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RESUMEN

La Enfermedad Periodontal se ha relacionado con diversas enfermedades sistémicas como
la diabetes, enfermedades cardiovasculares, bajo peso al nacer, enfermedad pulmonar
obstructiva crénica, neumonia, artritis reumatoide y actualmente se ha vinculado con
Enfermedad de Alzheimer; pero a pesar de que se conocen varias hipétesis sobre esta
relacién hace falta evidencia cientifica que explique la verdadera relacion entre ambas
patologias bajo la hipétesis inflamatoria. Este articulo pretende evaluar polimorfismos en
region promotora de los genes de respuesta inflamatoria como la IL-10, IL-17, y el receptor
NALP-3 en pacientes con Enfermedad de Alzheimer y poblacion sana, planteando que la
Periodontitis es un factor de riesgo que contribuye al establecimiento y a la progresion de la
Enfermedad de Alzheimer; y que existe una susceptibilidad genética para el desarrollo de
éstas enfermedades. A partir de esto se propone el tratamiento periodontal, como parte del
manejo integral preventivo de la Enfermedad de Alzheimer y la aplicacién de protocolos y
guias de manejo del paciente con Enfermedad de Alzheimer o con riesgo a padecerla;
ademéas de la contribucién al conocimiento cientifico actual de la patogenia de estas
enfermedades.

Objetivo: Relacionar la presencia de polimorfismos en los genes de citocinas y receptores
de respuesta inmune IL-10, IL-17 y NALP-3 con la severidad de la Enfermedad Periodontal

en pacientes con y sin Enfermedad de Alzheimer.

Metodologia: Para caracterizar clinicamente los pacientes objeto del estudio en términos
clinicos periodontales se realizo la evaluacion del estado de salud periodontal para
establecer el grado de severidad y extension de la Enfermedad Periodontal para cada
paciente. Para identificar los polimorfismos de genes relacionados con la Enfermedad
Periodontal en la poblacion objeto de estudio, se realiz6 el siguiente procedimiento: i.
Extraccion de una muestra de sangre periférica, ii. Extraccion de ADN, iii. Amplificacion
del ADN por RT-PCR (reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real), iv.



Genotipificacion de los polimorfismos asociados a los genes de interés mediante sondas
Tagman (Applied Biosystem), v. Andlisis mediante el software Allelic discrimination
(Applied Biosystems). vi. Comparacion de la distribucion de genotipos en la poblacion
estudiada para los diferentes SNP de los genes de interés. Para relacionar los polimorfismos
genéticos de los genes de interés con las caracteristicas clinicas periodontales en la
poblacion objeto de estudio se realizé un: i. Anlisis 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). ii. Evaluacion de asociaciones entre variables usando andlisis bivariado y
multivariado con modelo de regresion logistica, controlados por edad y género utilizando el

programa IBM SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) version 24.

Resultados: Los pacientes con el genotipo G/A de la IL-10 (rs1800896) presentaron mas
riesgo de presentar Enfermedad Periodontal comparado con los pacientes con el genotipo
AJA (p=0.096). Se encontraron diferencias en el marcador de la IL-17 (rs7747909) entre
ambos grupos de pacientes, en donde los pacientes con Enfermedad de Alzheimer
mostraron una mayor presencia del genotipo G/A comparado con los pacientes sin EA que
presentan el genotipo A/A, para este mismo marcador (P=0,002). La presencia de genotipos
del marcador genético en el gen de la IL-17 (rs7747909) es estadisticamente diferente entre
pacientes con y sin historia de periodontitis (P=0,744). La presencia del genotipo A/A se
encuentra en pacientes con historia de periodontitis. Existe una tendencia en el marcador
genético IL-17 (rs7747909) tanto para la Enfermedad de Alzheimer como para la
Periodontitis. La presencia del genotipo C/C en el marcador genético NALP-3 (rs2066844)
aumenta el riesgo de presentar Enfermedad Periodontal en relacion al genotipo T/C
(p=0.025).

Conclusiones: Los pacientes con EA y genotipo G/A de la IL-10 (rs1800896) presentaron
mas riesgo de presentar Enfermedad Periodontal, ademas, los pacientes con Enfermedad de
Alzheimer mostraron una mayor presencia del genotipo G/A del marcador IL-17

(rs7747909) comparado con los pacientes sin EA. La presencia de genotipos del marcador
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genético en el gen de la IL-17 (rs7747909) es estadisticamente diferente entre pacientes con
y sin historia de periodontitis. La presencia del genotipo A/A se encuentra en pacientes con
historia de periodontitis. La presencia del genotipo C/C en el marcador genético NALP-3
(rs2066844) aumento el riesgo de presentar Enfermedad Periodontal en relacién al genotipo
T/C (p=0.025) en pacientes con EA.

Palabras Claves: Enfermedad de Alzheimer, Periodontitis Cronica, Citocinas, Genes
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ABSTRACT

Periodontal disease has been linked to various systemic diseases such as diabetes,
cardiovascular disease, low birthweight, chronic obstructive pulmonary disease, pneumonia,
rheumatoid arthritis and is currently linked to Alzheimer's disease; But although several
hypotheses are known about this relationship, there is a need for scientific evidence
explaining the true relationship between the two pathologies under the inflammatory
hypothesis. This article aims to evaluate polymorphisms in the promoter region of
inflammatory response genes such as IL-10, IL-17, and receptor NALP-3 in patients with
Alzheimer's disease and healthy population, posing that periodontitis is a risk factor that
contributes to the establishment and progression of Alzheimer's disease; And that there is a
genetic susceptibility to the development of these diseases. From this is proposed
periodontal treatment, as part of the comprehensive preventive management of Alzheimer's
disease and the application of protocols and guidelines for managing the patient with
Alzheimer's disease or at risk to suffer it; In addition to the contribution to the current

scientific knowledge of the pathogenesis of these diseases.

Objective: To relate the presence of polymorphisms in the genes of cytokines and receptors
of immune response 1L-10, IL-17 and NALP-3 with the severity of Periodontal disease in

patients with and without Alzheimer's disease.

Methodology: In order to characterize clinically the patients studied in periodontal clinical
terms, the evaluation of periodontal health status was carried out to establish the degree of
severity and extent of periodontal disease for each patient. To identify the polymorphisms of
genes related to Periodontal disease in the population under study, the following procedure
was performed: I. Extraction of a peripheral blood sample, Il. DNA extraction, I1l. DNA
amplification by RT-PCR (polymerase chain reaction in real time), 1V. Genotyping of the
polymorphisms associated with the genes of interest through Tagman probes (applied
Biosystem), V. Analysis using the Software Allelic discrimination (applied Biosystems). V1.
Comparison of the distribution of genotypes in the population studied for the different SNP
of the genes of interest. In order to relate the genetic polymorphisms of the genes of interest
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to the periodontal clinical characteristics in the population under study, a: I. Descriptive
statistical analysis was carried out to determine the behavior of the variables of the Genetic
polymorphisms and periodontal index. Il. Evaluation of associations between variables
using bivariate and multivariate analysis with logistic regression model, controlled by age
and gender using the IBM SPSS (statistical Package for the Social Sciences) version 24

program.

Results: Patients with the genotype G/A of IL-10 (rs1800896) presented more risk of
presenting Periodontal disease compared with patients with genotype A/A (P = 0.096).
Differences were found in the marker of IL-17 (rs7747909) between both groups of patients,
where patients with Alzheimer's disease showed a greater presence of genotype G/A
compared to patients without EA presenting the genotype A/A, for this same marker (P =
0,002). The presence of genetic marker genotypes in the IL-17 gene (RS7747909) is
statistically different among patients with and without history of periodontitis (P = 0,744).
The presence of genotype A/A is found in patients with history of periodontitis. There is a
trend in the genetic marker IL-17 (rs7747909) for both Alzheimer's disease and
periodontitis. The presence of genotype C/C in the genetic marker NALP-3 (rs2066844)
increases the risk of presenting Periodontal disease in relation to the genotype T/C (p =
0.025).

Conclusion: Patients with EA and genotype G/A of IL-10 (rs1800896) had more risk of
presenting Periodontal disease, in addition, patients with Alzheimer's disease showed a
greater presence of the genotype G/A of the marker IL-17 (rs7747909) compared with the
Patients without EA. The presence of genetic marker genotypes in the IL-17 gene
(RS7747909) is statistically different among patients with and without history of
periodontitis. The presence of genotype A/A is found in patients with history of
periodontitis. The presence of genotype C/C in the genetic marker NALP-3 (rs2066844)
increased the risk of presenting Periodontal disease in relation to the genotype T/C (p =
0.025) in patients with EA.



Keywords: Alzheimer Disease, Chronic Periodontitis, Cytokines, Genes, Polymorphism,
Single Nucleotide
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1. PRESENTACION

Durante los ultimos 20 afios se han estudiado los procesos infecciosos de la cavidad oral
que inician durante la juventud y su relacion con la Enfermedad de Alzheimer (EA) durante
la adultez y la vejez (Kondo)!. La evidencia sugiere que la Enfermedad de Alzheimer,
podria iniciarse o exacerbarse debido a la presencia de agentes infecciosos y respuestas
inflamatorias y oxidativas, afectando el cerebro continuo y gradualmente a través de los
afios. Se ha planteado que ciertos virus y bacterias pueden afectar el tejido cerebral

humano, aumentando el riesgo de sufrir Enfermedad de Alzheimer. (Honjo)?.

Se plantea que la inflamacion sistémica cronica empeora el proceso inflamatorio a nivel
cerebral, lo cual puede explicarse por el aumento de mediadores inflamatorios, como las
citocinas (IL) IL-1, IL-6 y el factor de necrosis tumoral-o. (TNF-o) a nivel plasmatico
(Gaur)®. En el estudio publicado por Lim y cols. en 2015 se reporta que la exposicion
temprana y de larga data a agentes infecciosos predispone al desarrollo de la enfermedad a

una edad adulta. (Lim)*

La Periodontitis se relaciona con la Enfermedad de Alzheimer, debido a que es una
infeccion cronica periférica que genera una respuesta inflamatoria sistémica. Las células
leptomeningeales envian sefiales inflamatorias sistémicas a la microglia residente del
cerebro iniciando la neuroinflamacién, se cree que este tipo de microglia responde de
manera exagerada a la inflamacion sistémica (Wu)®. El péptido amiloide promueve la
activacion de la microglia y los astrocitos en la Enfermedad de Alzheimer y este proceso
estimula la produccién de citocinas como la IL-1a®, 1L-107, IL-68, TNF-o®, las proteinas
APO J1° CR1Y, PCR'? vy la ciclooxigenasa 2 (COX-2)®. Toral en 2015 concluyd que
polimorfismos en estos genes juegan un papel importante en el desarrollo de la Enfermedad
de Alzheimer, pero que se requiere mayores estudios para confirmar. De igual manera se
ha encontrado que el acumulo de la placa beta amiloide es una caracteristica tipica de la

enfermedad de Alzheimer. (McGeer)* Kamer y colaboradores, en 2015, demostraron que
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la inflamacion e infeccion periférica son suficientes para producir acumulaciéon de beta

amiloide cerebral en humanos. (Kamer)®

Se han propuesto varias teorias en cuanto a la relacion entre la Enfermedad periodontal y la
Enfermedad de Alzheimer, entre ellas: a. Invasion directa de patdgenos periodontales y/o
sus factores de virulencia en el tejido cerebral, b. Exposicion cronica de patdgenos
periodontales y sus exotoxinas que pueden modificar los mediadores inflamatorios
sistémicos, c. La periodontitis y la Enfermedad de Alzheimer pueden compartir una causa
comun debido a la expresion de fenotipos hiper inflamatorios y el rol de los polimorfismos,
incluyendo la apoliproteina (APOE) alfa 4 como un genotipo que induce inflamacion e

infeccion (Gaur)

El objetivo del proyecto fue relacionar la presencia de polimorfismos en los genes de
citocinas y receptores de respuesta inmune 1L-10, IL-17 y NALP-3 con la severidad de la
Enfermedad periodontal en pacientes con y sin Enfermedad de Alzheimer. Para el
cumplimiento de éste objetivo, se realiz6 una valoracion clinica periodontal que permitio
evaluar el estado de salud periodontal y a su vez establecer el grado de severidad y
extension de la patologia periodontal para cada paciente; se realizé igualmente una toma de
muestra de sangre periférica para la obtenciébn de su ADN para el proceso de
genotipificacion en los genes de interés. Para determinar esta relacion se realizé un analisis
de las pruebas estadisticas a nivel descriptivo e inferencial con el software SPSS (versién
24).
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2. ANTECEDENTES

Las diferentes formas de demencia, incluida la Enfermedad de Alzheimer, constituyen uno
de los mayores problemas de salud pablica 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 triplicard para 2050, hasta los 115 millones de
personas afectadas, estando las civilizaciones occidentales y los paises en desarrollo en
especial riesgo (Ferri)8, Latinoamérica es una de las regiones que se veran mas afectadas y
los casos aumentaran desde los mas de 7,8 millones de personas desde la actualidad hasta
mas de 27 millones en 2050 (de Sanchez)!®.En Colombia se ha determinado una
prevalencia de demencia del 1.8 al 3.4% en pacientes mayores a 65 afios, siendo las
regiones de mayor prevalencia la regidén suroccidental y la oriental. Las proyecciones
presentadas de demencia en mayores de 60 afios y el crecimiento poblacional esperado
segun el DANE (Departamento Administrativo Nacional de Estadistica) en Colombia son

cifras de alto impacto para los sistemas de salud (Prada)?.

A nivel mundial las Enfermedades Periodontales, afectan a un 15% a 20% de los adultos de
edad media (35-44 afios), latinoamérica presenta una prevalencia del 90% de gingivitis o
periodontitis y el 30% corresponde a periodontitis cronica. De igual manera, la Cuarta
Encuesta de Salud Bucal (ENSAB V) realizada 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 afios, presentan 95% de
prevalencia de la misma, en donde, 17.7% de los casos corresponden a periodontitis de

moderada a severa (Pefialoza)?!.
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3. AREA PROBLEMATICA Y PREGUNTA DE INVESTIGACION

Recientes estudios (Poole)?® (McManus)® (Singhrao)?* (Olsen)® (Liu Y. W.)?® han
demostrado una relacion positiva entre la presencia de Periodontitis, especificamente los
factores de virulencia de la bacterias periodontopéticas con la produccion de Beta amiloide
(BA), principal elemento diagnostico relacionado con la Enfermedad de Alzheimer (EA).

La EA es una afeccidon cerebral progresiva que afecta a las regiones del cerebro que
controlan la memoria y las funciones cognitivas, destruyendo gradualmente la memoria de
la persona y su capacidad para aprender, razonar, comunicarse, y llevar a cabo las
actividades diarias, llevando consigo un aumento en los costos socioecondmicos cada vez

mayor (Korolev)?'.

La inflamacion contribuye significativamente en la patogénesis de la EA por la generacion
y secrecion de mediadores proinflamatorios que interactian con la neurodegeneracién en
multiples niveles y que conllevan a la muerte neuronal. Con dicha activacion hay liberacion
de una variedad de citocinas y factores de crecimiento, permitiendo asi, una comunicacion
regulada de la célula activada con otras células inactivadas, con células cerebrales y del
sistema inmune. Actualmente existen evidencias que hay una serie de sefiales innatas que
estarian involucradas en la activacion de la microglia. (Brosseron F. K.-5.)%® (Heneka)®®
(McGeer)*® (Tuppo)®!. Teniendo en cuenta que la literatura cientifica ha demostrado la
asociacion de ciertos polimorfismos genéticos en genes de citocinas y receptores de
respuesta inmune en la enfermedad periodontal y la EA, surgié la siguiente pregunta de

investigacion:

¢Cual es la relacion entre la presencia de polimorfismos en los genes de respuesta inmune
IL-10 (rs1800896, rs1800872), IL-17 (rs10484879, rs7747909, rs2275913) y NALP-3
(rs2027432, rs2066844, rs10754558) con la severidad de la Enfermedad Periodontal en
pacientes con y sin Enfermedad de Alzheimer?
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4. JUSTIFICACION

La Enfermedad Periodontal se ha relacionado con diversas enfermedades sistémicas como
la diabetes, enfermedades cardiovasculares, bajo peso al nacer, enfermedad pulmonar
obstructiva crénica, neumonia, artritis reumatoide y actualmente se ha vinculado con
Enfermedad de Alzheimer; pero a pesar de que se conocen varias hipétesis sobre esta
relacion hace falta evidencia cientifica que explique la verdadera relacion entre ambas
patologias bajo la hipétesis inflamatoria. Este trabajo evalué polimorfismos en region
promotora de los genes de respuesta inflamatoria como la IL-10, IL-17, y el receptor
NALP-3 en pacientes con y sin Enfermedad de Alzheimer, planteando que la Periodontitis
es un factor de riesgo que contribuye al establecimiento y a la progresién de la Enfermedad
de Alzheimer. Con estos resultados se espera proponer el tratamiento periodontal, como
parte del manejo integral preventivo de la Enfermedad de Alzheimer y la aplicacion de
protocolos y guias de manejo del paciente con Enfermedad de Alzheimer o con riesgo a
padecerla; ademas de la contribucién al conocimiento cientifico actual de la patogenia de

estas enfermedades.
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5. REFERENTE TEORICO

Durante los Gltimos 20 afios se han estudiado los procesos infecciosos de la cavidad oral
que inician durante la juventud y su relacion con la Enfermedad de Alzheimer (EA) durante
la adultez y la vejez (Kondo)®. La evidencia sugiere que la Enfermedad de Alzheimer,
podria iniciarse o exacerbarse debido a la presencia de agentes infecciosos y respuestas
inflamatorias y oxidativas, afectando el cerebro continuo y gradualmente a través de los
afios. En el estudio publicado por Lim y cols. en 2015 se reporta que la exposicion
temprana y de larga data a agentes infecciosos predispone al desarrollo de la enfermedad a
una edad adulta (Lim)®3. Se plantea que la inflamacion sistémica cronica empeora el
proceso inflamatorio a nivel cerebral, lo cual puede explicarse por el aumento de
mediadores inflamatorios, como las citocinas IL-1, IL-6 y el factor de necrosis tumoral-a

(TNF-0) a nivel plasmatico (Gaur).3*

El término demencia es utilizado con el fin de describir un sindrome en el cual se
evidencian alteraciones en diferentes dominios cognoscitivos, los cuales afectan la
funcionalidad de los individuos en varios ambitos de su vida cotidiana, sin que se presente
deterioro de su nivel de conciencia. Esta demencia fue descrita por primera vez en 1906,
cuando el Doctor Alois Alzheimer revel6 las caracteristicas clinicas y anatomopatoldgicas
de su paciente Auguste D, quién a la edad de 51 afios desarroll6 un trastorno afaso-
apraxico, agndsico y amnésico, muriendo posteriormente a la edad de 56 afios con una
demencia severa. Han pasado 105 afios desde las primeras descripciones de este trastorno y
solo hasta ahora la ciencia se ha aproximado a un mejor conocimiento de esta enfermedad
(Valls-Pedret)®,

Por otra parte, es importante mencionar que se ha establecido recientemente una

actualizacion de los criterios de la EA, en los cuales se establece la existencia de tres
estadios de la enfermedad: preclinico, déficit cognoscitivo minimo y demencia tipo
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Alzheimer. Teniendo en cuenta que definimos la demencia como un sindrome, y éste a su
vez se define como un conjunto de signos y sintomas, es importante mencionar que existen
cuatro elementos caracteristicos que enmarcan este cuadro. 1) La demencia afecta la
cognicion (memoria, atencion, funciones ejecutivas, etc.), 2) Es un proceso en el cual se va
presentando un deterioro global. 3) Los sintomas representan un deterioro en la
funcionalidad, 4) EI deterioro cognitivo se presenta en ausencia de delirio (Ibor)®
(Lage)*'.

Las diferentes formas de demencia, incluida la Enfermedad de Alzheimer, 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 triplicard para 2050, hasta los 115 millones de
personas afectadas estando las civilizaciones occidentales y los paises en desarrollo en
especial riesgo (Ferri)®.. Latinoamérica es una de las regiones que se veran mas afectadas y
los casos aumentaran desde los méas de 7,8 millones de personas desde la actualidad hasta
mas de 27 millones en 2050 (de Sanchez)®. En Colombia se ha determinado una
prevalencia de demencia del 1.8 al 3.4% en pacientes mayores a 65 afios, siendo las
regiones de mayor prevalencia la regidén suroccidental y la oriental. Las proyecciones
presentadas de demencia en mayores de 60 afios y el crecimiento poblacional esperado
segun el DANE (Departamento Administrativo Nacional de Estadistica) en Colombia son

cifras de alto impacto para los sistemas de salud (Prada)*.

Entre los factores de riesgo de la EA se encuentra la vulnerabilidad y/o susceptibilidad
genética, debido entre otros, a polimorfismos en genes de citocinas y receptores asociados a
procesos inflamatorios con el desarrollo de la EA, cuyo evento patogénico central
involucraria una disfuncion glial. La asociacion de la neuroinflamacion con la EA esta
avalada por estudios neuropatoldgicos y epidemiologicos, y se plantea que, la inflamacion

favorece al procesamiento defectuoso del beta-amiloide (AB) y de la proteina precursora
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del amiloide (APP), favoreciendo la agregacion del AP, potenciada en condiciones pro-

inflamatorias. (George)*? (Corner)®.

La periodontitis es una enfermedad infecciosa en la que la respuesta inmunoldgica
desregulada del hospedero susceptible desencadena la destruccion progresiva e irreversible
de los tejidos de soporte dentarios, es el resultado de la compleja interaccion entre las
bacterias, la respuesta inmune del hospedero y los mecanismos de homeostasis de los
tejidos de soporte. Ademas, la susceptibilidad a la periodontitis se encuentra influenciada
por determinantes genéticos y ambientales que generan un fenotipo individual de riesgo
(Kornman K. S.)* (Cekici)* (Hajishengallis G. D.)* (Graves D. T.)*'.

Gracias a los avances tecnologicos en genética, bioquimica y en otras disciplinas se ha
generado un acercamiento a los mecanismos etiopatogénicos implicados en esta
enfermedad, de alli el interés de enmarcar la investigacion relacionada con la Enfermedad
Periodontal, término referido a dos entidades comunes que afectan los tejidos
periodontales. La primera es la gingivitis, forma mas leve manifestada como una respuesta
inflamatoria de la encia, en la cual se mantiene el tejido conectivo de insercion 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, y rasgos genéticos y
epigenéticos, todos ellos modulados y controlados por las respuestas inmunes e
inflamatorias del hospedero. La segunda es la periodontitis considerada como una respuesta
inmune individual en la cual existe un cambio en el contenido de la microbiota oral, que se
manifiesta con la pérdida progresiva de insercion clinica, este término hace referencia a las
fibras de tejido conectivo gingivales que se insertan al cemento radicular, pérdida de hueso
alveolar, presencia de bolsas periodontales, edema del tejido conectivo gingival,
agrandamiento o recesion gingival, sangrado al sondaje, aumento en la movilidad y pérdida
dental. Histopatologicamente se encuentra migracion del epitelio de union, 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.

No existe una edad particular de aparicion de la misma, pero es claro que la periodontitis
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puede considerarse en edades entre 40 y 50 afios, afectando aproximadamente, en su forma
leve, del 40 al 60% de los adultos occidentales (Chen)*® (Oliver)*. La periodontitis severa
(caracterizada por pérdida de insercion clinica mayor o igual a 5mm) afecta al menos de 8 a
15% de la poblacion adulta. (Preshaw)*®®  (Pihlstrom)®! (Armitage)®? (Kinane)®

(Flemmig)>* (Berezow)* (Liu Y. C.)%.

A nivel mundial las Enfermedades Periodontales, afectan a un 15% a 20% de los adultos de
edad media (35-44 afos), latinoamérica presenta una prevalencia del 90% de gingivitis o
periodontitis y el 30% corresponde a periodontitis cronica. De igual manera, la Cuarta
Encuesta de Salud Bucal (ENSAB 1V) realizada 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 afios, presentan 95% de
prevalencia de la misma, en donde, 17.7% de los casos corresponden a periodontitis de

moderada a severa (Pefialoza)®’.

El proceso inflamatorio inicial dentro del tejido periodontal se considera mas que un
proceso patoldgico, un mecanismo de defensa fisioldgico 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
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. (Van Dyke)*® (Van Dyke T. E)*

Los procesos inflamatorios cronicos se manifiestan con la presencia no solamente en el
sitio afectado sino en el torrente circulatorio de citocinas y quimiocinas (citocinas
guimiotacticas), 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
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macrofagos) durante la fase inicial y por los linfocitos durante la etapa establecida y
avanzada de la lesion periodontal (Ara)®°.

Después del reconocimiento y presentacion de los antigenos periodontopaticos, citocinas
como el Factor de Necrosis tumoral alfa (TNF-a), la interleuquina-1 y la interleucina-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
osteoclastogénesis. 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 citocinas inflamatorias como resultado de

este estimulo (Garlet) .

A pesar que la evidencia acerca del rol bacteriano en la progresion de la Enfermedad
Periodontal, la carga bacteriana parece no ser suficiente para explicar la severidad y la
progresion variable en personas diferentes. Existe evidencia fuerte que demuestra que
algunos factores permiten amplificar los procesos inflamatorios y aumentan la severidad de
la enfermedad periodontal. Investigaciones a lo largo de 20 afios, han reportado que las
caracteristicas de la Enfermedad Periodontal pueden explicarse a traves de factores
genéticos, manifestados por medio de marcadores; estos estudios han demostrado que las
variaciones genéticas en dichos marcadores (polimorfismos) son comunes, y representan un
mecanismo por el cual los individuos manifiestan, variaciones clinicas. Dado que ciertas
citocinas regulan procesos inflamatorios, se han estudiado las relaciones entre las
variaciones genéticas, la produccion de citocinas y la severidad de la Periodontitis
(Axelsson)®? (Hugoson)®® (Larsson)®*. Las citocinas se encuentran involucradas en procesos
inflamatorios que llevan a la destruccion tisular y a la presentacion de formas clinicas de
periodontitis. Maney, & Owens en 2015, reportaron polimorfismos genéticos en varias
citocinas en diferentes grupos poblacionales tanto en Periodontitis cronica como en

agresiva (Maney)®.
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Las personas con Enfermedad Periodontal presentan aumento en el riesgo de desarrollar
enfermedades sistémicas y padecer efectos adversos sobre diferentes érganos a través de los
procesos inflamatorios producto de la bacteremia asociada con procedimientos
periodontales e incluso con el cepillado y el uso de la seda dental. EI compromiso sistémico
mas reportado son las alteraciones cardiovasculares entre las cuales se encuentran
endocarditis bacteriana, infarto del miocardio, cardiopatia isquémica, trombosis,
aterosclerosis e insuficiencia coronaria (El Kholy)®. Con relacion a patologias pulmonares
se encuentran neumonia bacteriana, bronquitis, enfermedad pulmonar obstructiva cronica
(EPOC) vy abscesos pulmonares como asociadas con pacientes periodontalmente
comprometidos (Bansal)®’. La periodontitis se constituye en un factor de riesgo para
desarrollar diabetes Mellitus y se tiene evidencia que la glucemia se controla después del
tratamiento periodontal. También puede ocasionar trastornos como colitis ulcerativa y
necrosis hepatica. De igual manera, se plantea como factor de riesgo del infarto cerebral y
los tromboembolismos pulmonares (Wu Y.)%. Igualmente la evidencia sugiere que la
enfermedad periodontal aumenta siete veces mas el riesgo de las maternas a desarrollar

parto pretérmino y bebés de bajo peso (Ide)®® (Garcia)’® (Pefia Sisto)’?.

La periodontitis se relaciona con la enfermedad de Alzheimer, debido a que es una
infeccion cronica periférica que genera una respuesta inflamatoria sistémica. Las células
leptomeningeales envian sefiales inflamatorias sistémicas a la microglia residente del
cerebro iniciando la neuroinflamacién, se cree que este tipo de microglia responde de

manera exagerada a la inflamacion sistémica (Wu)"2.

A nivel cerebral, las citocinas mas notables son el factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a),
interleucina-1-beta (IL-1pB), interleucina-17 (IL-17) e interleucina-6 (IL-6), la familia de
interferon- gamma (IFN-y) y el factor de crecimiento transformante- beta (TGF-B). Todos
ellos actian en contexto para modular los procesos inflamatorios que afectan la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica (BHE) (Cacquevel)”® (Mrak)™* (Gaur)™.
Después del reconocimiento y presentacion de los antigenos periodontopaticos, citocinas

como el Factor de Necrosis tumoral alfa (TNF-a), la interleucina- 1B y la interleucina-6,
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son las primeras en aparecer en el proceso de patogénesis periodontal (Garlet)’® y son
responsables de la migracion celular inflamatoria, degradacion de la matriz extracelular y
de la osteoclastogénesis (Graves)’’. 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 citocinas inflamatorias
como resultado de este estimulo (Loesche)’®.

Se han propuesto varias teorias en cuanto a la relacién entre la Enfermedad Periodontal y la
Enfermedad de Alzheimer, entre ellas: a. Invasion directa de patégenos periodontales y/o
sus factores de virulencia en el tejido cerebral, b. Exposicion cronica de patdgenos
periodontales y sus exotoxinas que pueden modificar los mediadores inflamatorios
sistémicos, c. La periodontitis y la Enfermedad de Alzheimer pueden compartir una causa
comun debido a la expresion de fenotipos hiper inflamatorios y el rol de los polimorfismos,
incluyendo la apoliproteina (APOE) alfa 4 como un genotipo que induce Inflamacién e

infeccion (Gaur) °.

Otros estudios reportan mecanismos subyacentes para una potencial relacion bidireccional
entre periodontopatias y Enfermedad de Alzheimer, al sugerir como mecanismo, la
diseminacion metastasica de bacterias gramnegativas por via neuronal o bacteremia, o el

dafio de tejido cerebral por mediadores quimicos periodontales (Loesche).

La interleucina-10 es una citocina pleiotrdpica que inhibe la inmunidad mediada por células
mientras estimula la inmunidad humoral, ademas inhibe la sintesis de citocinas como IFN-
Y, IL-2 y TNF-o. Parece que la IL-10 neutraliza la inflamacion, reduciendo su duracion y
magnitud. En un modelo en raton se demostro que la deficiencia de IL-10 induce el

desarrollo de enfermedad inflamatoria cronica (Kaur)®!.

En enfermedad periodontal, la IL-10 desempefia un papel importante en la supresién de las

respuestas inmunes inhibiendo la capacidad de los macr6fagos para presentar antigenos (de
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Waal Malefyt)® (Fiorentino)®. La IL-10 interfiere directamente en la produccion de IFN-y
e IL-17 por las células Th-17 (Jovanovic)® (Naundorf)®. La IL-10 juega un rol protector
en la destruccion del tejido ya que regula las metaloproteinasas de la matriz (MMP) vy el
RANKL, induciendo el factor inhibidor de las MMP (Concejero)®® (Claudino)®’ (Garlet
G.)%. Esta ampliamente expresada en tejidos periodontales inflamados, aparentemente
limitando la severidad de la enfermedad (Garlet G.)® (Lappin)®. El mRNA de IL-10 ha
sido detectado en lobulos frontales y parietales del cerebro normal por su rol en la
homeostasis neuronal y la supervivencia celular mediante la interaccion de receptores
especificos de la superficie celular (Strle)®?, ademas disminuye la respuesta inflamatoria
porque reduce la sintesis de citocinas proinflamatorias como la IL-1 y TNF-a, suprimiendo
la expresion del receptor de citocinas e inhibiendo el receptor de activacion en el cerebro
(Ledeboer)®?. Se ha demostrado que el AP no estimula la produccion de IL-10 por células
gliales in vitro, pero la pre-exposicion de las células gliales a la IL-10 inhibe el AB, o los
LPS inducen la producciéon de citocinas inflamatorias, como consecuencia las células
gliales y las citocinas contribuyen en la progresion de la neurodegeneracion en pacientes
con Enfermedad de Alzheimer (Mrak)®®. Estos hallazgos sugieren que la IL-10 y sus
polimorfismos genéticos pueden incrementar el riesgo de desarrollar Enfermedad de
Alzheimer de inicio tardio (Di Bona)** Se ha estimado que del 50 — 80% de las diferencias
en la produccion de 1L-10 pueden ser explicadas por factores genéticos (Reichert)®.

La Interleucina-17, descubierta en 1993, es una citocina proinflamatoria que presenta 6
ligandos (IL-17 A-F); la IL-17A ejerce varias funciones bioldgicas, las cuales pueden estar
involucradas en la patogénesis de un amplio rango de desordenes inflamatorios, asi como
condiciones infecciosas (lwakura)®. Parece ser que la I1L-17 estimula la produccion de
citocinas que especificamente atraen neutrofilos al sitio de la inflamacion (IL-8, CXCL6
(proteina quimiotactica granulocitica-2)), o estimula la granulopoyesis en la médula 6sea
(IL-6, G-CSF (factor estimulador de colonias de granulocitos) GM-CSF (factor estimulador
de colonias de granulocitos y macrofagos)). Adicionalmente, la IL-17 induce la produccion

de IL-1B y TNF-a en macrofagos (Witowski)®’. Se ha asociado la IL-17 con el incremento
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de la expresion del receptor activador del RANKL (ligando de receptor activador del factor
nuclear kappa beta), el principal factor estimulador de la diferenciacion y activacion de los

osteoclastos (Van Bezooijen)%.

Bajo condiciones experimentales, parece que la IL-17 tiene una importante funcion
protectora ya que la delecion genética de los receptores de la IL-17 evita la pérdida Gsea
periodontal estimulada por P. gingivalis in vivo, esto puede deberse al papel de la IL-17 en
la estimulacién de quimiocinas que inducen el reclutamiento de neutréfilos. Sin embargo,
los seres humanos con periodontitis tienen niveles aumentados de células Th17 y ARNm de
IL-17, en comparacién con tejidos sanos, pero no demuestran que la IL-17 contribuya al
proceso destructivo (Graves D. T.) %. Estudios clinicos han reportado incremento de los
niveles de IL-17 asociados con la periodontitis crénica y se han encontrado concentraciones
elevadas en tejidos adyacentes a la destruccion 6sea (Ohyama)'® (Takahashi)!®:. El
impacto directo de la IL-17 en el recambio 6seo en artritis reumatoide ha sido claramente
demostrado (Arroyo-Villa)!%? (Baek)!%® (Park)!®* (Queiroz-Junior)!®® (Sato)!®®, lo que

sugiere la naturaleza osteoclastica de esta citocina.

El gen NLRP 3 esta localizado en el cromosoma 1g44, y su organizacion gendomica presenta
9 exones, destacando por su tamafio el exdn 3 y se expresa fundamentalmente en
monocitos, neutrofilos y condrocitos. La criopirina pertenece a la familia de los receptores
citosolicos de tipo Nod (NLR, del inglés Nod-like receptor), involucrados en la respuesta
inmune innata, a semejanza de lo que ocurre con los receptores de tipo Toll (TLR, del
inglés Toll-like receptors) (Creagh)!®’.Componente del inflamasoma es un complejo
multiprotéico formado por la caspasa 1, PYCARD, una NALP y en ocasiones una caspasa 5
u 11, promueve la maduracion de las citoquinas de la inflamacién interleucina 1-B e
interleucina 18. El inflamasoma es responsable de la activacion de los procesos
inflamatorios, y se ha demostrado que induce la piroptosis celular, un proceso de muerte
celular programada que se produce con mayor frecuencia tras la infeccion con patégenos

intracelulares y es probable que forme parte de la respuesta antimicrobiana.

La inmunidad innata y la respuesta inflamatoria juegan un rol importante en la patogénesis
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de la enfermedad de Alzheimer. Recientemente la informacion ha vinculado la activacion
del inflamosoma NLRP3 a la patogénesis de la EA. Considerando la importancia del rol del
NLRP3 en los procesos inflamatorios y en la EA, se hipotetiza que las variaciones en el gen

del NLRP-3 se consideran factores de riesgo para la a enfermedad de Alzheimer (Tan)%,

Con respecto a la Enfermedad Periodontal se demostré una expresion mejorada del
complejo inflamasoma NALP3. Esta ruta de sefializacion de citocinas puede, por lo tanto,
ser crucial en el control regulador de respuestas inflamatorias en Enfermedades

Periodontales (Bostanci )*°°.
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6. OBJETIVOS

6.1. OBJETIVO GENERAL
Relacionar la presencia de polimorfismos en los genes de citocinas y receptores de
respuesta inmune IL-10, IL-17 y NALP-3 con la severidad de la Enfermedad Periodontal en

pacientes con y sin 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-10
(rs1800896, rs1800872), IL-17 (rs10484879, rs7747909, rs2275913) y
NALP3 (rs2027432, rs2066844, rs10754558) 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 poblacién objeto de estudio.
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7. METODOLOGIA

Se realizd6 un estudio descriptivo, con enfoque empirico analitico con informacion
predominantemente cuantitativa. Se incluyeron pacientes con diagnostico de Enfermedad
de Alzheimer comprobado por especialistas de la Clinica de Memoria de Manizales, con un
rango de edad entre 65 y 80 afios, de ambos sexos. La poblacion fue de 62 pacientes. Los
criterios de inclusion de casos con EA fueron los siguientes: 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,
y los criterios de inclusion para personas sin Enfermedad de Alzheimer fueron: 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 psiquiatrica confirmado por la Clinica de Memoria, ausencia HTA
no controlada o enfermedad neurolégica. Se excluyeron pacientes con patologia
neuroldgica o psiquidtrica 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.

-Etapas de la__investigacion

1. Posterior a la aprobacion por el comité de bioética de la UAM (Acta. 048 de julio 8 de
2015) y al diligenciamiento del consentimiento informado por el paciente y el acudiente
autorizando o0 no su participacion en el estudio para el registro de los datos
sociodemograficos se realizo la evaluacion del estado de salud periodontal aplicando el
protocolo denominado Evaluacion clinica de enfermedad periodontal de la AAP (1999)
(Armitage)!®, lo que permiti6 establecer el grado de severidad y extension de la

Enfermedad Periodontal para cada paciente.
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Se realiz6 un examen de boca completa que incluyo el registro del Periodontograma con los
hallazgos de sondaje y sangrado al sondaje para establecer el diagndstico con los siguientes

criterios (Armitage G.)**.

- Periodontitis cronica leve a moderada: Definicién de caso: inflamacién de la

encia que se extiende hacia el aparato de insercion caracterizada por pérdida de
insercion clinica debida a destruccion del ligamento periodontal y pérdida del hueso

de soporte. Hallazgos clinicos: 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 radiografica de pérdida Osea y

movilidad, la cual puede ser localizada o generalizada.

- 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 combinacién de los siguientes signos y sintomas: edema,
eritema, sangrado al sondaje y/o supuracion. El soporte periodontal esta perdido en
mas de un tercio del tejido. Hay pérdida de insercion 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. La extension se evalud si
compromete mas del 30 % de los dientes se consider6 generalizada, son

compromete menos del 30% de los dientes involucrados se consider6 localizada.

2. Para identificar los polimorfismos de genes relacionados con la Enfermedad Periodontal

en la poblacién objeto de estudio, se realizo el siguiente procedimiento:

i. Extraccion de una muestra de sangre periférica

ii. Extraccion de ADN con kit comercial siguiendo las instrucciones del fabricante (Kit de

Qiagen)
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iii. Amplificacién del ADN por RT-PCR (reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo
real)

iv. Genaotipificacion de los polimorfismos asociados a los genes de interés mediante sondas
Tagman (Applied Biosystem)

v. Andlisis mediante el software Allelic discrimination (Applied Biosystems).

vi. Comparacion de la distribucién de genotipos en la poblacion estudiada para los

diferentes SNP de los genes de interés.

Procedimiento para la Genotipificacion:
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:

° 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 realiz6 en un volumen de 10 uL con 2 uL de DNA
genémico, 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 amplificacién que
consiste en 15sa95°Cy 1 mina60°C.

° La curva especifica fluorescente para cada alelo y la discriminacién alélica fueron
visualizadas y analizadas mediante el software Allelic discrimination (Applied

Biosystems).

3. Para relacionar los polimorfismos genéticos de los genes de interés con las caracteristicas

clinicas periodontales en la poblacion objeto de estudio se realizo un:
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e Anadlisis 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).

e  Evaluacion de asociaciones entre variables usando analisis bivariado y multivariado
con modelo de regresion logistica, controlados por edad y género utilizando el programa
IBM SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) version 24.

Andlisis estadistico:

En primera instancia, todos los cuestionarios se digitalizaron en una hoja de célculo de
Excel para ser exportados posteriormente a una base de datos del programa IBM SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences) version 24, obteniendo asi, toda la informacion

de los participantes. Luego, se realizaron los andlisis estadisticos correspondientes.

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.

Para el anélisis bivariado, se us6 la prueba Chi-cuadrado de Pearson, para identificar si
factores como el género, estrato, consumo de tabaco y alcohol se encuentran relacionados
con la severidad de la enfermedad periodontal y los polimorfismos genéticos. Se utiliz6 una
prueba no paramétrica de Mann-Whitney y Kruskal-Wallis para comparar la distribucion de
los datos entre dos 0 méas de dos grupos, respectivamente. Finalmente, se utilizd un modelo
de regresion logistica con el objetivo de modelar como influye en la probabilidad de
Enfermedad de Periodontal, la Enfermedad de Alzheimer y la presencia 0 no de diversos

polimorfismos genéticos.
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8. RESULTADOS

Los datos obtenidos de los sujetos estudiados se procesaron en una base de datos del
programa IBM SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) version 24, obteniendo
asi, toda la informacién de los participantes. Luego, se realizaron los andlisis estadisticos
correspondientes. Se utilizaron tablas de frecuencia y contingencia, y 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 dispersién, como el minimo, el

maximo, la media y la desviacion tipica o estandar.

En el andlisis bivariado, se utilizo la prueba Chi-cuadrado de Pearson, para identificar si
factores personales como el género, estrato y consumo de tabaco y alcohol se encuentra
relacionados con la severidad de la Enfermedad Periodontal y los polimorfismos genéticos.
Se utilizo 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.

Finalmente, se utilizé6 un modelo de regresion logistica con el objetivo de modelar cémo
influye en la probabilidad de Enfermedad de Periodontal, la Enfermedad de Alzheimer y la
presencia 0 no de diversos polimorfismos genéticos. Este modelo permite identificar los
factores de riesgo y los polimorfismos genéticos asociados a la Enfermedad de Periodontal

(Silva)2,

La regresion logistica es un instrumento estadistico de analisis multivariado, de uso tanto

explicativo como predictivo. La expresion estadistica del modelo es:

loglt = ﬁo + :lel + ﬁzXz + -+ ﬂpo
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En este modelo la variable dependiente fue dicotomica que representd: 0= sin Enfermedad
Periodontal y 1= con Enfermedad Periodontal. En todos los casos se utilizd 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 utiliz6 0.10 como probabilidad
de entrada para el método por pasos, es decir, que el modelo fue 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 pudieron
demostrar ser fuertes predictores de la misma al tomarlas en conjunto con el resto de
variables explicativas. De igual forma se entendié que para la significancia estadistica de
los pardmetros se contrastdé a través de un nivel de significancia del 10%. Se incluy6

ademas en el modelo, el término de la constante.

Caracteristicas demograficas:

En el presente estudio se evaluaron 62 pacientes (20 pacientes con Enfermedad de
Alzheimer y 42 pacientes sin Enfermedad de Alzheimer), de los cuales el 32.3%
presentaron Enfermedad de Alzheimer y el 67.7% no la presentaron. El 82.3% de los
diagnosticados con EA y el 81% de los pacientes sin EA fueron mujeres. El rango de edad
estuvo comprendido entre 41 y 98 afios, con un promedio de 70.2 +/- 13 afios. La edad
promedio de los pacientes con EA fue de 84 +/- 8 afios y de los pacientes sin EA 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 la tabla 1 y en las figuras 1, 2 y 3, se observa que el 50% de los pacientes con EA no
presentaron signos clinicos de Enfermedad Periodontal, mientras casi el 90% de los
pacientes sin EA presentaron algin nivel de severidad de Enfermedad Periodontal,
mostrando de esta manera una diferencia en la severidad periodontal en los dos grupos de

pacientes (p=0.005). Este hallazgo puede deberse a que el 85% de los pacientes con EA y el
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40.5% de los pacientes sin EA presentaron protesis dental (total o parcial), por tanto, dentro
de la muestra seleccionada es méas probable que los pacientes con EA tengan protesis que
aquellos sin EA (p=0.001). Se encontré que el 20% de los pacientes con Alzheimer y el
85.7% de los pacientes sin EA tienen historia de Enfermedad Periodontal (p=0.024).
Factores como el sexo, consumo de tabaco, consumo de alcohol y estrato socioecondmico,
son similares entre los pacientes con EA y pacientes sin EA (p>0.05). ElI consumo de
tabaco es de cerca del 23%, el de alcohol es de 16.1% y el estrato mas frecuente es el

estrato medio con un 67.75% de participacion.

Figura 1. Severidad de la Enfermedad Periodontal en funcién de los grupos de pacientes
estudiados

50.0%

Sin enfermedad L bAnder 30 g

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 1. Caracteristicas demogréficas

Sin EA EA Total
Caracteristicas
N | % N % n % p*
Masculino | 8 19,0% | 3 15,0% | 11 | 17,7%
Sexo 0,697
Femenino 34 [81,0% |17 |85,0% |51 |82,3%
Sin
4 95% |10 [50,0% |14 | 22,6%
enfermedad
Diagnostico Leve 17 |405% |4 |200% |21 |33.9% | g qos
Periodontal '
Moderada 8 19,0% | 2 10,0% | 10 | 16,1%
Severa 13 |31,0% | 4 20,0% | 17 | 27,4%
No 25 | 595% |3 15,0% | 28 | 45,2%
Protesis 0,001
Si 17 |405% | 17 |85,0% | 34 | 54,8%
Total 8 19,0% | 16 | 80,0% | 24 | 38,7%
Tipo Protesis Parcial 10 [23,8% |1 50% |11 |17,7% | 0,000
No Tiene 24 | 571% |3 15,0% | 27 | 43,5%
Historia de No 6 14,3% | 8 40,0% | 14 | 22,6%
) . 0,024
Periodontitis Si 36 | 857% | 12 | 60,0% | 48 | 77.4%
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No 32 | 76,2% | 16 | 80,0% | 48 | 77,4%
Tabaco 0,737
Si 10 [23,8% | 4 20,0% | 14 | 22,6%
No 36 |857% |16 | 80,0% |52 | 83,9%
Alcohol 0,567
Si 6 14,3% | 4 20,0% | 10 | 16,1%
Bajo 5 11,9% | 2 10,0% | 7 11,3%
Estrato _
) o Medio 30 | 71,4% | 12 | 60,0% | 42 | 67,7% | 0,483
socioeconémico
Alto 7 16,7% | 6 30,0% | 13 | 21,0%

*Prueba Chi-cuadrado

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 2. Uso de prétesis dental en funcion de los grupos de pacientes estudiados

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 3. Historia de Enfermedad Periodontal en funcion de los grupos de pacientes

estudiados

40 0%

n Hiskrna Sin Heslona

EP g Sin g Con EP

Fuente: Elaboracion propia.

La tabla 2 muestra las condiciones periodontales de los sujetos evaluados. Se observo que
los pacientes con EA presentaron en promedio 4.7 +/- 6.5 dientes y los pacientes sin EA
20.4 +/- 9.1 dientes en promedio, muchos mas dientes presentes que los pacientes con EA
(p=0.000), lo que es consecuente con la utilizacion de prétesis dentales en los pacientes con
la EA. También se evidencié que los pacientes con EA presentaron un indice de Placa
Dental de 38.6%, mientras que en los pacientes sin EA, el porcentaje de placa bacteriana
fue menor 20.1% (p=0.003). El indice de sangrado, la profundidad de sondaje y el nivel de
insercion fueron similares 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 vy el
nivel de insercion fue de 2.9 +/- 1.4 mm.

40



Tabla 2. Estado de salud periodontal.

SIN EA EA Total
Indicadores
de Salud | Media | SD Media | SD Media | SD p*
Oral
NUumero de
Dientes 20,4 91 47 6,5 15,3 11,1 | 0,000
Presentes
% Indice de

20,0 15,1 | 19,8 17,3 | 19,9 15,4 | 0,977
Sangrado
% Indice de

20,1 13,8 | 38,6 26,1 | 24,3 18,7 | 0,003
placa
Profundidad
al  Sondaje | 2,3 5 2,4 ,6 2,4 5 0,722
(mm)
Nivel de
insercion 2,8 1,2 3,4 1,8 29 14 0,167
(mm)

*Prueba de Mann-Whitney

Fuente: Elaboracidn propia.

Al relacionar el sexo de los pacientes con variables como Enfermedad Periodontal, uso de
protesis, y factores ambientales como el consumo de alcohol (figura 4) y tabaco (tabla 3),

se encontré una diferencia estadisticamente significativa entre hombres y mujeres en el
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consumo de alcohol, donde los hombres mostraron un mayor consumo (36.4%) comparado
con las mujeres (11.8%) (p=0.044). Las otras variables no presentaron diferencias en

relacién con la caracteristica sexo (p>0.05).

Tabla 3. Estado periodontal, uso de protesis y consumo de alcohol y tabaco con relacion al

SEX0

Masculino | Femenino Total

Caracteristica

Sin
3 273% |11 | 21,6% | 14 22,6%
enfermedad
Diagnostico [ eve 3 [273% [18 |353% |21 | 339% |77
Periodontal '
Moderada 1 91% |9 17.6% | 10 16,1%
Severa 4 36,4% | 13 | 25,5% | 17 27,4%
No 6 545% | 22 | 43,1% | 28 45,2%
Protesis 0,490
Si 5 455% | 29 |56,9% | 34 54.8%
Total 4 36,4% | 20 | 39,2% | 24 38,7%
Tipo de i
o Parcial 1 (91% |10 |19,6% |11 17,7% | 0,620
Protesis
No Tiene 6 545% | 21 | 41,2% | 27 43,5%
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Historia  de No 1 91% |13 | 255% | 14 22,6%
) o 0,238
Periodontitis g 10 | 90,9% | 38 | 74.5% | 48 77.4%
No 7 63,6% | 41 | 80,4% |48 77,4%
Tabaco 0,228
Si 4 36,4% | 10 | 19,6% | 14 22,6%
No 7 63,6% | 45 | 88,2% |52 83,9%
Alcohol 0,044
Si 4 36,4% | 6 11,8% | 10 16,1%
Bajo 2 18,2% | 5 98% |7 11,3%
Estrato Medio 7 63,6% | 35 | 68,6% | 42 67,7% | 0,728
Alto 2 18,2% | 11 | 21,6% | 13 21,0%
*Prueba Chi-cuadrado
Fuente: Elaboracion propia.
Figura 4. Consumo de alcohol en funcion del género
100.0%
90.0%
80.0%
70.0%
60.0%
50.0%
40.0% 36.4%
30.0%
20.0%
11.8%

10.0%
0.0%

Mo Consume

M Masculino M Femenino

Fuente: Elaboracion propia.

Si Consume
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En la tabla 4 se observéd que, en relacion a los indices periodontales, no se evidenciaron

diferencias estadisticamente significativas entre hombres y mujeres, a partir de la prueba de

Mann-Whitney (p>0.05). Por lo tanto, se puede determinar para este estudio, que ambos

sexos presentaron estados de salud periodontal similares, pero en el sexo masculino existio

una tendencia a presentar mayor pérdida en el nivel de insercion comparado con el sexo

femenino.

Tabla 4. Estado periodontal con relacion al genero

insercion (mm)

Caracteristica Masculino Femenino Total
o o Desviaci6
) Desviacion ) Desviacion )
Media Media ] Media | n p*
estandar estandar ]
estandar
NUmero de
_ 15 13 15 11 15 11 0,926
Dientes Presentes
% Indice de
15,4% | 8,2% 21,0% | 16,5% 19,9% | 15,4% 0,713
Sangrado
% Indice de placa | 19,8% | 14,9% 25,3% | 19,4% 24,3% | 18,7% 0,500
Profundidad  al
_ 2,6 5 2,3 5 2,4 5 0,196
Sondaje (mm)
Nivel de
4,1 2,1 2,7 1,0 2,9 1,4 0,077

*Prueba Mann- Whitney

Fuente: Elaboracidn propia.
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Polimorfismos genéticos y Enfermedad Periodontal.

Se describieron los resultados encontrados con relacion a la presencia de polimorfismos
genéticos en los pacientes con y sin EA incluidos en el estudio. Igualmente se relacion6 la

presencia de estos polimorfismos genéticos con la severidad de Enfermedad periodontal.

La tabla 5 muestra los polimorfismos genéticos en los genes de interés evaluados en
pacientes con EA y pacientes sin EA. Los resultados mostraron diferencias en el marcador
del gen de la IL-17 (rs7747909) (figura 5) entre ambos grupos de pacientes, en donde los
pacientes con EA presentaron en un 50% un genotipo G/A comparado con los pacientes sin
EA (9.5%). Los pacientes sin EA presentaron el genotipo A/A en un 64.3%, comparados
con los pacientes con EA en un 35%. En los demas marcadores no se evidenciaron

diferencias estadisticamente significativas entre pacientes con EA y pacientes sin EA.

Figura 5. Presencia del marcador genético IL-17 (rs7747909) en pacientes con y sin EA

Bl

2l 0%

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 5. Presencia de genotipos en diferentes marcadores genéticos para pacientes con y sin
Enfermedad de Alzheimer

Sin EA EA Total

Marcadores n % n % n % p*

C/IC |10 |238% |6 |30,0% |16 |258%

IL-10
CIT |19 [452% |9 |450% |28 |45.2% | 0,832
(rs1800896)
TIT [13 [310% |5 |250% |18 |29,0%
TT [1 [25% |2 [111% |3 |52%
IL-10 AA [5 [125% [0 [00% |5 |86%

0,240

(rs1800872) GIG |15 |37.5% |8 |44.4% |23 |39,7%

G/T |19 |475% |8 44.4% | 27 | 46,6%

TT |5 12,2% | 6 31,6% | 11 | 18,3%

IL-17

TG |9 |220% (6 |31,6% |15 |250% |0,079*
(rs10484879)

G/IG |27 |659% |7 |36,8% |34 |56,7%

AIA |27 |643% |7 |350% |34 |54,8%
L-17

G/IG |11 |26,2% |3 15,0% | 14 | 22,6% | 0,002
(rs7747909)

G/A |4 |95% |10 |50,0% |14 | 22,6%
IL-17 AA |3 |73% [0 |00% |3 [49% |0,305
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(rs2275913) G/G |22 |53,7% |14 | 70,0% | 36 |59,0%

G/A |16 |39,0% |6 30,0% | 22 | 36,1%

A/A |6 14,6% | 7 35,0% |13 | 21,3%
NALP-3

G/G |10 [24,4% |3 15,0% | 13 | 21,3% | 0,178
(rs2027432)

G/A |25 |61,0% | 10 |50,0% |35 |57,4%

C/IC |38 |950% |17 |850% |55 |91,7%
NALP-3

TT |0 00% |2 10,0% | 2 3,3% | 0,126
(rs2066844)

TIC |2 50% |1 50% |3 5,0%

C/IC |17 |425% |8 44,4% | 25 | 43,1%
NALP-3

GIG |2 50% |2 11,1% | 4 6,9% | 0,656
(rs10754558)

G/IC |21 [525% |8 44,4% | 29 | 50,0%

*Prueba Chi-cuadrado

Fuente: Elaboracién propia.

Al relacionar la presencia de marcadores genéticos con la severidad de Enfermedad

Periodontal entre pacientes con y sin EA (tabla 6), no se encontraron diferencias

significativas (p>0.05)
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Tabla 6. Presencia de genotipos en diferentes marcadores genéticos segun el nivel de
severidad de la Enfermedad Periodontal

Sin
Leve Moderada | Severa
Marcadores enfermedad
n % n % n % n % p*
C/IC |5 357% |7 33,3% | 2 20,0% | 2 11,8%
IL-10
CIT |4 28,6% |8 38,1% | 6 60,0% | 10 | 58,8% | 0,519
(rs1800896)
T/IT |5 357% |6 28,6% | 2 20,0% |5 29,4%
TT |1 7,1% 2 11,1% | 0 00% |0 0,0%
IL-10 A/A |0 0,0% 3 16,7% | 0 0,0% |2 12,5%

0,253

(rs1800872) I'G/G |8 [57,1% |5 |278% |6 |60,0% |4 | 250%

GIT |5 357% |8 44.4% |4 | 40,0% |10 |62,5%

TT |2 154% |5 25,0% |1 10,0% | 3 17,6%

IL-17

TG |5 |385% |4 |200% |2 |[200% |4 |235% | 0,836
(rs10484879)

G/IG |6 |462% |11 |550% |7 |70,0% |10 |58,8%

AA |6 |429% |12 |57,1% |7 |70,0% |9 |529%
IL-17

GIG |4 |286% |3 |143% |2 |20,0% |5 |294% |0,744
(rs7747909)

GIA |4 |286% |6 |286% |1 |10,0% |3 |17,6%
IL-17 A/A |0 |0,0% 2 |195% |0 [00% |1 |6,3% |0,484
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(rs2275913) | G/G |11 |78,6% |12 |57,1% |6 60,0% | 7 43,8%

G/A |3 214% |7 333% |4 |40,0% |8 50,0%

A/A |4 28,6% |3 15,0% | 2 20,0% | 4 23,5%

NALP-3
G/IG |5 357% |5 25,0% | 1 10,0% | 2 11,8% | 0,520
(rs2027432)
G/A |5 357% |12 |60,0% |7 70,0% | 11 | 64,7%
100,0
C/IC |13 [929% |17 |89,5% |10 y 15 | 88,2%
0
NALP-3

0,909
(rs2066844) | T/T |0 |0,0% 1 53% |0 00% |1 5,9%

T/C |1 7,1% 1 53% |0 00% |1 5,9%

C/IC |7 |500% |7 |389% |7 |70,0% |4 |250%
NALP-3
(rs10754558)

GIG |1 7,1% 1 56% |0 0,0% |2 12,5% | 0,407

G/IC |6 |429% |10 |556% |3 30,0% | 10 | 62,5%

* Prueba Chi-cuadrado

Fuente: Elaboraciédn propia.

Se encontrd una diferencia estadisticamente significativa el ser homocigoto A/A para el
rs7747909 del gen de la IL-17 en pacientes con historia de periodontitis y pacientes sin
historia de periodontitis, tal como se observa en la tabla 7. En la figura 6 se presenta la

relacién del marcador rs7747909 del gen de la IL-17 segun historia de periodontitis.
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Figura 6. Presencia del marcador genético

Periodontitis
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Fuente: Elaboracion propia.
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IL-17 (rs7747909) segun la historia

de

Tabla 7. Presencia de genotipos en diferentes marcadores genéticos segln la historia de

Periodontitis

Sin historia | Con historia
de de Total
Marcadores periodontitis | periodontitis
n | % n | % n % p*
C/C 5 35,7% 11 | 22,9% 16 25,8%
IL-10
CIT 5 35,7% 23 | 47,9% 28 452% | 0,593
(rs1800896)
TIT 4 1286% |14 |29,2% 18 29,0%
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TT |1 [83% |2 [43% |3 5.2%
] AA |0 [00% |5 [109% |5 8.6%
IL-10 o

555

(rs1800872) GIG |6 |500% |17 |37.0% |23 |39.7%

GIT |5 |417% |22 478% |27 | 466%

TIT |4 |308% |7 |149% |11 | 18.3%
IL-17
(510484879) TIG |4 |308% |11 |234% |15 | 250% | 0,274
IS

GIG |5 |385% |29 |61.7% |34 |567%

AA |5 [357% |29 604% |34 | 548%
IL-17
57747900) GIG |2 |143% |12 |250% |14 | 22.6% | 0,020
IS

GIA |7 |500% |7 |146% |14 | 226%

AA |1 [71% |2 [43% |3 4.9%
IL-17
52275013 GIG |10 | 714% |26 |553% |36 |59.0% | 0420
s

GIA |3 |214% |10 |404% |22 |36.1%

AA |3 [214% |10 |213% |13 | 213%
NALP-3
15202743) GIG |2 |143% |11 |234% |13 | 21.3% | 0,751
s

GIA |9 |643% |26|553% |35 |57.4%

C/IC |11 |91.7% |44 |91.7% |55 |9L.7%
NALP-3
(152066544) TT |0 [00% |2 |42% |2 33% | 0659
s

TIC |1 |83% |2 |42% |3 5.0%
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CIC |7 |583% |1839,1% |25 |431%
NALP-3
(rs10754558)

G/IG |0 |0,0% 4 |8,7% 4 6,9% | 0,356

G/IC |5 |41,7% |24 |522% 29 50,0%

* Prueba Chi-cuadrado

Fuente: Elaboracion propia.

Factores de riesgo para enfermedad periodontal

En la tabla 8 se muestra una prueba de ajuste global al modelo, que permitio identificar
como influyen los polimorfismos genéticos en la poblacion con EA con la probabilidad de
presentar Enfermedad Periodontal. Esta es una prueba de ajuste en un modelo de regresion
logistica, en el que la hip6tesis que se contrastd 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 significancia del 5%, no se rechazé la hipétesis de

que el modelo tiene un buen ajuste.

Tabla 8. Prueba de Hosmer y Lemeshow

Chi cuadrado p-valor

0.333 0.846

Fuente: Elaboracidn propia.
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La tabla 9 presenta el parametro estimado para cada una de las variables dependientes (B),
su error estandar (E.T), su significancia con la prueba de Wald y las estimaciones de los
odds ratio (Exp B). En éste primer modelo se involucraron la variable EA y la presencia de
marcadores genéticos, y se realizd la seleccion de variables por el método de seleccion
Forward. Se observd que los marcadores genéticos que mas se relacionaron con la
Enfermedad Periodontal son: La IL-10 (rs1800896) y el NALP3 (rs2066844). Los demés

marcadores no se encontraron asociados a la Enfermedad Periodontal.

Tabla 9. Estimacion del modelo de regresion logistica para la presencia/ausencia de

Enfermedad Periodontal a través el método de seleccion Forward

Variables seleccionadas B E.T. Wald gl p Exp(B)

IL-10 (rs1800896) (Ref: alelo
A/G)

A/A - 792 931 122 1 395 ,453
G/G

1,434 912 2,469 1 096 419

NALP-3 (rs2066844) (Ref: alelo
T/C)

CIC 1,542 686 5,054 1 ,025 4,676

Fuente: Elaboracion propia.
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Del modelo se puede extraer que los pacientes con el genotipo A/G del gen de la IL-10
(rs1800896) presentaron una tendencia al riesgo de presentar Enfermedad Periodontal
comparado con los pacientes con el genotipo G/G (p=0.096). Por ultimo, la presencia del
genotipo C/C (p=0.025) en el marcador genético del gen NALP3 (rs2066844) aumentd las

probabilidades de presentar Enfermedad Periodontal en relacion al genotipo T/C.
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

Un ndmero creciente de estudios sugiere la relacion entre la Periodontitis y el deterioro
cognitivo y la Enfermedad de Alzheimer pero el mecanismo exacto aun no esta claro (Gil

Montoya)!® (Kamer)'* (Ide)!® (Gaur)™®.

La respuesta inflamatoria crénica que ocurre en la EA es un proceso complejo que
involucra células innatas y adaptativas y mediadores inflamatorios como TNFa, IL-1, IL-6,
IL-7, IL-10, IL-15 e IL-18 (Hall)!'’. Citocinas como la IL-1, IL-6, IL-10 y el TNF-a estan
involucrados en la patogénesis de la Periodontitis y son biomarcadores del tratamiento no
quirdrgico de la Periodontitis Cronica  (Reis)'*®  (Taba)'*®(Yucel-Lindberg)'%.
Si bien se informa la influencia de los procesos inflamatorios en la patogénesis de la
Periodontitis y la EA, este estudio abordd la relacion entre la presencia de polimorfismos en
los genes de respuesta inmune IL-10, IL-17 y el receptor NALP-3 con la severidad de la

Enfermedad Periodontal en pacientes con Enfermedad de Alzheimer.

Los resultados de este estudio mostraron que el 50% de los pacientes con Enfermedad de
Alzheimer no tienen Enfermedad Periodontal, mientras casi el 90% de los pacientes sin EA
presentaronn algin nivel de severidad de Enfermedad Periodontal (leve, moderada o
severa), mostrando de esta manera una diferencia estadisticamente significativa de la
severidad en la Enfermedad Periodontal en los dos grupos de pacientes (p=0.005). Sin
embargo, el 85% de los pacientes con EA y el 40.5% de los pacientes sin EP tienen protesis
(total o parcial), por tanto, dentro de la muestra seleccionada fue méas probable que los
pacientes con EA tuvieran prétesis que aquellos sin EA (p=0.001). Ahora, el 85.7% de los
pacientes sin EA tuvieron historia de Enfermedad Periodontal y un 20% de los pacientes
con EA también presentaron historia de enfermedad periodontal (p=0.024). Con respecto a
los indicadores de estado periodontal se observé que los pacientes con EA contaron con 4.7
+/- 6.5 dientes y los pacientes sin EA con 20.4 +/- 9.1 dientes, muchos mas dientes
presentes que los pacientes con EA (p=0.000), lo que fue consecuente con la utilizacion de

protesis dentales en los pacientes con la EA. La pérdida de dientes se considera uno de los
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factores de riesgo asociados con una mayor incidencia de demencia (Stein)'?! (Gatz)'?2. Un
estudio reportado en gemelos monocigdticos sugirié una fuerte asociacion entre la pérdida
de dientes y la presencia de EA (Stein)*?3. Otro estudio longitudinal, que examina la salud
oral y el envejecimiento en novicias, informo que un menor nimero de dientes aumentaba
el riesgo de demencia. La pérdida de dientes puede ocurrir debido a mdaltiples factores,
incluida la periodontitis cronica (Al Shammari)'?*. La periodontitis es el principal factor de
riesgo de pérdida de dientes, y la periodontitis de moderada a severa puede complicar aiun

mas el estado de la Enfermedad de Alzheimer y la demencia relacionada (Al Shammari)'%.

Previos estudios demuestran un mayor compromiso periodontal en individuos con EA y
también un aumento en la severidad de la enfermedad periodontal con la progresion de la
EA. Por lo tanto, las personas con EA tienen un estado periodontal disminuido, y la
progresion de la EA afecta severamente el estado periodontal. (Al Shammari)*?®. Dicho

hallazgo no pudo ser demostrado en nuestro estudio.

Se evidencio que los pacientes con Enfermedad de Alzheimer presentaron un indice de
placa de 38.6%, mientras que en los pacientes sin EA el porcentaje de placa bacteriana fue
de 20.1% (p=0.003), esto probablemente se debe a que la EA, que esta relacionada con la
funcién cognitiva alterada, tiene implicaciones en las actividades diarias. Los déficits
cognitivos y motores se acompafian de una incapacidad gradual para realizar una higiene
oral adecuada (Gitto)*?’. La alteracion cognitiva, la apatia y la apraxia en las etapas
intermedias del trastorno son responsables del desinterés y la incapacidad para ejecutar
técnicas de higiene oral adecuadas, permitiendo que los restos de alimentos y la placa
permanezcan inalterados en las areas interproximales y cervicales de la denticion
residual'?®. Esto se puede considerar como el principal factor para el deterioro del estado de
salud periodontal en individuos con EA. Se ha demostrado que los individuos con EA
tienen una higiene oral deficiente. En una encuesta poblacional amplia que incluy6 a méas
de 6000 individuos (NHANES 1I1) con un amplio rango de edad (20-59 y >70 afios), se
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encontraron asociaciones entre los indices periodontales (sangrado al sondaje y pérdida de

insercion> 3 mm) y la funcién cognitiva (Ship)!?® (Al Shammari)1%,

Al relacionar el sexo de los pacientes con factores ambientales como el consumo de alcohol
y tabaco, se encontr6 una diferencia estadisticamente significativa en el consumo de
alcohol, donde los hombres presentaronn un mayor consumo (36.4%) comparado con las
mujeres (11.8%) (p=0.044). EI consumo de alcohol de manera cronica podria considerarse
un indicador de riesgo independiente y modificable para la periodontitis. Se ha demostrado
que la ingesta de alcohol de manera abusiva estd asociada a un incremento de la severidad
en la pérdida de insercién y ésta relacion parece ser dosis-dependiente, pudiendo ser un
indicador de riesgo moderado de periodontitis. Una ingesta de alcohol de forma persistente
se ha asociado de forma positiva con un aumento en los niveles de placa bacteriana y
sangrado gingival, lo que podria explicarse en parte por el cuidado oral deficiente que
suelen presentar este tipo de pacientes. A pesar de que este déficit de higiene oral suele ser
notorio y habitual en los alcohodlicos, la relacion entre el alcohol y la Enfermedad
Periodontal también podria ser explicada por la alteracion que crea el alcohol en las
defensas del hospedero, en el metabolismo proteico y éseo y en la cicatrizacion (Ruiz-
Magaz) *3L. En nuestro estudio no se encontr6 una diferencia estadistica significativa pero si
clinicamente con respecto al cigarrillo, ya que fumar es un factor modificador potencial
para la Enfermedad Periodontal (Stabholz)'*?, dado que afecta la respuesta inmune del
hospedero, a través de la alteracion en la funcion de los neutrofilos, en la produccion de
anticuerpos, en la actividad de los fibroblastos y los factores vasculares, y en la produccién
de mediadores inflamatorios (Johnson) %33, La Encuesta Nacional de Salud y Nutricion
(NHANES 111), informo que el 41.9% de los pacientes con Periodontitis se atribuian al
tabaquismo y el 10.9% al ex fumador. Teniendo en cuenta estos hallazgos, podemos
coincidir en que fumar es un factor de riesgo potencial para la periodontitis, y su aumento
en la dosis e intensidad podria ser un factor de riesgo para empeorar la salud periodontal
(Tomar) 3. En un estudio publicado por Khan en 2016, se encontré que fumar estaba
relacionado significativamente con el sexo masculino (p <0.001) (Khan)*3.
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En nuestro estudio, se observd que, en relacion a los indices periodontales en el sexo
masculino existe una tendencia a presentar mayor pérdida en el nivel de insercion
comparado con el sexo femenino, esto puede ser atribuido a diferencias en la funcién
inmune, que pueden ser el resultado de la regulacion genética diferencial que aumenta la
susceptibilidad de los hombres a la enfermedad periodontal (Shiau) 3¢, Una vez que se
establecen la Enfermedad Periodontal, los hombres son mas propensos a experimentar
formas graves en comparacion con las mujeres. Esto es probablemente el resultado de
factores conductuales y ambientales, como el nivel de higiene oral y el tabaquismo
(Haytac)®®’,

Esté& bien documentado que los hombres son mas reticentes que las mujeres a acceder a los
servicios de salud, ya sea la resistencia a visitar a un médico o la falta consistente de
informar sintomas de una enfermedad o enfermedad (Galdas)®*®. Para bien o para mal,
cuando se trata de las diferencias sexuales en la Enfermedad Periodontal, la preponderancia
de los datos sugiere fuertemente que es el comportamiento de los hombres, no los déficits
bioldgicos, es lo que los pone en mayor riesgo de formas mas graves de enfermedad

periodontal en comparacion con mujeres (Haytac)'%.

La IL-10 esta ampliamente expresada en tejidos periodontales inflamados, aparentemente
limitando la severidad de la enfermedad (Garlet G. P.-5.)'° (Garlet G. P.-6.)*!
(Lappin)**2. Los SNPs en la region promotora del gen de la IL-10 en las posiciones —592,
—-819 y —1082 estan asociados con niveles alterados de 1L-10 (Turner)*® (Reuss)'**
(Larsson L. R.-1.-1.-1.)'%°. Estudios transversales en Suecia (Berglundh)!*® y Turquia
(Sumer)**” mostraron variantes alélicas en SNPs —1082 y —592 asociadas a Periodontitis
Cronica severa, mientras que en la poblacion Brasilera (Scarel-Caminaga)!*® se asociaron
los SNPs —819 y —592 con Periodontitis Cronica respectivamente, al igual que en Italia la
variante en el alelo rs1800872-A (-592) incrementa el riesgo de desarrollar Periodontitis
con un OR de 1.38 (95% CI 1.01-1.86) (Scapoli)!*® y en Alemania demostraron que este

marcador es funcional en Periodontitis Crdnica, siendo asociado con una baja expresion en
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los niveles de IL-10 (Reichert)°. Con respecto a la Enfermedad de Alzheimer en Italia, el
alelo A del gen de la IL-10 en la posicion -1082 A/G promueve un mayor riesgo de EA 'y
deterioro cognitivo (Arosio)*! . En Brasil Moraes y cols. En 2013 encontraron una menor
probabilidad (40%) de EA en pacientes con el genotipo A/A en el gen de la IL-10 en la
posicion -1082 (rs1800896) 1°2. En la poblacion escandinava la frecuencia del genotipo C/C
(homocigético) del gen de la IL-10 en las posiciones -592 (rs1800872), -819 (rs1800871)
fue significativamente mayor, mientras que las frecuencias en el genotipo C/A del gen de la
IL-10 en la posicion -592 y el genotipo C/T en el gen de la IL-10 en la posicién -819
fueros significativamente menores en el grupo de demencia vascular con Periodontitis
Cronica comparado con el grupo que no presentaba Periodontitis (Armingohar)!®3. En
nuestro estudio al identificar como influyen estos factores en la EA y la presencia de
polimorfismos genéticos con la probabilidad de presentar Enfermedad Periodontal se
encontrd que los pacientes con el genotipo A/G del gen de la IL-10 (rs1800896) presentan
mas riesgo de presentar una Enfermedad Periodontal comparado con los pacientes con el

genotipo G/G.

Estudios clinicos han reportado incremento de los niveles de IL-17 asociados con la
Periodontitis Cronica y se han encontrado concentraciones elevadas en tejidos adyacentes a
la destruccion 6sea (Ohyama)'®* (Takahashi)!®®. En la poblacion Irani el genotipo C/C del
rs10484879 puede contribuir con la patogénesis de la Periimplantitis (PI) y Periodontitis
Cronica (PC) (Kadkhodazadeh)'®. En Brasil, el polimorfismo del gen de la IL-17A
rs2275913, el alelo A se asocié a susceptibilidad de Periodontitis Cronica (Zacarias)®®’,
diferente a este estudio, en el cual el genotipo A/A de la IL-17A (rs2275913) no se asocié a
Enfermedad Periodontal (Saraiva)’®®. Con respecto a la Enfermedad de Alzheimer, se
requieren estudios que definan certeramente el rol de los polimorfismos en el gen de la IL-
17 en el desarrollo de la enfermedad (Siffrin)*>° (Hamdan)!®. En este estudio se relaciond
la presencia de polimorfismos genéticos en pacientes con y sin Enfermedad de Alzheimer y
se encontraron diferencias en el marcador IL-17 (rs7747909) entre ambos grupos de

pacientes, en donde los pacientes con Enfermedad de Alzheimer mostraron una mayor
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presencia del genotipo G/A (50%) comparado con los pacientes sin EA (9.5%). Los
pacientes sin EA en su mayoria presentan el genotipo A/A (64.3%), del mismo marcador,
que los pacientes con la enfermedad (35%). En los demas marcadores (rs10484879,
rs2275913) no se evidenciaron diferencias significativas en la presencia de alelos entre
pacientes con EA y pacientes sin EA. La presencia de genotipos en el marcador genético
de la IL-17 (rs7747909) es estadisticamente diferente entre pacientes con historia de
periodontitis y pacientes sin periodontitis. Aquellos pacientes con historia de Periodontitis,
en el marcador genético de la IL-17 (rs7747909), se evidencia mayor presencia del
genotipo A/A en pacientes con historia de Periodontitis, lo que se puede corroborar con el
estudio de Chaudhari y cols. (2016) en India, el cual concluye que el polimorfismo en el
gen de la IL-17 (-197 A/G) esta asociado a Periodontitis Cronica y Agresiva localizada y la
presencia del alelo A puede ser considerada como un factor de riesgo para el desarrollo de
Enfermedad Periodontal (Chaudhari)!! | pero no de Enfermedad de Alzheimer como lo

muestra este estudio.

Evidencia reciente ha vinculado la activacion del inflamosoma NLRP3 con la patogénesis
de la EA. Considerando la importancia del rol del NLRP-3 en los procesos inflamatorios y
en la EA, se hipotetiza que las variaciones en el gen del NLRP3 son factores de riesgo
genéticos a la EA. Tres SNPs en el gen del NLRP3 (rs2027432, rs10754558, rs35829419)
fueron genotipificados en 1133 pacientes con EA de inicio tardio y 1159 controles sanos en
una poblacién China. EI polimorfismo rs2027432 se asocié con EA de inicio tardio y el
alelo A del polimorfismo rs35829419 (Q705K) parece que ejerce funcion protectora para el
desarrollo de EA de inicio tardio (Tan)®2. En Enfermedad Periodontal se ha observado que
la expresion genética del NALP-3 es significativamente mayor en gingivitis, periodontitis
cronica y agresiva generalizada, al compararse con la salud periodontal, esto indica que el
aumento en la expresién del inflamosoma esta relacionada con la presencia de Enfermedad
Periodontal inflamatoria'®3. En el presente estudio al identificar como influyen cada uno de
estos factores en la EA y la presencia de polimorfismos genéticos en la probabilidad de
presentar Enfermedad Periodontal se encontrd que la presencia del genotipo C/C (p=0.025)
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en el marcador genético NALP-3 (rs2066844) aumenta las probabilidades de presentar

Enfermedad Periodontal en relacion al genotipo T/C.

Este fue un estudio descriptivo preliminar que tomé en cuenta los hallazgos clinicos como
los indices periodontales (porcentaje de placa bacteriana, profundidad al sondaje, nivel de
insercion clinica), polimorfismos en genes de IL-10, IL-17, NALP-3 y las variables no
controladas, incluyendo el estado socioecondmico, tabaquismo, consumo de alcohol. En el
futuro se requieren mas estudios longitudinales y multicéntricos para confirmar estos

hallazgos y también para encontrar una posible asociacion entre la EA y EP.
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10. CONCLUSIONES

Primer estudio en Colombia en relacionar la presencia de polimorfismos en los
genes de citocinas y receptores de respuesta inmune IL-10, IL-17 y NALP-3 con la
severidad de la Enfermedad Periodontal en pacientes con Enfermedad de
Alzheimer.

Las personas con EA mostraron una mayor pérdida de dientes y uso de protesis.

Los pacientes con Enfermedad de Alzheimer presentaron un indice de placa mayor
que los pacientes sin EA.

Los pacientes con EA y el genotipo G/A de la IL-10 (rs1800896) presentaron mas
riesgo de presentar Enfermedad Periodontal comparado con los pacientes con el
genotipo A/A.

Se encontraron diferencias en el marcador de la IL-17 (rs7747909) entre ambos
grupos de pacientes, en donde los pacientes con Enfermedad de Alzheimer
mostraron una mayor presencia del genotipo G/A comparado con los pacientes sin
EA que presentan el genotipo A/A, para este mismo marcador.

La presencia de genotipos del marcador genético en el gen de la IL-17 (rs7747909)
es estadisticamente diferente entre pacientes con y sin historia de periodontitis. La
presencia del genotipo A/A se encontrd en pacientes con historia de periodontitis.
Existié una tendencia en el marcador genético IL-17 (rs7747909) tanto para la
Enfermedad de Alzheimer como para la Periodontitis.

La presencia del genotipo C/C (p=0.025) en el marcador genético NALP-3
(rs2066844) aumentd el riesgo de presentar Enfermedad Periodontal en relacion al

genotipo T/C en pacientes con EA.
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11. RECOMENDACIONES

Los individuos con Enfermedad de Alzheimer requieren atencidn especial orientada
a la salud oral en general, y los individuos y especialmente los cuidadores deben ser
educados con respecto a la misma.

Conocer el estado de salud oral de los adultos mayores para mejorar las politicas

publicas de calidad de vida en esa poblacion.
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12. ANEXOS

Anexo 1. Consentimiento informado.

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

de Alzheimer (EA)”
OBJETIVO:

Determinar la asociacion entre la presencia de patogenos periodontales con procesos

inflamatorios en una muestra de pacientes con y sin Enfermedad de Alzheimer.
JUSTIFICACION:

La evaluacion neurocognitiva nos permitird conocer si usted estd 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 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 inflamacién en EA, con el fin de aportar al conocimiento que se tiene

de la enfermedad y tener una referencia para futuras investigaciones.
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 evaltan
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 extraera 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.
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RIESGOS:

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

tomar la muestra de sangre.
Sangrado excesivo

Desmayo 0 sensacion de mareo
Inflamacién local (flebitis)

Infeccion local

BENEFICIOS:

Con su participacion, se busca conocer mejor la relacion existente entre la Enfermedad
Periodontal 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 recibird 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. Periodontograma.
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