Prueba Chi-cuadrado

En la tabla 1, se observa que la mitad de los pacientes con EA no presentaron enfermedad
periodontal, mientras casi el 90% de los pacientes sin Alzheimer presentaron algun nivel de
severidad de enfermedad periodontal, mostrando de esta manera una diferencia de la
severidad periodontal en los dos grupos de pacientes (p=0.005). Sin embargo, el 85% de los
pacientes con enfermedad de Alzheimer y el 40.5% de los pacientes sanos presentaron
protesis (total o parcial), por tanto, dentro de la muestra seleccionada es mas probable que
los pacientes con EA tengan protesis que aquellos sanos (p=0.001), lo que representa mayor

presencia de edentulismo en pacientes diagnosticados con EA. El 85.7% de los pacientes
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sin enfermedad de Alzheimer presentaron historia de enfermedad periodontal y un 20% de
los pacientes con Alzheimer también presentaron historia periodontal (p=0.024). Factores
como el sexo, consumo de tabaco, consumo de alcohol y estrato socioecondémico, son
similares entre los pacientes con Alzheimer y pacientes sanos (p>0.05). El consumo de
tabaco se presentd cerca del 23%, el de alcohol de 16.1% y el estrato méas frecuente es el

estrato medio con un 67.75 % de participacion.

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

Control Cazo Total
Indicadorez de Salud ] Desviacion ] Desviacicn ] Desviacion
Media Media Media P*
Oral extandar estandar estandar
MNomere de Dientes _ _
204 a1 47 a5 153 11.1 0,000
Prezentes
% Indice de Sangrade | 20,0 151 128 173 129 154 0877
¥t Indice de placz 20,1 138 A 26,1 243 18,7 0,003
Profindidad al _ _
) 23 5 24 4 24 5 0,722
Sondaje (mm)
Mimvel de msercion
] 28 1.2 34 1.8 249 14 0.167
(1)

* Prueba de Mann-Whitney

La tabla 2 muestra indicadores de salud periodontal de los pacientes seleccionados en la
muestra. En la tabla se observa que los pacientes con Alzheimer presentaron 4.7 £ 6.5
namero de dientes, y los pacientes sanos 20.4 + 9.1 namero de dientes, con una diferencia
estadisticamente significativa (p=0.000), correlacionado con la utilizacién de mas proétesis
dentales en los pacientes con la enfermedad de Alzheimer; Sin embargo se evidencio que
los pacientes con Alzheimer presentaron un porcentaje de indice de 38.6%, mientras que
los pacientes sin enfermedad de Alzheimer el porcentaje de placa bacteriana fue menor
20.1% (p=0.003).
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El indice de sangrado, la profundidad de sondaje fue similar entre ambos grupos de
pacientes (p>0.05) el indice de sangrado promedio fue de 19.9 + 15.4%, la profundidad del

sondaje fue de 2.4 £ 0.5 mm.

Aunque no se presento diferencia significativa entre los grupos con respecto a nivel de
insercion, se encontr6 un nivel de insercion de 3.4 £1.8 mm en los pacientes con
enfermedad de Alzheimer y 2.8 £1.2 mm en los pacientes sin enfermedad de Alzheimer,
con una media total de 2.9 £ 1.4 mm. Lo que sugiere que los individuos con enfermedad de
Alzheimer presentan una mayor pérdida de nivel de insercion y posible mayor severidad de
la enfermedad periodontal con respecto a los individuos sin Alzheimer, aunque no

estadisticamente significativa en este estudio.

Tabla 3 Caracteristicas como enfermedad periodontal, uso de protesis y consumo de

alcohol y tabaco en funcion del sexo

Masculino | Femenmmo otal
I e il e n i p=

Zin enfermeadad | 3 o
Lave 3 e

Diagnostice Periodontal {0,776
Moderada 1 o
Zavera 4 e
i Mo & 1%

Proesis _ _ 0,480
2i 5 e
Total 3 e

Tipa da Frotesis Parcial 1 7,75 | 0620
o Tizne [/ o
o 1 o

Hiztoria de Peripdoniitis 0238
5i 10 e
Ho 7 e

Tabaco _ 0,218
5i 4 e
Ho 7 e

Alcchel _ | 0,044
5i 4 e
Bazjo 2 e

Estrato Meadio 7 | 0,728
Alta i) e

* Prueba Chi-cuadrado
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En la tabla 3 al relacionar el sexo de los pacientes con la presencia de enfermedad
periodontal, uso de protesis y consumo de alcohol y tabaco se encontr6 que solo existia una
diferencia estadisticamente significativa entre hombres y mujeres en el consumo de alcohol,
donde los hombres manifestaron un mayor consumo (36.4%) que las mujeres (11.8%)
(p=0.044). En los deméas factores no se encontraron diferencias en funcién del sexo

(p>0.05).

Tabla 4 Indicadores de salud oral en funcién del sexo

Mazculmo Famenino Todal
Dasviacion Drasviacion Drasviacion
Media . Media . Media . =
estandar cstandar cstandar
Wumera de  Diempss . N _ . 1
15 13 15 15 0,976

Prazemizs
%: Indice de Sangrade | 154% 1% 21,0% 16,5% 19.9% 154% 0,713
%: Indice de placa 19.3% 14,25 233% 19.4% 24.3% 18, 7% 0,500
Profundidad al j R j i
o 2.4 3 23 3 24 3 0,196
Sondaje {mem}
Nivel ds  insercien _ ) R _
3 41 1 2 Lo 28 4 0.0
{mmm)

* Prueba 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), sin embargo se encuentra mayor pérdida de nivel de insercion en
hombres de 4,1+ 2.1 con respecto a mujeres 2.7+1.0; lo que sugiere que los individuos
hombres presentan una mayor pérdida de nivel de insercion y posible mayor severidad de
la enfermedad periodontal que las mujeres, aunque no estadisticamente significativa para

este estudio.
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Tabla 5 Presencia de alelos en diferentes marcadores genéticos para pacientes con
Enfermedad de Alzheimer y pacientes sanos

Contrel Ciasa Total

Marcadores I E n a n £ N
CcClmlese] 1378 42 T1.1%

THF- (121782714} T 1 15% 1[5 ] 2 34% 0441
TS 12 [300%] 3 | 158%] 13 13.4%
Aall 15% Tlows] 1 1.7%

TNF-c {rz 1 300628 E N R kR 0750
Gal 8 [0%] 3 | 167 1L I2.0%
[Se GR2% | 14 [ TR 4L T1E%

TWF - (sl BOOE30) Al L 2.8% LN 1.8% 0.683
Aal 1l [mae] 4 |22 13 16.3%

L. (r=1200726) R E R S 8,0% .
GIC |1 - A I 41, 0%

L6 (1:2045827) [s ] -.]-:o .2 '::.:‘f'a .5 B1%
STl 4 EEEN TN R T 11.6% 0.001
G| 33 [ a3 B[ 4005 43 G847
Aal 2 50% T[oms ] 2 34%

TLE4 (rs48B67200 GG 30| TR0 4| TTE% ] 44 T3.8% 0624
Al B[00 ] 4 [2=] 12 10,73

* Prueba Mann-Whitney

En la tabla 5 se presenta la relacion entre polimorfismos en genes de citoquinas y
pacientes con EA y pacientes sanos. Se encontr6 que el 60 % de los casos con EA
presentaron un genotipo heterocigoto G/C en el gen de la IL-6 (rs1800796) con respecto al
31,7% en pacientes sanos; Asi mismo se encontrd que el genotipo homocigoto G/G para
el mismo gen, esta presente en el 68.3% de los pacientes sin enfermedad de Alzheimer,
con respecto a un 40 % en pacientes con enfermedad de Alzheimer, encontrandose un

valor estadisticamente significativo de (p=0,035).

Adicionalmente el 83.3 % de pacientes sanos presentaron un genotipo homocigoto G/G en
gen de la IL-6 (rs2069827) con respecto al 40% en pacientes con enfermedad de
Alzheimer, ademas se encontré en un 50 % la presencia del genotipo heterocigoto C/G en
éstos pacientes con respecto a un 9.5 % en pacientes sin la enfermedad de Alzheimer, con

un valor estadisticamente significativo (p=0,001). Los demas genes de citogquinas
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estudiadas no presentaros diferencias estadisticamente significativas entre casos y

controles.

Tabla 6 Presencia de genotipos en diferentes marcadores genéticos segun el nivel de

severidad de la enfermedad periodontal.

5in enfermadad Leve Moderada Szvera
Mlarcadors:
B A n T n & o E b=
[ 11 TB.6% 12 66,7% | 8| BOO | 11 ] 84.7%
THF-u 11759714} T'T 1 1% 1| 58% |0 o0 | 0] b | 0,730
TiC 1 14.3% Sl 278N 2 M0 | 6] 353%
AA [1] 0,0% O oo jof oo |1 6.3%
TWF-o.(r3]1 3006267 GG | 12 25.7% L7 9443 |8 BOOW | 9 | 363% | 0070
[EXY 14.3% T 58 |2 20008 | 6] 37.5%
[l 62.2% 9| 510% | 8| BOO | 15] BEI%
THF-a (rs1 8006300 A [1] 0,0% T a8 o oode | 0] L% | 0323
AA 4 30,8% Tl 4LIW I W | 2] 1LE%
o GG g 57.1% S a0 [T 7O | B[ 47.0%
IL-5 (7= 1800726) B : r
Gic 42,9% IR0 | 3| 3000 | 9] 3L9%
[l [1] 0,0% 4 [ 190 |0 003 |1 350
IL-§ (T 2069827 CiG [ 42,9% 4 | 190 [ 4] 400% | O [ 0% | o012
GG g 571% I3 gL0% | 6| 600% | 18] 94,1%
AA [1] 0,0% O oo jof oode | 2] 13,3%
TLE-4 (r=4226790)
GG | 13 L29% 13 7% | 8| B0 | 10 62,3% | 0,133
[N L AT ER I 200 | 4] 23 0%

* Prueba Chi-cuadrado

En la tabla 6 El marcador en el gen de la IL-6 (rs2069827) se asocid significativamente
con la presencia y severidad a enfermedad periodontal en los pacientes estudiados.
Aquellos pacientes con algun tipo de periodontitis (leve, moderada o severa), presentan el
genotipo G/G de la IL-6 (rs2069827) en un (73%) en comparacion con pacientes sin
enfermedad periodontal (57.1%). Adicionalmente se encontr6 que el genotipo C/C no esta
presente en aquellos pacientes sin enfermedad periodontal, sin embargo, si esta presente en

pacientes con algun nivel de enfermedad periodontal, (p=0.019).
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Al relacionar la presencia de marcadores genéticos con la severidad a enfermedad

periodontal entre pacientes con Enfermedad de Alzheimer y pacientes sanos, no se

encontraron diferencias significativas (p>0.05). Por tanto, la presencia de marcadores

genéticos en relacion a la severidad de enfermedad periodontal es la misma en pacientes

con Enfermedad de Alzheimer y pacientes sanos.

Figura 1 Presencia del marcador genético de la I1L-6 (rs2069827) segun el nivel de

severidad a la enfermedad periodontal. Notese la presencia del 84 % del genotipo G/G en
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70,0%
60,0%
50,0%
40,0%
30,0%
20,0%
10,0%

0,0%

pacientes con periodontitis cronica severa.

94,1%

61,9% o
57,1% 60,0%
Q,
42,9% £0,0%
19,0949,0%
5,9%
0,0% 0,0% . 0,0%
Sin Enfermedad Leve Moderada Severa

ET/T mT/G mG/G

Fuente: elaboracién propia

39



Tabla 7 Presencia de polimorfismos genéticos segun la historia de periodontitis

harcadora:
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* Prueba Chi-cuadrado

En la tabla 7 se muestra que la presencia del genotipo C/C para el gen TNF-a (rs1800630)
se presenta en un 79,5% en pacientes con historia de periodontitis frente a un 46,2% en
pacientes sin periodontitis, con un valor (p= 0.02 ). Adicionalmente se encontré la
presencia de genotipo homocigoto G/G del gen de la IL-6 (rs2069827) en un 77,1 % en
pacientes con historia de periodontitis frente a un 42,9% en pacientes sin historia de
periodontitis; en éste mismo gen se encontrd que el genotipo heterocigoto C/G esta
presente en un 42.9% en pacientes sin historia de periodontitis frente a 16,7% de pacientes

con periodontitis, con un valor (p=0.05).
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Estimacion de riesgo para enfermedad periodontal

En la tabla 8 se presenta el pardmetro estimado para cada una de las variables dependientes
(B), su error estandar (E.T.), su significacion con la prueba de Wald y las estimaciones de
las odds ratio (Exp B). En éste primer modelo se involucran la variable Alzheimer y la
presencia de marcadores genéticos; se realizo la seleccion de variables por el método de
seleccion Forward. Se encontré que el Unico polimorfismo relacionado con la presencia de
enfermedad periodontal en este estudio fue la IL-6 (rs2069827), Las demas variables no se

encuentran asociadas a la enfermedad periodontal.

Tabla 8 Estimacion del modelo de regresion logistica para la presencia/ausencia de
enfermedad periodontal a través el método de seleccion Forward

Variahles seleccionadas B E.T. Wald | & r Exp(B)

IL-5 - 174 {r=2089827)

Faf alale /G 3283 | 4 239
Cic 15,661 | 40152,%69 00 1,000 145507804.9
CG 2,008 538 3782 029 133

En éste modelo se encontrd que los pacientes con el genotipo C/G en el marcador de la IL-
6 (rs2069827) estan expuestos con menor frecuencia a presentar enfermedad periodontal
(odds=0,123) (p=0.029) comparados con los pacientes que tienen el genotipo G/G en el
mismo gen. Este resultado podria sugerir que en la poblacion estudiada el ser heterocigoto
CIG para el gen de la IL-6 seria un factor protector en cuanto a la presencia de enfermedad
periodontal; y el ser homocigoto G/G seria un factor de riesgo para desarrollar enfermedad

periodontal para el mismo gen.

41



9 DISCUSION DE RESULTADOS

La enfermedad de Alzheimer comparte ciertas caracteristicas con la enfermedad
periodontal. Ambas son enfermedades inflamatorias cronicas que se caracterizan por la
produccidn de citoquinas pro-inflamatorias comunes en el desarrollo de su patogenia como
el TNF-a, IL-6, IL-1p entre otras.

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es una patologia inflamatoria neurodegenerativa; segun
el informe mundial sobre Alzheimer en el afio 2015, se estimd que mas de 9.9 millones de
personas padecen algln tipo de demencia debido a esta enfermedad!2,asi mismo, la
enfermedad Periodontal es una enfermedad inflamatoria que causa destruccion de los
tejidos de soporte y proteccion de los dientes, segun el Estudio nacional en salud bucal IV
del 2012; se reportd que alrededor del 50% de la poblacién presenta algin tipo de
enfermedad periodontal de forma generalizada.

El proceso de envejecimiento ha sido asociado con el deterioro de la salud fisica y mental,
a la presencia de enfermedades inflamatorias cronicas, como las enfermedades
cardiovasculares, diabetes, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, demencias como la
enfermedad de Alzheimer vy junto con éstas, la enfermedad periodontal!® ; éstas
condiciones cronicas tienen en comin que presentan factores de riesgo asociados al estilo
de vida como tabaquismo, dieta rica en carbohidratos, sedentarismo, obesidad, hipertension

arterial entre otros, generando aumento de los marcadores inflamatorios sistémicos.

Se ha documentado que la prevalencia y la severidad de la enfermedad periodontal
incrementan con la edad ''* ; en este estudio la edad promedio de los pacientes con
Alzheimer fue de 84 + 8 afios y de los pacientes sin enfermedad de Alzheimer fue de 64 +
9 afios, mostrando una diferencia significativa entre ambos grupos, a partir de la prueba no

paramétrica Mann-Whitney (p=0.000).

En el presente estudio se encontrd que los pacientes con enfermedad de Alzheimer

presentan menor cantidad de dientes y al mismo tiempo mayor cantidad de placa

42



bacteriana, mayor probabilidad de perder los dientes y por lo tanto aumento en la presencia
de protesis; éstos hallazgos son consistentes con lo reportado por Stein 1° quien describid
la pérdida de dientes como uno de los factores de riesgo asociados con una mayor
incidencia de demencia, adicionalmente se ha descrito que la periodontitis es el principal
factor de riesgo de péerdida de dientes y su progresion de moderada a severa puede influir en
el estado de la demencia relacionada °.

En el presente estudio, se encontrd un nivel de insercion de 3.4 £1.8 mm en los pacientes
con enfermedad de Alzheimer y un 2.8 £1.2 mm de nivel de insercion en los pacientes sin
enfermedad de Alzheimer, lo que sugiere que los individuos con enfermedad de Alzheimer
presentan una mayor pérdida de nivel de insercion y posible mayor severidad de la
enfermedad periodontal con respecto a los individuos sin EA. Para este estudio no se

encontrd un valor estadisticamente significativo.

Un hallazgo interesante encontrado en éste estudio es que los pacientes con EA
presentaron un porcentaje de indice de placa bacteriana de 38.6%, mientras que los
pacientes sin enfermedad de Alzheimer el porcentaje de placa bacteriana fue menor 20.1%
con una diferencia estadisticamente significativa (p=0.003). Consistente con lo reportado
por Gitto y colaboradores X" quienes reportan el impacto que tiene el déficit cognitivo y
motor acompafiado de una incapacidad gradual para realizar una higiene oral adecuada en
los pacientes con enfermedad de Alzheimer. Asi mismo la alteracion cognitiva, la apatia y
la apraxia en las etapas intermedias la enfermedad de Alzheimer son responsables del
desinterés y la incapacidad para ejecutar técnicas de higiene oral adecuadas, permitiendo
que los restos de alimentos y biofilm permanezcan acumulados en las areas

interproximales y cervicales de la denticion residual®®,

Ha sido documentado que el biofilm constituye el factor de riesgo etiol6gico mas
importante en la iniciacion y progresion de la periodontitis, 11° asi mismo se ha descrito
que los microorganismos patdgenos tienen capacidad de inducir enfermedad periodontal
mediante la transformacion de la microbiota normal en una microbiota disbidtical?. En el

presente estudio, la edad promedio de los pacientes con Alzheimer fue de 84 + 8 afios y de
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los pacientes sin enfermedad de Alzheimer fue de 64 + 9 afios, mostrando una diferencia
significativa entre ambos grupos, a partir de la prueba no paramétrica Mann-Whitney
(p=0.000). Segun lo anterior, se ha documentado que en el proceso de envejecimiento el
numero de Neutr6filos (PMNSs) no cambia con el aumento de la edad, pero si se genera
cambios en la estructura de la membrana lipidica que sirve como plataforma para la
transduccion de la sefiales generando disminucién en la degranulacion y fagocitosis,
adicionalmente los Neutréfilos (PMNSs) de personas ancianas muestran una actividad
incrementada de proteinas supresoras de sefializacion (SOCS) y disminucion de receptores
(CD16)*?! lo que puede explicar la disminucion de la expresion de factor estimulante de
colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF) que conlleva a una disminucién en la
quimiotaxis, fagocitosis y actividad microbicida, **>comprometiendo una respuesta inmune

mas lenta y una extension de periodontitis en pacientes ancianos.?®

Al relacionar el sexo de los pacientes con factores ambientales como el consumo de alcohol
y tabaco, se encontré una diferencia estadisticamente significativa en el consumo de
alcohol, donde los hombres presentan un mayor consumo (36.4%) comparado con las
mujeres (11.8%) (p=0.044). El consumo de alcohol de manera crénica podria considerarse
un indicador de riesgo independiente y modificable para la periodontitis. Se ha demostrado
que la ingesta de alcohol de manera abusiva esta asociada a un incremento de enfermedades
infecciosas como la tuberculosis, la neumonia y hepatitis virales atribuible a los efectos en
el sistema inmune!?*; ademas existe evidencia que respalda que el consumo de alcohol de
forma crénica puede incrementar los niveles de pérdida de insercion y estar relacionada con

mayor severidad a la periodontitis?®.12

Una ingesta crénica de alcohol se ha asociado de forma positiva con un aumento en los
niveles de placa bacteriana y sangrado gingival, asociado adicionalmente al deficiente
cuidado oral que se presenta. Adicionalmente se ha documentado que el consumo crénico
de alcohol afecta el sistema inmunologico produciendo reduccion de la capacidad
fagocitica, alteracion de la quimiotaxis, disminucion en la respuesta de las células T y

células NK, adicionalmente afectan el metabolismo 6seo y calidad en la cicatrizacion?’
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En nuestro estudio, se observa que los hombres manifiestan mayor presencia y severidad de
enfermedad periodontal con respecto a las mujeres, en relacion a los indices periodontales
se encontré mayor pérdida de nivel de insercion en hombres de (4,1+ 2.1) con respecto a
mujeres (2.7£1.0); lo que sugiere que los hombres presentan una mayor pérdida de nivel de
insercion y posible mayor severidad de la enfermedad periodontal que las mujeres, éste
hallazgo es consistente con lo reportado en la literatura, pues los datos reportados en el IV
estudio nacional en salud bucal en Colombia, la pérdida de nivel clinico de insercién , tanto
en extension como en severidad son mayores en hombres con respecto a las mujeres con
una severidad de pérdida de nivel de insercion clinica mayor a 5 mm en 2.59% de los

hombres y 1.68% de las mujeres.?®

Se ha descrito que los hombres acceden menos que las mujeres los servicios de salud, asi
mismo brindan menor informacion en cuanto a signos y sintomas de una enfermedad!2®, En
la enfermedad periodontal, la preponderancia de los datos sugiere fuertemente que es el
comportamiento de los hombres frente a su enfermedad y presencia de factores de riesgo
modificables como el tabaquismo, calidad de higiene oral y no los déficits bioldgicos per
se en cuanto al sexo es lo que los pone en mayor riesgo de formas més graves de

enfermedad periodontal en comparacion con mujeres®3,

En nuestro estudio se encontrd que el 36.4 % de los hombres son fumadores frente al 19.6
% en mujeres; consistente con lo descrito por Khan y colaboradores en 2016, en el que
encontr6 que fumar estaba relacionado significativamente con el sexo masculino

(p <0.001)*32, Es bien conocido que el tabaquismo es un factor de riesgo que se encuentra
relacionado con mayor severidad y extension en enfermedad periodontal, puesto que afecta
la respuesta inmune del hospedero alterando la funcion de los neutréfilos, produccion de
anticuerpos, disminuyendo la actividad de los fibroblastos y los factores vasculares y

aumento en la produccion de mediadores inflamatorios!3
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En los ultimos afios, la epigenetica ha jugado un papel importante en el desarrollo de
enfermedades inflamatorias crénicas'®3; se ha documentado la relacion que existe entre la
severidad de la respuesta inflamatoria y la presencia de polimorfismos en genes de
citoquinas inflamatorias y su relacion con diversas enfermedades inflamatorias sistémicas;
134 135 En Ia literatura se ha reportado que la presencia de polimorfismos en la region
promotora en el gen de la IL-6 puede influir en la transcripcion del gen y de ésta manera

la cantidad circulante de esta potente citoquina proinflamatoria;*®

asi mismo puede influir
en el incremento de la proteina tau y placas beta amiloide en el cerebro, jugando un papel
clave en la activacién de la cascada neuroinflamatoria presente en la enfermedad de

Alzheimer!?’,

En éste estudio se encontrd que el genotipo G/G del gen de la IL-6 en la posicion (-174)
esta presente con mayor frecuencia en los pacientes con enfermedad de Alzheimer
comparados con los controles, presentando una diferencia estadisticamente significativa, lo
que podria representar para la poblacion estudiada que el ser homocigoto G/G en gen de la
IL-6 en dicha posicién podria constituir un factor protector para el desarrollo de la
enfermedad de Alzheimer. Este hallazgo es consistente con el resultado publicado por
Licastro y colaboradores 3 | quienes reportaron niveles mas bajos de I1L-6 en plasmay en
fragmentos tisulares cerebrales de pacientes italianos con enfermedad de Alzheimer
homocigotos G/G comparados con pacientes sin enfermedad de Alzheimer. En nuestro
estudio también se encontré que el genotipo G/C del gen de la citoquina IL-6 en la
posicion (-174) se present6d con mayor frecuencia en los pacientes con enfermedad de
Alzheimer presentando diferencia estadisticamente significativa comparado con los
controles; lo que podria constituir un factor de riesgo para el desarrollo de la enfermedad de
Alzheimer en la poblacién estudiada; éste hallazgo también coincide con el informe de
Licastro y colaboradores'® quienes reportaron la presencia del Alelo C en la posicion -174
en la region promotora del gen de la IL-6 un mayor riesgo de desarrollar enfermedad de

Alzheimer.
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En un estudio de casos y controles publicado por Rasmussen y colaboradores!4? se
evaluaron 200 casos y 165 controles con un 95% de poblacion de origen caucésica, 2.5 %
poblacién japonesa y el restante 2.5 % no especificada. No encontraron relacion
estadisticamente significativa entre la presencia de polimorfismos en el gen de la IL-6 y
enfermedad de Alzheimer de forma directa, sin embargo indicaron que la presencia del
haplotipo compuesto por el alelo -174 G y el alelo -597 A presentaba una diferencia
estadisticamente significativa con un valor de p=0.0021, lo cual implicaria la posibilidad
de sinergia de diferentes polimorfismos en diferentes regiones de un mismo gen que

permite que se aumente o disminuya el riesgo de presentar una enfermedad.

En la revision de la literatura se han encontrado resultados ambiguos en diferentes
poblaciones; Han X y 1#! realizaron una revision sistematica con metanalisis donde
incluyeron 14 estudios con 3769 casos y 9431 controles en poblacion Caucasica, no
encontraron una relacion significativa de la presencia del polimorfismoen la IL-6 y el
riesgo de presentar enfermedad de Alzheimer; sin embargo éste estudio sélo reviso la

posicion -174 del gen.

En el metanalisis realizado por Qi H y colaboradores '#? incluyeron también la posicion -
572 del gen de la IL-6; se analizaron 27 estudios con un total de 6.632 pacientes con
Alzheimer y 12,503 Controles con poblacion, caucasica y asiatica, encontraron que la
presencia del genotipo CC 0 GG en la posicidn -174 con genotipo CG en la posicion -572
podria ser factores protectores en el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer. Este
estudio esta en concordancia con nuestros resultados al evaluar la posicion -174, dado que
el genotipo G/G esta asociado como un factor protector para el desarrollo de EA, sin
embargo al evaluar la posicion -572 no se encontraron hallazgos similares, pues en nuestro
estudio el ser homocigoto G/G podria ser factor protector para el desarrollo de EA,
mientras que ser heterocigoto G/C podria ser un factor de riesgo; por tanto es posible que al
analizar los haplotipos se puedan encontrar méas hallazgos diferenciales en la poblacion
colombiana con respecto a otras. Estos resultados contrarios pueden surgir a partir de los

diferentes origenes genéticos de las poblaciones estudiadas, por ejemplo, el alelo G del
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polimorfismo de la IL-6 -572 C/G también tiene efectos protectores en el riesgo de EA en
poblaciones chinas!#3, similar a lo encontrado en nuestro estudio, mientras que los

resultados diferentes han sido informado en otras poblaciones. 44

Con respecto a la presencia de enfermedad periodontal, en nuestro estudio se encontrd que
el 94.1% de pacientes con periodontitis cronica severa presentaron el genotipo
homocigoto G/G en la IL-6 (rs2069827); éste hallazgo ha sido descrito por diversos
estudios siendo consistente por lo descrito por Nibali y colaboradores'#®; quienes
evaluaron genes en la region promotora de la IL-6 en 763 sujetos con periodontitis y 231
controles sanos de poblacién Caucasica, Asiatica y Negra; encontrando una asociacion
estadisticamente significativa (p= 0.044) en sujetos de Origen Caucasico diagnosticados
con periodontitis con presencia del genotipo G/G en la regién -174 de la IL-6; sin embargo
no encontraron asociacion significativa en poblacion Asiatica y Negra.

Asi mismo Brett y colaboradores evaluaron poblacion caucasica de 57 casos con
periodontitis cronica y 100 controles sin periodontitis, encontrando una asociacion
estadisticamente significativa (p= 0.008) con la presencia de genotipo G/G en el gen la IL-
6 en la posicién -174; confirmado también por Trevilatto y colaboradores, quieres
evaluaron 48 pacientes con periodontitis y 36 controles encontrando relacidn significativa

en el gen de la IL-6 -174 en poblacion Brasilera de origen caucésico; 146

Por otro lado en un estudio de poblacion brasilera publicado por Moreira y
colaboradores**” al evaluar 155 pacientes con periodontitis y 54 controles reportaron que la
presencia del genotipo G/G en el gen de la IL-6 — 174 seria un factor protector para ésta
poblacion ;estos reportes de la literatura establecen una asociacion de riesgo positivo para
el desarrollo de la enfermedad periodontal y la presencia del genotipo G/G de la IL-6 -174

en poblaciones caucasicas, confirmado en la poblacion de éste estudio.

En el analisis de los genes (IL-6 -572, TNF-a -308, TLR-4) no se encontraron asociaciones

significativas, excepto en el gen del TNF- a en la posicion -863, donde se encontrd que el
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genotipo C/C presenta relacion estadisticamente significativa con la presencia de historia
de periodontitis en los pacientes de este estudio. En un estudio realizado en poblacion
Japonesa se encontré la presencia del polimorfismo de este gen asociado a la presencia de
periodontitis several#®, por otro lado en otro estudio de poblacion japonesa no encontraron
asociacion significativa con la presencia de polimorfismos de éste gen relacionada con la

periodontitis de aparicion temprana®4®
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10 CONCLUSIONES

Primer estudio en Colombia en relacionar la presencia de polimorfismos en los
genes de citoquinas y receptores de respuesta inmune TNF-a, IL-6 y TLR-4 con la

severidad de la enfermedad periodontal en pacientes con enfermedad de Alzheimer.

Pacientes con Enfermedad de Alzheimer presentan menor nimero de dientes al
mismo tiempo mayor indice de placa bacteriana y mayor pérdida de insercion que
los pacientes sin enfermedad de Alzheimer en la poblacion estudiada.

Los hombres incluidos en este estudio presentan mayor consumo de alcohol y
tabaco, mayor pérdida de insercion y severidad de periodontitis comparados con las

mujeres.

El genotipo G/G del gen de la IL-6 en la posicion (-174) se presentd con mayor
frecuencia en los pacientes sin enfermedad de Alzheimer; lo cual podria ser un
factor protector para el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer en la poblacion

incluida en éste estudio.

El genotipo G/C del gen de la IL-6 en la posicion (-174) se presentd con mayor
frecuencia en los pacientes con enfermedad de Alzheimer lo que podria constituir
un factor de riesgo para el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer en la poblacion

estudiada.

La presencia de genotipo heterocigoto C/G en el gen de la IL-6 -174 se encontro
con mayor frecuencia en pacientes sin periodontitis, lo que podria sugerir ser un
factor protector para el desarrollo de enfermedad periodontal en la poblacion
estudiada.
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La presencia del genotipo homocigoto G/G en el gen de la IL-6 -174 se encontro
con mayor frecuencia en pacientes con periodontitis, lo que podria sugerir ser un

factor riesgo para el desarrollo de enfermedad periodontal en la poblacion estudiada.

El genotipo C/C del gen TNF-a en la posicion -863 se encontrd una relacion
estadisticamente significativa con la presencia de historia de periodontitis en la

poblacién estudiada.

Los genes de TNF-.a. en las posiciones -857, -308, el gen de la IL-6 -572 y TLR -4
no presentaron relaciones estadisticamente significativas en los pacientes evaluados

en éste estudio.
La evaluacién de marcadores genéticos podrian ayudar a estimar el riesgo del
desarrollo de enfermedad periodontal y enfermedad de Alzheimer en la poblacién

colombiana.

La prevencion y/o el tratamiento oportuno de la Periodontitis podrian controlar un

factor de riesgo potencial para el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer.
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11 RECOMENDACIONES

La utilizacion de marcadores genéticos en la poblacion estudiada puede ser una
herramienta para establecer el riesgo de presentar susceptibilidad, y a su vez poder

generar estrategias de prevencion.

Es importante aumentar el tamafio de la muestra para ratificar o rechazar los

resultados que fueron cercanos a la diferencia significativa

El tratamiento y la prevencion de la enfermedad periodontal es muy importante en
pacientes con enfermedad de Alzheimer puesto que puede influir en su salud y

calidad de vida.

Los familiares y cuidadores de los individuos con enfermedad de Alzheimer
requieren educacion en salud oral continua para mantener los niveles de higiene

oral éptimos que impidan la presencia y progresion de la periodontitis.

Conocer el estado de salud oral de los adultos mayores son importantes para mejorar

las politicas publicas de calidad de vida en esa poblacion.
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12 EVIDENCIA DE RESULTADOS EN GENERACION DE CONOCIMIENTO,
FORTALECIMIENTO DE LA CAPACIDAD CIENTIFICA Y APROPIACION
SOCIAL DEL CONOCIMIENTO.

de riesgo o proteccién para las
dos enfermedades en la

poblacion Colombiana

polimorfismos en genes
de citoquinas asociadas a
respuesta inmune
presentes en ambas
patologias comparados
con la respuesta en la
poblacidn estudiada sana

en Colombia.

Aspecto Resultado / Producto Indicador Beneficiario
Generacion de | Relacionar la presencia de Elaboracion de articulo | Comunidad
nuevo polimorfismos genéticos en los | cientifico que analice academica.
conocimiento genes de respuesta inmune (IL- | polimorfismos en genes

6, TNF-o TLR-4) con la de citoquinas asociadas a
severidad de la enfermedad respuesta inmune
periodontal en pacientes con presentes en ambas
enfermedad de Alzheimer patologias comparados
con la respuesta en la
poblacion estudiada
sana.
Conocer el estado de salud oral | Elaboracion de Estudio Comunidad
de los adultos mayores para Nacional de Salud Oral academica.
mejorar las politicas publicas de | enfocado en la poblacion
calidad de vida en esa poblacion | adulta mayor.
Generar nuevo conocimiento en | Elaboracion de articulo Comunidad
la determinacion de prevalencia | cientifico que analice académica.
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Fortalecimiento

de la comunidad

Formacién de recurso humano

en el posgrado de periodoncia

Trabajo de grado para

obtencion del titulo de

Residente de

especializacion

cientifica mediante la realizacion del | especialista en clinicaen
proyecto de grado para el | Periodoncia. Periodoncia.
fortalecimiento de comunidad
cientifica nacional Comunidad

universitaria
Divulgacion del proyecto de | Socializacion de los Profesionales en
grado en eventos cémo el | resultados enla ACPOy | periodoncia
Seminario  Anual de la | enel forode
Asociacion  Colombiana de | investigacién de la UAM | Comunidad
Periodoncia y Oseointegracion universitaria
(ACPO) vy en el foro
investigacion de la UAM
Apropiacién Divulgacidn y apropiacion del Paoblacién que
social del conocimiento para la pueda ser

conocimiento

comunidad en general que
contribuya a la adquisicion de
hébitos de vida permitiendo la
prevencion de la enfermedad

periodontal.

susceptible a
desarrollar
enfermedad de

Alzheimer.

Creacién de protocolos y guias
de manejo periodontal para los
pacientes con enfermedad de
Alzheimer o con riesgo a

padecerla

Profesionales de

la salud.

Poblacion con
enfermedad de
Alzheimer y
poblacion que
pueda ser
susceptible a
desarrollar
enfermedad de

Alzheimer.
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13 IMPACTOS LOGRADOS

Impacto logrado

Plazo (afios)*

Identificador

Supuestos **

verificable
Ampliar el conocimiento | 1 — 4 afios Publicacion articulo
etiologico de la relacion | Corto Plazo cientifico.
gue existe entre la Revista nacional o
enfermedad de internacional.
Alzheimer, la
enfermedad periodontal
y polimorfismos en
genes y receptores de
respuesta inmune.
Contribuir a la 5 -9 afios

prevencion de estados
inflamatorios en
pacientes con
enfermedad de
Alzheimer mediante la
aplicacion de guias de
manejo interdisciplinario
que involucre la terapia
y el mantenimiento de la

enfermedad periodontal.

Mediano plazo

Contribuir al desarrollo
de la medicina

personalizada mediante
el hallazgo de posibles

blancos terapéuticos

10 afios

Largo plazo
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14 ANEXOS

14.1 ANEXO 1

Consentimiento informado.

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

de Alzheimer (EA)”
OBJETIVO:

Determinar la asociacién entre la presencia de patdégenos periodontales con procesos

inflamatorios en una muestra de pacientes con enfermedad de Alzheimer y controles sano
JUSTIFICACION:

La evaluacion neurocognitiva nos permitird conocer si usted esta sano o tiene la
enfermedad de Alzheimer y que tan adelantada esta y asi podremos clasificarlo en alguno

de los dos grupos de estudio que tenemos.

El examen periodontal nos permitird conocer si usted esta sano o presenta algun grado de

enfermedad en sus encias.

Con el analisis genético de la muestra de sangre podremos identificar genes de respuesta
inmune asociados a inflamacion en EA, con el fin de aportar al conocimiento que se tiene

de la enfermedad y tener una referencia para futuras investigaciones.

S.
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PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO:

Si usted acepta participar, se le tomara una encuesta con algunos datos personales, se le
realizara una evaluacion neurocognitiva por medio de una serie de pruebas que evallan
diferentes capacidades del cerebro por medio de preguntas y ejercicios simples,
posteriormente se realizara un examen del estado de sus encias y por Gltimo, se extraerd una
muestra de sangre de aproximadamente 10ml, finalmente, haremos un analisis genético de

la muestra de sangre para analizar la variacion en la expresion de sus genes.
RIESGOS:

El siguiente trabajo supone riesgo bajo para los participantes del estudio al momento de

tomar la muestra de sangre.

O Sangrado excesivo
O Desmayo o sensacion de mareo
Q Inflamacion local (flebitis)

Q 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

inflamacidn 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
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absoluta confidencialidad y previa Aprobacién del Comité de Bioética de investigacion de
la Universidad Auténoma de Manizales para la realizacion de dichos estudios.

14.2 ANEXO 2
Registro de Periodontograma online. www.periotools.com Departmet of periodontology

Periodontal chart Universitat Bern. Periodontal chart online.
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