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1. RESUMEN

Introduccion: La enfermedad de Alzheimer (EA) es la demencia mas prevalente a
nivel mundial y, recientemente, se ha asociado a la periodontitis, enfermedad
cronica oral producida por disbiosis bacteriana. Ciertas bacterias orales se han
detectado en cerebro de ratones y humanos y asociado a neuroinflamaciéon. Sin
embargo, aun no se esclarece la ruta de acceso de estos microorganismos al
cerebro. Esta revision analizara posibles vias por las que Porphyromonas gingivalis
y Aggregatibacter actinomycetemcomitans —y sus factores de virulencia— migran

hacia el cerebro, por su protagonismo en la periodontitis.

Metodologia: Este estudio se realizo bajo las directrices de la Declaracion de items
Preferidos para Reportes para Revisiones Sistematicas y Metaanalisis (PRISMA)
del 2020. Se defini6 Poblacion: personas con EA y periodontitis 0 animales con
periodontitis experimental; Intervencion: bacterias P. gingivalis y/o A.
actinomycetemcomitans; Comparacion: personas y animales que no padecen EA
y/o periodontitis y Outcome o Resultado: deteccién de estas bacterias, 0 sus
productos, en el cerebro de los humanos o animales, explicitando via de ingreso.
La busqueda se realiz6 en MEDLINE-PubMed, WEB OF SCIENCE, LILACS y
SCOPUS. Los estudios fueron seleccionados por dos revisores independientes, y
confirmados por un tercero. Se evaluo el riesgo de sesgo de los estudios con las

herramientas Newcastle-Ottawa y SYRCLE.

Resultados: se encontraron 668 articulos y —segun criterios de elegibilidad— se
seleccionaron 11 estudios originales (realizados en modelos animales de
periodontitis y observacionales en humanos) con riesgo de sesgo moderado. Las
investigaciones detectaron P. gingivalis en cerebro, suero, plasma, liquido cerebro-
espinal o saliva de los sujetos, y mencionaron que ingresé a través de la barrera
hematoencefalica (BHE) comprometida. Ademas, detectaron vesiculas de
membrana externa (VME) de A. actinomycetemcomitans en el cerebro de ratones,

que cruzaron la BHE, causando neuroinflamacion.

Conclusiones: La presencia de bacterias orales fue comprobada en cerebros
animales con periodontitis experimental y de humanos, y se postulé que la posible

via de entrada es la BHE comprometida.



2. INTRODUCCION

Las demencias son patologias neurodegenerativas que afectan a mas de 50
millones de personas a nivel mundial, el cual es un nidmero que aumenta
rapidamente y cada afio va sumando 10 millones de casos nuevos. Dentro de 30
afnos se estima que esta cifra alcanzara aproximadamente 152 millones de personas
(OMS, 2020). Por su parte, en Chile, las demencias afectan al 1,07% de la poblacién
(MINSAL, 2017).

La demencia es una de las causas principales de discapacidad, la cual
produce dependencia en quienes la padecen. Una de las patologias mas
prevalentes es la enfermedad de Alzheimer (EA), la cual es representada por el 70
a 80% de la poblacién con demencia a nivel mundial (OMS, 2020). A pesar de ser
una patologia prevalente y estudiada, aun no se esclarecen completamente los
mecanismos por los cuales se produce. Sin embargo, algunos estudios recientes
sugieren a la periodontitis como un factor de riesgo para la EA (Poole y cols., 2013,
Ide y cols., 2016; Teixeira y cols., 2017; Ishida y cols., 2017; Chen y cols., 2017;
Singhrao y Olsen, 2019; Septiwidyati y Bachtiar, 2020).

La periodontitis es una enfermedad oral de alta prevalencia a nivel mundial y
nacional (FDI, 2015; MINSAL, 2010). Esta patologia oral crénica no transmisible
produce la pérdida de soporte periodontal, y se desencadena por la disbiosis de la
microbiota oral, donde participan patégenos clave como Porphyromonas gingivalis
y Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Socransky y cols., 1998; Mysak y cols.,
2014). Con respecto a su relacion con la EA, existen estudios donde se ha detectado
P. gingivalis en cerebros de pacientes que fallecieron con esta demencia (Poole y
cols., 2013; Teixeiray cols., 2017), pero también en personas sin demencia (Dominy
y cols., 2019), por lo que se releva la importancia de dilucidar el rol de los periodonto-

patdgenos en la EA, y sus vias de ingreso al cerebro.



3. MARCO TEORICO
3.1 Enfermedad de Alzheimer

Las demencias son un conjunto de patologias neurodegenerativas que
afectan predominantemente a la poblacion mayor de 60 afios. Se clasifican como
un trastorno neurocognitivo porque afectan funciones como la memoria, el lenguaje,
el habla, el razonamiento y otras habilidades, incluyendo la capacidad para realizar
actividades cotidianas como acciones de alimentacion y autocuidado (American
Psychiatric Association, 2020). Entre las demencias, la mas prevalente a nivel
nacional y mundial es la EA (OMS, 2015; MINSAL, 2017; Alzheimer’s Association,
2020).

La EA es una patologia neurodegenerativa que fue identificada hace mas de
100 afios. A pesar de que la investigacion cientifica ha obtenido bastante
informacion sobre esta enfermedad, aiun no se establecen completamente los
mecanismos biolégicos que la producen (Alzheimer’'s Association, 2016). La EA se
caracteriza por un deterioro cognitivo y conductual, producidos por la pérdida de la
poblacién de neuronas piramidales que residen en el hipocampo, estructura que se
relaciona principalmente con el aprendizaje y la memoria espacial (Disterhoft y cols.,
2004). Los primeros sintomas de esta enfermedad son confusién temporal y
espacial, disminucion del juicio o razonamiento, cambios de estado de animo,
pérdida de memoria que afecta la vida diaria, dificultad en la resolucion de
problemas y completar tareas domésticas, extravio de objetos, entre otras
(Alzheimer’s Association, 2020). En estudios clinicos se observa que los cambios
cerebrales producidos por la EA inician antes de la aparicion de los primeros
sintomas (McKhann y cols. 1984). Debido a ello, se describe una EA preclinica,
diagnosticada mediante la medicion de niveles de péptido de amiloide B (AB)
mostrados en tomografias por emision de positrones (PET) y en el analisis de liquido
cerebro-espinal (LCE) (Alzheimer’s Association, 2020).

La hipétesis de la cascada amiloide es la mas aceptada para explicar la
patogénesis de la EA e indica que la acumulacion y agregacion del péptido AB es el
primer evento que conduce a la demencia (Alzheimer's Association, 2015; Ferreira
y cols., 2015). Este péptido es producido a partir de una proteina transmembrana

de las células y se encuentra normalmente en forma monomeérica y soluble en el
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LCE y sangre. En concentraciones fisiologicas el péptido AR tiene funcidn
desconocida. Sin embargo, con el envejecimiento, en algunos individuos se produce
acumulacion de AR lo que favorece su agregacion y formacion de oligobmeros
solubles vy fibrillas insolubles neurotoxicas (Paula-Lima y cols., 2013), generando
especies reactivas de oxigeno que promueven estrés oxidativo, inflamacion,
desbalance de la homeostasis idnica y muerte celular (Manzano-Leon y Mas-Oliva,
2006, Paula-Lima y cols., 2013, Mufioz y cols., 2020). En la cascada amiloide, y
como consecuencia de la presencia de los agregados de AP, ocurriria también la
formacion de ovillos neurofibrilares (NFT) en el hipocampo (Alonso y cols., 1997;
Santacruz y cols., 2005; Wang & Mandelkow, 2015), que también son agregados
proteicos involucrados en la patogénesis de la EA. Los NTF estan compuestos por
agregados proteicos de la proteina Tau en su forma hiperfosforilada, que es una
proteina asociada al citoesqueleto, cuya funcion fisiolégica es conferir estabilidad a
los microtubulos. Asi, la hiperfosforilacion de Tau se asocia con retraccidén neuritica
y disfuncién axonal, interfiriendo en la comunicacion neuronal (Ferreiray cols., 2015;
Xuy cols., 2016).

Como una alternativa a la hipotesis de la cascada amiloide, se ha propuesto
que la EA pudiera ser resultado de patologias independientes pero cruzadas,
denominado “multiple hit”, relacionadas con la edad, que afectan el cerebro humano
durante el envejecimiento, muchas de las cuales se relacionan con la
neuroinflamacion (Tse y Herrup, 2017). La acumulacion progresiva del péptido AR
activa a las células gliales, estimulando la secrecién de moléculas pro-inflamatorias
de forma crénica y perpetuando el dafio neuronal (Scheiblich y cols., 2020). En esta
perspectiva, las células gliales tendrian un rol preponderante en la inflamacion y
neurodegeneracién asociadas a la EA (Meda y cols. 2001). Distintos estimulos
inflamatorios, inducen la diferenciacion de la microglia en dos fenotipos: M1y M2.
La microglia M2 actia como inmunomodulador, secretando citoquinas para
recuperar la homeostasis cerebral. En cambio, el fenotipo M1 se activa cuando el
estimulo inflamatorio es mantenido en el tiempo, secretando de manera aumentada
citoquinas y productos neurotéxicos (Banatiy cols., 1993; Meday cols., 2001; Colton
y Wilcock, 2010; Morales y cols., 2015). A su vez, ante estimulos como la

neuroinflamacion, los astrocitos pueden sufrir cambios funcionales y morfoldgicos,
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donde se diferencia en un fenotipo reactivo y desencadenando la astrogliosis. El
astrocito, en conjunto con la microglia M1, produce una mayor secrecion de
citoquinas proinflamatorias y metaloproteinasas (Osborn y cols., 2016.).

Se han identificado las enfermedades inflamatorias crénicas como factores
de riesgo de EA dado que los mediadores inflamatorios son capaces de difundir por
la BHE y afectar la homeostasis cerebral (Alzheimer’s association, 2018; Heneka y
cols., 2014). A raiz de esto, se han estudiado distintos factores que causan
neuroinflamacion; uno de ellos es la translocacion de mediadores inflamatorios,
bacterias y/o sus factores de virulencia desde tejidos orales hacia el cerebro. Existen
tres modelos que proponen la invasion bacteriana del tejido cerebral: el primero
establece que las bacterias difunden a la sangre, traspasando el endotelio e
induciendo inflamacion dentro de los vasos sanguineos cerebrales. El segundo
modelo propone que las bacterias orales se diseminan a través de terminaciones
del nervio trigémino y llegan al cerebro mediante esta via. Y el Ultimo, es que los
periodonto-patégenos migran por via linfatica hacia el cerebro, ya que los tejidos
orales drenan hacia el linfonodo cervical profundo medio, un linfonodo donde

también drena el IV ventriculo (Sansores-Espafia y cols., 2021b).

3.2 Periodontitis

La cavidad oral es un reservorio de microorganismos que contiene varios
habitats para su desarrollo. El desequilibrio de la comunidad bacteriana en la
cavidad oral puede producir distintas enfermedades tanto en los tejidos orales como
en otros (Gao y cols., 2018), siendo la periodontitis una de las mas frecuentes. La
periodontitis es una enfermedad oral cronica inflamatoria no transmisible, que afecta
a los tejidos de soporte de los dientes. Su causa principal es la disbiosis de la
microbiota oral, generada principalmente por bacterias anaerobias que inician la
inflamacion gingival. Entre ellas se destacan A. actinomycetemcomitans y las
bacterias que constituyen el “complejo rojo”, tales como P. gingivalis, Treponema
denticola y Tannerella forsythia (Socransky y cols., 1998; Mysak y cols., 2014).

La P. gingivalis es ampliamente asociada al inicio y progresion de la
periodontitis, siendo considerado un patdgeno clave para dicha enfermedad (Genco
y cols., 1986; Page y cols., 1997; Socransky & Haffajee, 2002; van Winkelhoff y
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cols., 2002; Bodet y cols., 2007; Hajishengallis y cols., 2014; Hajishengallis y cols.,
2015 Tonettiy cols., 2018). Esta bacteria es un bacilo Gram-negativo que crece bajo
condiciones anaerobias estrictas, y que puede invadir los tejidos periodontales y
evadir la defensa del hospedero, colonizando sitios distantes (Bostanci y
Belibasakis, 2012). Sus diferentes factores de virulencia provocan desregulacion de
la respuesta inmune y le otorgan inmunogenicidad y patogenicidad diferente
(d’Empaire y cols, 2006; Vernal y cols, 2008). Entre ellos se destaca el
lipopolisacérido (LPS), el cual es un componente de la membrana externa
bacteriana que, al ser reconocido, desencadena una sefalizacion intracelular,
estimulando respuestas pro-inflamatorias y de resorcién 6sea (Nishida y cols., 2001;
Kato y cols., 2014). Otro factor de virulencia son los polisacaridos capsulares, o
también denominados antigeno K, los cuales protegen a la bacteria de la fagocitosis
mediada por los leucocitos del hospedero, confiriéndole mayor resistencia ante el
sistema inmune. Ademas, se diferencian en su estructura y antigenicidad, por lo que
se describen distintos serotipos capsulares: K1 a K6; y cepas no encapsuladas
(K-) (Laine y cols., 1997; Brunner y cols., 2010). Los serotipos K1 y K2 se asocian
con el inicio y progresién de la periodontitis y son los que presentan mayor virulencia
y capacidad de inducir expresién de citoquinas pro-inflamatorias, diferenciacién de
Linfocitos T helper (Th) 1 y 17 y de osteoclastos (d’Empaire y cols., 2006; Vernal
2009). Por su parte, K3 a K5 producen la diferenciaciéon de Th2 y las cepas no
encapsuladas inducen una respuesta T reguladora (Vernal y cols., 2014). Se ha
demostrado que P. gingivalis produce un aumento de los niveles de expresion y
secrecion de citoquinas pro-inflamatorias y osteo-destructivas en células dendriticas
y linfocitos Th (Vernal y cols., 2008; Vernal y cols., 2009; Diaz-Zufiiga y cols., 2015).
Esta bacteria también produce un grupo de proteasas denominadas gingipainas,
pertenecientes a trypsin-like cystein proteinases. Estas pueden ser especificas para
péptidos ricos en arginina (RgpA y RgpB), las cuales pueden inactivar citoquinas,
estimular la agregacion plaquetaria e inhibir el receptor de LPS de los neutrdfilos,
atenuando su actividad antimicrobiana. También, pueden aumentar la
permeabilidad vascular y la apoptosis de queratinocitos gingivales. Ademas, existen
las gingipainas especificas para péptidos ricos en lisina (Kgp), las cuales

promueven la invasion y adhesion bacteriana in vitro (Diaz-Zufiga y cols., 2012). Se
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ha reportado que, tras invadir al hospedero, P. gingivalis puede inducir una
respuesta inmune local, destruir tejidos periodontales e ingresar a la circulacion
periférica y asi, colonizar otros tejidos (Harding y cols.,2017; Qian y cols., 2018).

A. actinomycetemcomitans es un cocobacilo Gram-negativo anaerobio
facultativo que se asocia a las formas mas agresivas de la periodontitis. Este
periodonto-patdgeno induce una respuesta inmune que altera la homeodinamia de
los tejidos periodontales, produciendo la pérdida dentaria. Entre sus factores de
virulencia se encuentran adhesinas e invasinas, que le permiten colonizar y persistir
en los tejidos; LPS, leucotoxinas y proteinas inmunosupresoras, con los cuales
evade la respuesta inmune y colagenasas, con las que destruye tejidos (Malik y
cols., 2015). De manera similar a lo que ocurre con P. gingivalis, también se han
descrito distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans, los cuales poseen una
expresion diferencial de factores de virulencia, haciendo que unos sean mas
patogénicos que otros. Los mas prevalentes en humanos son el a y b, aislados
desde la cavidad oral de sujetos con enfermedad periodontal, y el serotipo c,
frecuentemente aislado de sujetos sanos (Brigido y cols., 2014). Se ha descrito que
esta bacteria Gram-negativo tiene la capacidad de producir vesiculas extracelulares
(VE) de doble capa lipidica y de tamafio monomérico conocidas como vesiculas de
membrana externa (VME). En ellas se resguarda micro ARN (miARN) o pequefios
ARN (sARN), que se denominan como ARN extracelular (exARN) para ser
transportados a otras células, por lo que se sugiere un mecanismo de comunicacion
intercelular (Choi y cols., 2017). Ademas de ARN, las VE también incorporan ADN,
proteinas y lipidos; sin embargo, las VME y los exARN han tomado mayor relevancia
por su posible participacion en distintas enfermedades y su uso como
biomarcadores (Lee, 2020). Asi mismo, este microorganismo ha sido asociado a
distintas infecciones extraorales, tales como endocarditis infecciosa (Revest y cols.,
2016), osteomielitis (Sharma y cols., 2017) y abscesos cerebrales (Rahamat-
Langendoen y cols., 2011). Sin embargo, su fuente principal es la cavidad oral, por
lo que implica una translocacion de la bacteria a los sitios donde produce la infeccién
(Fine y cols., 2007).



3.3 Relacion entre Enfermedad de Alzheimer y Periodontitis

La microbiota subgingival se encuentra principalmente localizada en los
sacos periodontales durante periodontitis, teniendo intimo contacto con el epitelio
de esta zona (Marsh, 2005), por lo que las bacterias que producen periodontitis, asi
como sus factores de virulencia, pueden difundir a la circulacién sanguinea a traves
del epitelio durante procesos fisiol6gicos como la masticacion, de cuidado como el
cepillado dental o intervenciones odontoldgicas, tales como la exodoncia; lo que
podria ocasionar bacteremia transitoria (Lockhart y cols., 2008; Parahitiyawa y cols.,
2009). Por esto, se ha estudiado la asociacion de la periodontitis con otras
enfermedades (Fiorillo y cols., 2019), relaciondndola con la artritis reumatoide
(Detert y cols., 2010), diabetes mellitus (Lalla y Papapanou, 2011), ateroesclerosis
(Huck y cols., 2011), cancer colorrectal (Han y cols., 2013) y mas recientemente,
con la EA (Wu y Nakanishi, 2014).

Con relacion a la EA, un estudio postmortem detectd LPS de P. gingivalis en
tejido cerebral de pacientes que fallecieron con EA (Poole y cols, 2013; Teixeira y
cols., 2017). En una cohorte observacional longitudinal, 60 participantes con EA leve
a moderada de viviendas comunitarias de Reino Unido fueron evaluados
cognitivamente por un periodo de seis meses de estudio. La presencia de
periodontitis se asocidé con un aumento de seis veces en la tasa de deterioro de las
capacidades cognitivas de los participantes a los seis meses de estudio, en
comparacion con los valores basales (Ide y cols., 2016). Notablemente, en un
estudio retrospectivo, se demostré que la exposicién a la enfermedad periodontal
por 10 aflos aumenta el riesgo de desarrollar EA de manera significativa (Chen y
cols., 2017). A nivel pre-clinico, en modelos de roedores, se confirmé la hipotesis
de que la infeccién oral por P. gingivalis puede inducir deterioro cognitivo (Ding y
cols., 2018; Zhang y cols., 2018). Ante esto, distintos investigadores comenzaron a
investigar el rol de P. gingivalis en la patogenia de la EA, indicando que este
patdgeno podria tener un rol central en inducir la neuroinflamacién (Singhrao y
Olsen, 2019; Septiwidyati y Bachtiar, 2020).

Se ha demostrado que la infeccion oral con P. gingivalis empeora la patologia
cerebral en ratones transgénicos con EA (Ishida y cols., 2017). También, se observo

gue esta bacteria induce neuroinflamacién y deterioro de la memoria en forma
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dependiente de la edad en animales wild type (Ding y cols.y 2018). Sin embargo,
nuestro grupo recientemente demostro que los serotipos bacterianos mas virulentos
de P. gingivalis (cepas encapsuladas) podrian desencadenar la aparicion de
marcadores cerebrales de EA, neuroinflamacion y deterioro cognitivo incluso en
ratas jovenes sometidas a un periodo corto de exposicion a la infeccién oral. Con
base en estos resultados, propusimos que los factores de virulencia bacteriana
constituidos por polisacaridos capsulares cumplen un rol central en la activacion de
la inmunidad en la patologia similar a la EA desencadenada por P. gingivalis en
ratas jovenes sometidas a un episodio de infeccion experimental. Interesantemente,
a pesar de que solo los serotipos capsulares de mayor virulencia se asociaron con
deterioro cognitivo, marcadores histopatoldgicos de EA y astrogliosis, todos los
serotipos bacterianos evaluados, incluso las cepas no encapsuladas fueron
capaces de migrar al cerebro (Diaz-Zufiiga y cols., 2020).

Por otro lado, la bacteria que se asocia a las formas mas agresivas de la
enfermedad periodontal, A. actinomycetemcomitans, no se ha relacionado
directamente con el inicio y/o progresion de la EA. Sin embargo, un estudio in vitro
de nuestro grupo demostré que el serotipo b de este periodonto-patdbgeno en
cultivos primarios de células de hipocampo de rata, induce la secrecion de
citoquinas pro-inflamatorias, produce el encogimiento de las neuritas y aumenta los
niveles extracelulares de AB1-42, caracteristicas que se asocian con la etiologia de
la EA (Diaz-Zufiga y cols., 2019).

Con estos ultimos antecedentes, queda abierta la posibilidad de que existan
otras conexiones entre la respuesta inmune y la patologia en el cerebro, y que la
sola presencia bacteriana en este dérgano no sea suficiente para inducir la
neuroinflamacion. No obstante, aun no se describe claramente la ruta de acceso de
estos periodonto-patégenos al cerebro, lo cual podria explicar la conexién que se
ha sugerido entre los microorganismos de la cavidad oral y el desarrollo de la EA.
En esta tesis pretendemos revisar la evidencia existente en la literatura acerca de
las posibles vias de ingreso de P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans al cerebro

y Su asociacion con la EA.



4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Cuél es la ruta de acceso de las bacterias Porphyromonas gingivalis y
Aggregatibacter actinomycetemcomitans al cerebro?

5. OBJETIVO GENERAL

Analizar cualitativamente la literatura disponible sobre las vias de ingreso al cerebro

de bacterias involucradas en periodontitis en humanos y animales.
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6. METODOLOGIA
6.1 Protocolos y fuentes de informacién

Esta revision sistematica se realizé siguiendo el diagrama de flujo de la
Declaracion de items Preferidos para Reportes para Revisiones Sistematicas y
Metaanalisis (PRISMA) del afio 2020 (Page y cols., 2021), en base a la pregunta
P.I.C.O.:

e Poblacion (P): personas con EA y periodontitis o animales con periodontitis

experimental.
e Intervencion (l): bacterias P. gingivalis y/o A. actinomycetemcomitans.
e Comparacion (C): personas y animales que no padecen EA y/o periodontitis.

e Qutcome measures o0 Resultado (O): Deteccion de las bacterias
mencionadas, o de sus productos, en el cerebro de los humanos o animales,

explicitando su via de ingreso.

La busqueda de los articulos cientificos se realizé en las siguientes bases de
datos: PubMed (Biblioteca Nacional de Medicina), Web of Science (Thomson
Reuters), LILACS (Literatura Latinoamericana y del Caribe en Ciencias de la Salud)
y SCOPUS® (Elsevier).

6.2 Criterios de elegibilidad de estudios

Los estudios se seleccionaron segun los siguientes criterios:

Criterios de inclusién

e Estudios cientificos realizados en humanos y/o animales, que refieran
asociaciones entre la cavidad oral y la EA.

e Estudios cientificos realizados en humanos y/o animales que indiquen
rutas de acceso de las bacterias P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans
al cerebro.

e Estudios con resumen disponible en inglés o castellano.

e Estudios publicados hasta el 13 de diciembre de 2021.
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e Estudios que se presenten como: reportes de casos, articulos clasicos,
estudios clinicos, ensayos clinicos en fase I, Il, 11l y IV), ensayos clinicos
veterinarios, estudios comparativos, ensayos clinicos controlados y

aleatorios, estudios multicéntricos, estudios observacionales.

Criterios de Exclusion

e Estudios no relacionados a la Enfermedad de Alzheimer.

e Estudios que no se refieran a las bacterias P. gingivalis y/o A.
actinomycetemcomitans.

e Publicaciones que no traten las asociaciones entre la cavidad oral y la EA.

e Revisiones sistematicas con y sin metaanalisis.

e Estudios realizados in vitro.

6.3 Métodos de busqueda para la identificacién de los estudios

Busqueda Electrénica

La busqueda de articulos se realizd en las siguientes bases de datos:
MEDLINE-PubMed, WEB OF SCIENCE, LILACS y SCOPUS. Las palabras claves
a utilizadas fueron: “Porphyromonas gingivalis”, “Aggregatibacter

actinomycetemcomitans”y “brain”.

La estrategia de busqueda se realizd utilizando los términos MeSH:
“Porphyromonas gingivalis” OR “Aggregatibacter actinomycetemcomitans” AND

“brain”.

Busqueda de otras fuentes

Se complementd la busqueda de articulos con la revisibn manual de las
referencias bibliograficas de los estudios encontrados en la busqueda electrénica,
con el fin de indagar en otras fuentes la existencia de articulos que hayan quedado

fuera de la estrategia de busqueda antes mencionada.
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6.4 Recopilacion de datos y analisis de los estudios

Seleccién de estudios

Los articulos encontrados en las bases de datos fueron ordenados en el
software EndNote™, en el cual se eliminaron los duplicados. Posteriormente, se
utilizé la plataforma gratuita Rayyan® — Intelligent Systematic Review, donde se
seleccionaron los articulos por su titulo y su resumen.

De este primer filtro, se recuperaron los estudios incluidos, se descargaron y
ordenaron en una tabla en Microsoft Excel® para evaluar el texto completo. De esta
forma, los articulos que cumplieron a cabalidad con los criterios de inclusion fueron
utilizados para el desarrollo de esta revision.

De dichos estudios, se revisé sus referencias bibliograficas para investigar
en articulos que no hayan sido incluidos en la estrategia de busqueda inicial.

El proceso de seleccion fue llevado por 2 revisores independientes
duplicados (KOS y JDZ), quienes se guiaron por los criterios de elegibilidad antes
mencionados. En caso de discordancia, un tercer revisor (APL) ayudo a resolverla
y confirmd la precision de los estudios seleccionados. Se evalud la concordancia
entre revisores con el Coeficiente Kappa de Cohen, calculado bajo las indicaciones
del Manual Cochrane para Revisiones Sistematicas (Higgins. y Green, 2011).

Extraccidon de informacion desde los estudios

Después de ordenar los articulos seleccionados, se procedié a extraer la
informacién de dichos estudios y organizarla en la tabla Excel® antes mencionada.
Dentro de ella se encuentra: autor y afio, titulo, resumen, tipo de estudio
(observacional/experimental) y sujeto de estudio (animales/humanos), bacteria oral
detectada en el cerebro y/o factor de virulencia identificado en el tejido, via por la

gue ingreso y referencias encontradas dentro de la bibliografia del articulo.

Analisis de riesgo de sesgo de los articulos seleccionados

Posterior a la seleccion y organizacion de los textos, se realizé la evaluacion

de riesgo de sesgo de los articulos.
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Para los estudios clinicos no aleatorizados, se utilizo la herramienta
Newcastle-Ottawa Scale (NOS), la cual fue disefiada para evaluar la calidad de
investigaciones incorporadas en revisiones sistematicas. Funciona mediante un
sistema de estrellas, donde el estudio se evalu6 desde tres perspectivas: seleccion
de los grupos de estudio, comparabilidad de los grupos, y la determinacion de la
exposicion o el resultado de interés. Asi, se asignaron estrellas segun las
respuestas de cada pregunta dentro de los items, posteriormente se contabilizaron
y se clasific cada estudio segun la escala de calidad “alta” (puntuacién mayor a 7
estrellas), “moderada” (puntuacion de 5 a 7 estrellas) y “baja” (puntuacion inferior a
5 estrellas) (Wells y cols., 2014).

Para los estudios experimentales realizados en animales, se usé la
herramienta Systematic Review Center for Laboratory animal Experimentation
(SYRCLE), la cual deriva de la herramienta de evaluacién de riesgo de sesgo de
estudios clinicos aleatorizados de Cochrane (Hooijmans y cols., 2014). Esta escala
consta de 10 items relacionados con 6 tipos de sesgos (seleccion, desempenio,
deteccidn, desercidn, notificacién y otros sesgos), que contienen distintas preguntas
de sefalizacion que ayudar en el proceso de juicio del estudio. Las respuestas
fueron: Si (cuando pregunta se respondié adecuadamente); POCO CLARO (cuando
no hubo suficiente informacion para responder la pregunta) y NO (cuando la
pregunta no fue respondida). Se evalué un tipo de riesgo de sesgo alto, moderado

0 bajo segun el resultado de cada dominio (Hooijmans y cols., 2014).
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7. RESULTADOS
7.1 Descripcion de los estudios seleccionados

La busqueda electronica en las bases MEDLINE-PubMed, WEB OF
SCIENCE, LILACS y SCOPUS arrojé un total de 668 articulos. Posterior a la
eliminacion de articulos duplicados, resultaron un total de 359 estudios. Los estudios
fueron evaluados dentro de la plataforma Rayyan® — Intelligent Systematic Review
por su titulo y su resumen. Inicialmente se seleccionaron 13 articulos, y luego de
ser revisados detalladamente y ordenados en la tabla Excel®, fueron elegidos 11
estudios y excluidos 348 (Fig. N°1). La gran mayoria de articulos fueron excluidos
por no cumplir con los criterios de elegibilidad, principalmente por abarcar otros
temas relacionados a la EA, tales como medicamentos utilizados para tratar esta
demencia, relaciones con otro tipo de enfermedades o bacterias. Ademas, un gran
namero de los estudios analizados correspondian a revisiones sistematicas de la
literatura.

La busqueda manual (revision de las referencias bibliograficas de los
estudios seleccionados) no agregdé estudios al total de seleccionados, ya que eran
articulos que habian sido encontrados por la busqueda electrénica o que no
cumplian con los criterios de inclusion. La planilla de Excel® donde fueron

ordenados los articulos se presenta en la Tabla N°1.



Tabla N°1. Tabla Excel®. Tabla de organizacion de articulos seleccionados por titulo y resumen.
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Tipo de 5 Bacteria y/o Estudios
5 _ Viade
Autor Titulo Resumen Estudio y factor de encontrados
acceso : ; ;
Modelo virulencia en referencia
La infeccion oral con P. gingivalis produjo cambios
histopatolégicos en el cerebro. Se concluye que la
Porphyromonas ) y o .
AlBayaty | . . . ] infeccién por P. gingivalis, puede desempefiar un rol ] o
gingivalis induces ) ] } Experimental P. gingivalis y
y cols., en la patogenia de los trastornos inflamatorios del ) BHE . 0
201 alveolar bone loss and ] ) en animales gingipainas
019. R ~ | SNC. Se ha demostrado que tiene la capacidad de
Brain lesions in Rabbit ] ) .
cruzar la BHE y causar cambios histopatol6gicos en
el tejido cerebral del conejo.
Porphyromonas La inmunohistoquimica exhibié neuroinflamacién en
gingivalis (W83) | ratones infectados. La infeccién oral de ratones
Bahary | infection induces | proporciona un modelo de comorbilidad de la| Experimental o S No se realiza
cols., ) ) ) ) ) ) no indica | P. gingivalis i
2021 Alzheimer’s disease-like | enfermedad con el potencial de reproducir la| en animales bldsqueda

pathophysiology in
obese and diabetic mice

patofisiologia de la EA con la enfermedad periodontal

inducida.
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Alzheimer's  Disease-
Like Pathology | Se detect6 P. gingivalis mediante la medicion de la
Diaz- | Triggered by | carga bacteriana en suero, LCE e hipocampo. ) )
ZGfiga y y - o Experimental o R No se realiza
Porphyromonas También se cuantificaron genes de gingipaina RgpA . noindica | P. gingivalis .
cols., T _ . . _ _| enanimales bdsqueda
2020. | gingivalis in Wild Type |y Kgp en tejido hipocampal, y se inmunodetecto
Rats Is Serotype | componente de RgpA en el hipocampo.
Dependent
P. gingivalis y sus gingipainas se identificaron en el
cerebro de pacientes que fallecieron por EA. La
Porphyromonas infeccidn oral por P. gingivalis en ratones provocé la
gingivalis in Alzheimer's | colonizacion del cerebro y aument6 la produccién de | Experimental BHE
Dominy y disease brains: | AB 1-42. P. gingivalis puede acceder al cerebro y | en animales o
] ] ) _ ) ) . y P. gingivalis y
cols., | Evidence for disease |diseminarse a través de una serie de vias que y . L 0
] ) ) B ) ) ] via gingipainas
2019. | causation and treatment | incluyen infeccion de monocitos seguida de | observacional )
nerviosa

with small-molecule

inhibitors

reclutamiento cerebral, infeccion y dafio a las células

endoteliales que protegen la barrera

hematoencefélica y/o diseminacion a través de los

nervios craneales al cerebro.

en humanos
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Hay
cols.,
2020.

Delivery of
Periodontopatho-genic
Extracellular Vesicles to
Brain Monocytes and
Microglial IL-6
Promotion by RNA
Cargo

Luego de inyectar VME de A.
actinomycetemcomitans en la cola de raton, se
demostr6 que pueden atravesar la BHE e
internalizarse en los macréfagos meningeos, lo que
permite que la carga ingrese en las células
microgliales del cerebro y causar neuroinflamacion.
Esto implica un nuevo mecanismo patogénico en

enfermedades neuroinflamatorias.

Experimental

en animales

BHE

VME de A.
actinomyce-

temcomitans

Hany
cols.,
2019.

Extracellular RNAs in
periodontopatho-genic
outer membrane
vesicles promote TNF-a
production in human
macrophages and cross
the blood-brain barrier

in mice

La inyecciéon intracardiaca de VME de A.
actinomycetemcomitans en ratones mostraron una
entrega exitosa al cerebro después de cruzar la BHE.
Ademas, se incrementd la expresién de TNF-a en el
cerebro del ratén. El estudio actual indica que la
transferencia de exARN al cerebro puede causar
enfermedades neuroinflamatorias como el

Alzheimer.

Experimental

en animales

BHE

VME de A.
actinomyce-

temcomitans

llievski y
cols.,
2018

Chronic oral application
of a periodontal
pathogen results in
brain inflammation,
neurodegenera-tion and
amyloid beta production

in wild type mice

Se detect6 P. gingivalis y gingipaina en el hipocampo
de ratones luego de ser aplicada por via oral. La
presencia de ADN gendémico de P. gingivalis en el
cerebro de ratones experimentales y la localizacion
intracelular de la bacteria y sus gingipainas en
astrocitos, microglia y neuronas, pero no en ratones
de control, indica que posiblemente se transloca a

través de la BHE comprometida.

Experimental

en animales

BHE

P. gingivalis y

gingipainas
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Ishida'y
cols.
2017.

Periodontitis induced by
bacterial infection
exacerbates features of
Alzheimer’'s disease in

transgenic mice

Se detectd LPS de P. gingivalis en sueros y cerebros
de ratones inoculados con la bacteria. huésped. Se
sugiere puede diseminarse por via a través de la
BHE comprometida y permeable por aumento de

mediadores proinflamatorios.

Experimental

en animales

BHE

LPS de P.

gingivalis

Laugisch
y cols.,
2018

Periodontal Pathogens

and Associated
Intrathecal Antibodies in
Early Stages of

Alzheimer's Disease

Se detectaron especies de P. gingivalis, T. forsythia
y Treponema en mas del 50% de las muestras de
biopelicula subgingival, pero no en suero ni en LCR
de los pacientes con EA y controles. Los niveles
elevados de anticuerpos anti-patégenos en el LCE
destacan la posibilidad de una respuesta inmune
intratecal a los patégenos que residen en el cerebro.
Los patdégenos periodontales pueden ingresar al
cerebro y estimular una respuesta inmune local.

Observaciona

| en humanos

BHE

P. gingivalis 0

Poole y
cols.,
2014.

Active  invasion  of
Porphyromonas

gingivalis and infection-
induced  complement
activation in apoe-/-

mice brains

Se expusieron ratones a infecciones orales mono y
polimicrobiana con P. gingivalis, T. denticola,
T.forsythia y F. nucleatum. Se observé mayor
cantidad de cerebros con ADN gendémico de P.
gingivalis a las 24 semanas de infeccion. La
inflamacion que ocurre en ese tiempo de infeccion
puede estar aumentando la permeabilidad de la BHE

y facilitando la infeccion bacteriana.

Experimental

en animales

BHE

P. gingivalis 0
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Determining the
Presence of

Periodontopathic

Se detect6 LPS de P. gingivalis en el cerebro con EA.
Se sugiere que esta bacteria ingresaria al cerebro

durante la vida, ya que no se detect6 en los controles.

Pooley | © _ _ ] _ Observaciona LPS de P.
cols.,, | Virulence Factors in | El acceso directo de patégenos y/o sus endotoxinas BHE o
2013 ) ] _ | en humanos gingivalis

Short-Term Postmortem | al SNC desde los érganos circunventriculares puede
Alzheimer's Disease | deberse a que estas regiones del cerebro tienen una
Brain Tissue BHE incompleta.

Chronic Se detectd la localizaciéon intracerebral de P.
Porphyromonas gingivalis y gingipainas luego de la inoculacion oral a

i gingivalis infection | ratones. Este estudio respalda la posibilidad de la ) R

Singhrao o ) _ Experimental P. gingivalis y

ycols., | accelerates the | aparicion temprana de granulos relacionados con la _ BHE o
2017 i ~ en animales gingipainas

occurrence of age-|edad en ratones ApoE - / - después de una lesion
related granules in |tisular mediada por inflamacion, acompafada de la
ApoE-/ — mice brains | pérdida de la integridad de la BHE.

The imbalance  of | Se detect6 aumento en el nivel de LPS de P.
Th1l7/Treg via STATS3 |gingivalis en plasma y corteza cerebral luego de

Zhangy | @ctivation  modulates | haber inducido periodontitis. EI LPS puede cambiar _

o ) i » . Experimental LPS de P.
cols,, | cognitive impairment in | la permeabilidad de la BHE confirmado por . BHE o
2012 en animales gingivalis

P.  gingivalis LPS-
induced periodontitis

mice

experimentos in vitro anteriores, sugiriendo que el
LPS podria ingresar al cerebro por esta via para

inducir cambios en el estado neuroinflamatorio.

SNC: Sistema Nervioso Central; BHE: barrera hematoencefélica; LCE: liquido cerebro-espinal; EA: enfermedad de Alzheimer; VME:

vesiculas de membrana externa; LPS: lipopolisacérido.
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Total de publicaciones Total de publicaciones identificadas en otras
identificadas en PUBMED fuentes (WOS, LILACS, SCOPUS)
N=178 N=490

\ 4

Total de publicaciones incluidas para lectura de resimenes después de
eliminar duplicados

N=359
A 4
Resumenes seleccionados Resumenes excluidos segun criterios
N=13 ) de inclusion y exclusion
N=346
A 4
Total de articulos para Total de articulos excluidos luego de
evaluacion detallada y evaluacion detallada y completa del
completa del documento. documento.
N=13 N=348

\ 4

Total de estudios incluidos en
la sintesis cualitativa de la
revision sistematica

N=11

Figura N°1. Diagrama de flujo PRISMA. Proceso para la seleccién de estudios.

Luego de revisar detalladamente los 13 articulos seleccionados por titulo y
resumen, finalmente se eligieron 11 estudios que corresponden a 8 ensayos
experimentales en animales (Poole y cols., 2014; Ishida y cols., 2017; Singhrao y
cols., 2017; llievski y cols., 2018; Al-Bayaty y cols., 2019; Han y cols., 2019; Ha 'y
cols., 2020; Zhang y cols., 2021) 2 estudios observacionales en humanos (Poole y
cols., 2013; Laugisch y cols., 2018;) y 1 que se realizé como experimental in vivo y
observacional en humanos (Dominy y cols., 2019). Guiados por los criterios de

elegibilidad, luego del analisis excluimos 2 articulos que correspondian a estudios
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experimentales en animales (Diaz-Zufiiga, J. y cols., 2020; Bahar, B. y cols., 2021).
A continuacion, se presenta la Tabla N°2, que resume el analisis de los articulos
seleccionados incluyendo con los datos de cada estudio identificando autoria, afio
de publicacion, disefio del estudio y elementos de la pregunta P.I.C.O. (poblacion
estudiada, intervencion, comparacion y resultados) detallada en la metodologia de

esta revision.



Tabla N°2. Extraccién de datos. Tabla de extraccion de datos P.I.C.O. de estudios observacionales y experimentales seleccionados.

Referencia | Disefio de estudio Poblacién Intervencién Comparacion Resultados
Identificacion de - Deteccion de
- ) Tejido  cerebral de o
Tejido  cerebral de|bacterias orales en ) | P. gingivalis y
. personas sin patologia | = = |
personas con EA. tejido cerebral o gingipaina en cerebro
neurolégica. )
Dominy y cols., . postmortem. cony sin EA.
Observacional
2019. - ) Deteccion de
] Identificacion de | Pacientes con o
Pacientes con EA o ) . _ | P. gingivalis en LCE y
P. gingivalis en LCE Yy | periodontitis cronica (sin ] ]
probable. ] ] saliva de pacientes con
saliva. demencia).
EA.
Deteccidn de
L anticuerpos para
Identificacion de o
) . . ) P. gingivalis en LCE
Laugischy cols., ) Pacientes EA | bacterias  orales vy |Pacientes con otra
Observacional ] ) ) supone una respuesta
2018. confirmado. anticuerpos en LCE vy | demencia no EA. i
local al patégeno que
suero. _ )
ingresa y/o reside en
cerebro.
Identificacion de Deteccion de LPS de P.
Poole y cols., ) Humanos fallecidos por | bacterias orales en | Sujetos fallecidos por | gingivalis en el tejido
Observacional . ]
2013. EA. tejido cerebral | otras causas (no EA). cerebral de los sujetos

postmortem.

con EA.
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Al-Bayaty y
cols., 2019.

Ensayo experimental

in vivo

Conejos Blancos Nueva

Zelanda.

Administracion oral de

P. gingivalis.

Conejos Blancos Nueva
Zelanda con

alimentaciéon normal.

Edema y hemorragia
cerebral por invasion de
P. gingivalis a través de
BHE.

Dominy y cols.,

Ensayo experimental

Ratones BALB.

Infeccién via oral por P.

Ratones BALB

de P.

gingivalis en el cerebro,

Deteccion

2019 in vivo gingivalis.
cruzando por BHE.
Inyeccién intravenosa »
_ Deteccion de VME en el
Ensayo experimental de VME de A. | Ratones CX3CR1-GFP

Hay cols., 2020.

in vivo

Ratones CX3CR1-GFP.

actinomycemcomitans
en la cola.

no infectados

cerebro, cruzando por
BHE.

Inyeccion intracardiaca

Deteccion de VME en el

Hany cols., Ensayo experimental Ratones C57BL no
o Ratones C57BL. de VME de A | cerebro, cruzando por
2019. in vivo ) _ infectados
actinomycemcomitans BHE.
Deteccion de
. ] ] » ] Ratones C57BL/6 WT R
llievskiy cols., | Ensayo experimental Inyeccion en cavidad L P. gingivalis en el
o Ratones C57BL/6 WT. R control (aplicacién de|
2018. in vivo oral de P. gingivalis. hipocampo de ratones,

CMC).

por BHE.
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Inyeccibn en cavidad

Deteccion de

Ishida y cols., Ensayo experimental oral de P. gingivalis para | Ratones APP-Tg control | P. gingivalisy su LPS en
o Ratones APP-Tg. ) ] ] N L
2017. in vivo inducir periodontitis | (aplicacion de CMC). suero y cerebro de
experimental. ratones por via BHE.
Ratones ApoE -/- Deteccion de ADN de P.
) ) Ratones  ApoE  -/-| .

Poole y cols., Ensayo experimental | infectados con P. o _ i gingivalis en tejido
o R Infeccion via oral. infectados con formula

2014. in vivo gingivalis y otras cerebral, por

bacterias orales.

simulada.

permeabilidad de BHE.

Deteccion de P.

gingivalis en el cerebro,

Singhrao y cols., | Ensayo experimental | Ratones ApoE -/- | Infeccién via oral con P. | Ratones infectados con o
o ) R i ) y gingipainas en vasos y
2017. in vivo infectados gingivalis. férmula simulada. )
microvasos del
hipocampo.
) Ratones C57BL/6 . Deteccion de LPS en
Zhangy cols., Ensayo experimental | Inyeccién oral con P.|Ratones C57BL/6 no
o infectados  con P.{ =~ _ plasma y cerebro que
2021. in vivo R gingivalis. infectados. . L
gingivalis. ingreso via BHE.

EA: enfermedad de Alzheimer; LCE: liquido cerebro-espinal; LPS: lipopolisacarido; BHE: barrera hematoencefalica; VME: vesiculas de membrana

externa; CMC: carboximetilcelulosa.
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7.2 Concordancia entre revisores

Se calcul6 el Coeficiente Kappa de Cohen siguiendo las instrucciones del Manual
Cochrane para Revisiones Sistematicas (Higgins. y Green, 2011). El resultado fue:
K=0,8; donde la proporcion de acuerdo fue 0,99 y el acuerdo esperado fue 0,95 (el
detalle se especifica en la Tabla N° 3. Segun este resultado, se llegé a un acuerdo

sustancial.

Tabla N°3. Calculo k de Cohen

JDZ

r

Si NO | Total

Si 9 0 9
KOS

NO 2 348 | 350

11 348 359

7.3 Andlisis de riesgo de sesgo en estudios seleccionados

Los estudios observacionales realizados en humanos se evaluaron mediante
la herramienta NOS (Wells y cols., 2014). Dentro de la perspectiva de “Seleccion”,
solo un estudio fue evaluado con las 4 estrellas, por cumplir con los criterios
(Laugisch y cols., 2018). Los otros dos estudios solo consiguieron 3 estrellas, ya
que no cumplieron con el criterio de "controles comunitarios”. En “Comparabilidad”,
solo un estudio consigui6 una estrella por realizar emparejamiento del grupo casos
con el grupo control por edad y sexo (Poole y cols., 2013). Los demas estudios no
cumplieron con esta seccion de la escala y no se le otorgaron estrellas. Por altimo,
en la seccion de “Exposicion”, solo uno de los estudios fue evaluado con el maximo
de estrellas (3), ya que dentro de su metodologia se comprobd que los sujetos
estudiados tenian EA y que los controles estaban libres de esta patologia. Ademas,
ambos grupos cumplian con la misma tasa de falta de respuesta (Dominy y cols.,

2019). A los otros dos estudios solo se les asigno 2 estrellas por no cumplir con la
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evaluacion de la exposicion (Laugisch y cols., 2018; Poole y cols., 2013). Al calcular
la cantidad de estrellas otorgadas a cada estudio se observa que todos fueron
calificados con 6 estrellas, siendo consideradas como investigaciones de calidad

moderada. Todos estos datos estan presentados en la Tabla N°4.



Tabla N°4. Escala Newcastle-Ottawa. Evaluacion de Riesgo de Sesgo en estudios observacionales seleccionados.
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Criterios de evaluacion de la Aceptable Dominy y | Laugischy [Pooley cols.,
calidad P cols., 2019 | cols., 2018 | 2013
Seleccioén
¢Es adgguada la definicion de caso o Si, con validacién independiente * * *
exposicion?
¢ Representatividad de los casos? Series de casos consecutivas u obviamente representativas * * *
¢Seleccion de controles? Controles comunitarios - -
¢ Definicién de controles? Sin antecedentes de EA * *
Comparabilidad
Controles del estudio por edad/ sexo | Si - - *
. Origen, étnico, antecedentes familiares con EA, tabaquismo, drogas,
¢ Estudiar co_ntroles para al menos 3 | alcohol, estrés, insomnio, estilo de vida sedentario, enfermedad crénica ) ) )
factores de riesgo adicionales? no transmisible, duracién/gravedad de la diabetes mellitus, estado
periodontal.
Exposicion
) L i Registro seguro, entrevista estructurada o examen clinico realizado por
¢ Evaluacion de la exposicion? ; ; * - -
un profesional de la salud, ciego al estado de caso/ control.
Mismo método de verifiacion para .
casos y controles Si * * *
¢ Tasa de falta de respuesta? Lo mismo para ambos grupos. * * *
Nivel de calidad general (maximo = 9)
Categoria de calidad Moderado | Moderado | Moderado
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Por otro lado, para evaluar el riesgo de sesgo en las investigaciones
realizadas en animales se utilizé la herramienta SYRCLE. En el primer dominio, 6
de 9 estudios se clasificaron como "NO" ya que no informan la asignacién aleatoria
de los animales dentro de los grupos experimentales/controles (Al-Bayaty y cols.,
2019; Dominy y cols., 2019; Ha y cols., 2020; Han y cols., 2019; llievski y cols.,
2018). Los otros 3 estudios mencionaron que los ratones se distribuyeron de forma
aleatoria dentro de los grupos, sin embargo, no explicitan el método que utilizaron
para ello; siendo clasificados con un "Si" (Poole y cols., 2014; Singhrao y cols., 2017;
Zhangy cols., 2021). En el dominio nimero 2, todos los estudios se clasificaron con
un "Si", ya que los grupos eran similares al comienzo del estudio, distribuyendo
caracteristicas similares entre sus grupos experimentales y de control. En el dominio
namero 3 todos los estudios fueron clasificados como "Poco Claro" ya que ninguno
presentaba informes de aleatorizaciébn para distribuir animales en los grupos
experimental/control. El dominio nimero 4 se designé como "Si" en todos los
estudios porgue, a pesar de que no se haya mencionado la distribucion aleatoria de
los animales en sus jaulas, es poco probable que los resultados de cada estudio se
vean influenciados por ese motivo, ya que, al ser el mismo modelo de animal, se
espera que reaccionen de manera similar a las intervenciones. Dentro de los
dominios numero 5, 6 y 7, se clasificaron todos los estudios como "Poco claro", ya
gue ninguno explicitd que los investigadores estuvieran cegados a las
intervenciones, en la eleccion de un animal o en la medida de resultado. EI dominio
namero 8 se asigno "Si" a todos los estudios, ya que es poco probable que los
resultados faltantes influyan en los finales. Solo una investigacion indicé que cambié
el numero de animales, mencionando que se sacrificd un ratén experimental sin
especificar la causa (llievski y cols., 2018). Finalmente, los dominios nimero 9y 10
se marcaron como "Si" en todas las investigaciones por presentar algun tipo de
sesgo dentro de los métodos de la investigacion, ademas de declarar que no hubo
influencia de financiamientos, excepto uno (Dominy y cols., 2019). Como
observacion general, 5 de los 9 dominios fueron clasificados con un “Si”, 4
clasificados como “Poco claro” y uno con “No”. Todos estos datos se encuentran

presentados en la Tabla N°5.



Tabla N°5. SYRCLE. Evaluacion de riesgo de sesgo en ensayos experimentales en animales.
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Estudios
o Al- . . . . .
Dominios SYRCLE Bayaty y Dominy Ha, y Han,y | llievski, | Ishiday | Poole,y | Singhrao, | Zhang,
cols y cols., cols., cols., y cols., cols., cols., y cols., | ycols.,
2015 2019 2020. 2019. 2018. 2017 2014. 2017. 2021.
¢Se generd y aplicé adecuadamente la No No No No No No S S S
secuencia de asignacién?
*¢ Los investigadores describieron un
componente aleatorio en el proceso de
generacion de secuencias como: Poco Poco Poco
m Hacer referencia a una tabla de nameros No No No No No No
. claro claro claro
aleatorios;
m Uso de un generador de nimeros aleatorios
de computadora.
¢Los grupos fueron similares al inicio o se
ajustaron para detectar factores de Si Si Si Si Si Si Si Si Si
confusion en el andlisis?
*¢ La distribucion de las caracteristicas basales Poco
relevantes fue equilibrada para los grupos de Si Si claro Si Si Si Si Si Si
intervencion y control?
*Si es relevante, ¢ los investigadores ajustaron
adecuadamente !a Q|str|bu0|on desigual de Si Si Poco Si S Si Si Si Poco
algunas caracteristicas basales relevantes en claro claro
el andlisis?
. . -
¢Fue adecuado el momento de la induccion Si Si Si Si Si Si Si Si Si
de la enfermedad?
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¢Se oculté adecuadamente la asignacion a
los diferentes grupos durante el mismo
tiempo?

Poco
claro

Poco
claro

Poco
claro

Poco
claro

Poco
claro

Poco
claro

Poco
claro

Poco
claro

Poco
claro

*: Podria el investigador que asigna los
animales al grupo de intervencién o control no
prever la asignacion debido a uno de los
métodos siguientes o equivalentes?

m Codificacion por terceros de la aleatorizacién
central de asignacion de grupos
experimentales y de control por un tercero

m Sobres opacos y sellados numerados
secuencialmente

Poco
claro

Poco
claro

Poco
claro

Poco
claro

Poco
claro

Poco
claro

Poco
claro

Poco
claro

Poco
claro

¢Los animales fueron alojados al azar
durante el experimento?

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

*¢ Los autores colocaron aleatoriamente las
jaulas o los animales dentro de la sala /
instalacion de animales?

m Los animales fueron seleccionados al azar
durante la evaluacién de los resultados

Poco
claro

Poco
claro

Poco
claro

Poco
claro

Poco
claro

Poco
claro

Poco
claro

Poco
claro

Poco
claro

*¢ Es poco probable que el resultado o la
medicién del resultado haya sido influenciado
por no alojar aleatoriamente a los animales?

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

¢Los cuidadores y/o investigadores fueron
cegados por el conocimiento de qué
intervencion recibié cada animal durante el
experimento?

Poco
claro

Poco
claro

Poco
claro

Poco
claro

Poco
claro

Poco
claro

Poco
claro

Poco
claro

Poco
claro

*¢; Se garantizé el cegamiento de los
cuidadores e investigadores, y era poco
probable que su cegamiento pudiera haberse
roto?

Poco
claro

Poco
claro

Poco
claro

Poco
claro

Poco
claro

Poco
claro

Poco
claro

Poco
claro

Poco
claro
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¢, Se seleccionaron animales al azar para la Poco Poco Poco Poco Poco Poco Poco Poco Poco
evaluacion de los resultados? claro claro claro claro claro claro claro claro claro
*¢ Los investigadores eligieron al azar a un
animal durante la evaluacion de resultados, o

- . Poco Poco Poco Poco Poco Poco Poco Poco Poco
utilizaron un componente aleatorio en la

. . L claro claro claro claro claro claro claro claro claro

generacion de la secuencia para la evaluacion
de resultados?

Poco Poco Poco Poco Poco Poco Poco Poco Poco
¢El evaluador de resultados fue cegado? claro claro claro claro claro claro claro claro claro
*¢,Se garantizo el cegamiento del evaluador de

¢>€ g 9 Poco Poco Poco Poco Poco Poco Poco Poco Poco
resultados, y era poco probable que el
. . claro claro claro claro claro claro claro claro claro
cegamiento pudiera haberse roto?
*¢ El evaluador de resultados no fue cegado,
pero los autores de la revision juzgan que no Poco Poco Poco Poco Poco Poco Poco Poco Poco
es probable que el resultado esté influenciado claro claro claro claro claro claro claro claro claro
por la falta de cegamiento?
;, Se abordaron adecuadamente los datos de . . . . . . . . p
¢ . Si Si Si Si Si Si Si Si Si
resultado incompletos?
*¢ Se incluyeron todos los animales en el S S Poco Poco NoO Poco Poco Si Poco
anélisis? claro claro claro claro claro
*¢ ES poco probable que las razones de la falta
de datos de resultado estén relacionadas con . . . . . . . . .
. Si Si Si Si Si Si Si Si Si
el resultado verdadero? (por ejemplo, fallo
técnico)
*; Los datos de resultados faltantes estan
equilibrados en nimeros entre los grupos de Poco Poco Poco Poco Poco Poco Poco Poco Poco
intervencidn, con razones similares para la falta | claro claro claro claro claro claro claro claro claro

de datos entre los grupos?




*¢ Se imputan los datos de resultados faltantes
utilizando los métodos apropiados?

Poco
claro

Poco
claro

Poco
claro

Poco
claro

Poco
claro

Poco
claro

Poco
claro

Poco
claro

Poco
claro

¢Los informes del estudio estan libres de
informes selectivos de resultados?

*¢ Estaba disponible el protocolo del estudio y

se informaron todos los resultados primarios y
secundarios preespecificados del estudio en el
manuscrito actual?

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

*: No estaba disponible el protocolo del
estudio, pero estaba claro que el informe
publicado incluia todos los resultados
esperados (es decir, la seccion de
comparacion de métodos y resultados)?

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

10

¢El estudio aparentemente estaba libre de
otros problemas que podrian resultar en un
ALTO ROB?

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

*¢ El estudio estuvo libre de contaminacion
(agrupacion de farmacos)?

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

*¢ El estudio estuvo libre de influencia
inapropiada de los financiadores?

Si

No

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

*¢ El estudio estuvo libre de errores de unidad
de analisis?

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

*¢ Estuvieron ausentes los riesgos de sesgo
especificos del disefio?

No

No

No

No

No

No

No

No

No

*; Se agregaron nuevos animales a los grupos
de control y experimentacion para reemplazar
los abandonos de la poblacion original?

No

No

No

No

No

No

No

No

No
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7.4 ldentificacion de bacterias en cerebro humano y sus vias de ingreso

Diferentes investigaciones han destacado la importancia que han tomado las
bacterias orales y sus factores de virulencia en la EA. Un estudio evalué la presencia
de anticuerpos y bacterias orales en el suero y LCE de pacientes con EA y de
pacientes con otro tipo de demencias (controles). Entre sus resultados, encontraron
anticuerpos contra P. gingivalis, por lo que suponen que hubo un ingreso pasivo de
los anticuerpos séricos hacia el LCE o0 que se generaron como una respuesta
inmune local. Esto podria haber sucedido por el ingreso de los componentes
bacterianos al cerebro o porque las bacterias no se localizan en LCE, pero si en
tejido cerebral, ingresando a través del torrente sanguineo y la BHE dafiada por la
inflamacion sistémica, espacios perivasculares y/o via nervio trigémino (Laugisch y
cols., 2018).

El afio 2019, Dominy y cols. realizaron un estudio postmortem donde lograron
identificar gingipainas de P. gingivalis en el cerebro de personas fallecidas con EA.
Expusieron que la carga de RgpB y Kgp fue significativamente mayor en cerebros
con EA que en los controles sin demencia, y demostraron una correlacion
significativa con la carga de la proteina Tau, relacionada con el deterioro cognitivo
en la EA, y con ubiquitina, proteina que se ubica en NFTsy placas seniles. Asi
mismo, mediante andlisis cuantitativo de la reaccion en cadena de la polimerasa
(qPCR), identificaron el gen de la subunidad 16S ARNr de P. gingivalis en el tejido
cerebral enfermo, y para validar sus resultados realizaron un andlisis PCR utilizando
cebadores para el gen hmuy, el cual es altamente especifico para esta bacteria.
Aungue no formé parte de su estudio, estos investigadores discutieron las posibles
vias de ingreso de P. gingivalis al cerebro humano. Entre ellas mencionan la
infeccion de los monocitos y su reclutamiento cerebral, el dafio de las células
endoteliales de la BHE y/o la diseminacion a través de nervios craneales como el
trigémino (Dominy y cols., 2019).

Otro estudio detecté LPS de P. gingivalis en el cerebro de personas que
fallecieron por causa de EA, 12 horas posterior a su deceso. Indican que el ingreso
de los productos bacterianos al cerebro puede deberse a la bacteremia que afecta
a las personas con EA severa por la alteracion de la deglucién, produciendo un

aumento de los patdégenos orales que ingresan a la circulacion sistémica, que llegan
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al cerebro por la zona de la BHE que se encuentra incompleta en las regiones
circuventriculares o por el dafio que se produce en la BHE por la inflamacion

sistémica que produce P. gingivalis y sus factores de virulencia (Poole y cols., 2013).

7.5 Identificacion de bacterias en cerebro animal y sus vias de ingreso

Distintas investigaciones in vivo han demostrado la presencia de P. gingivalis
y/o sus productos en el cerebro de animales luego de inducir periodontitis
experimental. Al-Bayaty y cols. realizaron un estudio en conejos, donde observaron
cambios histopatoldgicos, tales como edemas y hemorragias, en el cerebro de los
animales del grupo experimental, a los cuales se les administrd P. gingivalis por via
oral. Con estos hallazgos, sustentan que estas patologias fueron producidas por la
invasion de esta bacteria al SNC via BHE, indicando que P. gingivalis tiene un rol
en los trastornos inflamatorios del SNC, como la EA. Otro estudio detecto P.
gingivalis en el cerebro de ratén luego de 6 semanas de infeccion oral. Mencionaron
que la via de entrada de esta bacteria al SNC podria haberse dado por medio de
monocitos y su reclutamiento cerebral, el dafio de la BHE y/o la a través de nervios
como el trigémino (Dominy y cols., 2019).

Por su parte, llievski y cols. detectaron P. gingivalis y su gingipaina en el
hipocampo de ratones mediante inmunohistoquimica, microscopia confocal y
gPCR, luego de inducir periodontitis mediante la inyeccion de la bacteria en la
cavidad oral (llievski et al.,, 2018). Estos investigadores pudieron localizar a la
bacteria y sus gingipainas en zonas intranucleares y perinucleares de microglias,
astrocitos y neuronas (Fig. N°2), indicando que P. gingivalis, posiblemente,
transloca desde la cavidad oral hasta el cerebro atravesando la BHE dafiada.
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astrocyte

microglia

' el o

Figura N°2. P. gingivalis y gingipainas estan presente intracelularmente en astrocitos, microglia y

neuron

neuronas en el hipocampo de ratones experimentales. Verde: astrocitos (paneles superiores),
microglia (paneles intermedios) y neuronas (paneles inferiores). Rojo: P. gingivalis/gingipainas. Azul:
DAPI. Fuente: llievski y cols., 2018.

Afadiendo a lo anterior, otro estudio identifico P. gingivalis y su LPS en suero
y cerebros de ratones luego de provocar periodontitis experimental. Demostraron
gue la permeabilidad de la BHE se ve afectada por los mediadores inflamatorios en
la sangre, por lo que posiblemente P. gingivalis ingresa al cerebro de los animales
por esa via (Ishida y cols., 2017).

Poole y cols., a su vez, demostraron la presencia de ADN gendémico de P.
gingivalis en muestras de cerebro de raton con infecciones orales mono o
polimicrobianas. Dentro de sus hallazgos, encontraron que hubo dominancia por
parte de P. gingivalis en el acceso al cerebro comparada con T. denticola y T.
forsythia, asocidndolo a su virulencia y capacidad de adhesion. Ademas, indicaron
que la inflamacion sistémica que se producia a las 24 semanas de la infeccién
podria haber dafiado la BHE, aumentando su permeabilidad, permitiendo el acceso
de las bacterias al cerebro (Poole y cols., 2014).

Singhrao y cols. detectaron P. gingivalis en la region perinuclear de células
cerebrales y extracelularmente en el lobo frontal del cerebro de ratones Apoe -/-
infectados con la bacteria via oral. Ademas, identificaron gingipaina de la misma
bacteria en el plexo coroideo (zona libre de BHE, por lo que actia de control
positivo) y en vasos principales y micro vasos del hipocampo de los mismos ratones
indican que la bacteria llegoé al cerebro mediante la BHE, ya que demostraron

presencia de IgG dentro de capilares cerebrales y filtracion a tejidos de los ratones,
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por lo que sostienen que la BHE se vio afectada posterior a la infeccion oral
(Singhrao y cols., 2017). EI LPS de P. gingivalis también fue detectado en el plasma
y en la corteza cerebral de ratones infectados con la bacteria, mediante su inyeccion
en el surco gingival de los animales. Ademas, se observé el aumento de una
respuesta inflamatoria sistémica, lo que pudo haber cambiado la permeabilidad de
la BHE vy, asi, permitir el ingreso de P. gingivalis al SNC (Zhang y cols., 2021).

Finalmente, y a pesar de que A. actinomycetemcomitans es una bacteria oral
poco estudiada en el contexto de su posible presencia en el cerebro, sus productos
también han sido identificados en el SNC de animales. Ha y cols. realizaron un
ensayo experimental en donde inyectaron VME de A. actinomycetemcomitans en la
cola de ratones, y demostraron que estas vesiculas pueden cruzar la BHE e
internalizarse en macréfagos meningeos, lo que les permite ingresar a las células
microgliales del cerebro (Ha y cols., 2020). En esta misma linea, un afio antes, otro
estudio habia demostrado que las VME de A. actinomycetemcomitans inoculadas
via inyeccion intra-cardiaca habian ingresado exitosamente al cerebro luego de
cruzar la BHE, donde el DNA bacteriano de las vesiculas promovieron
neuroinflamacion mediante la activacion de la via mediada por la citoquina TNF-a
(Hany cols., 2019).
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Figura N°3. Modelo del mecanismo de accion de sARN de A. actinomycetemcomitans dentro de
VME en macrofagos y cerebro. Las VME son absorbidas por y cruzan la BHE, promoviendo la
neuroinflamacién. sARN: pequefios ARN; VME: vesiculas de membrana externa; TNF: factor de

necrosis tumoral; BHE: barrera hematoencefalica. Fuente: Han y cols, 2019.



37
8. DISCUSION

El microbioma humano estd compuesto por distintas microbiotas como la
intestinal, respiratoria y oral. Los microbiomas tienen un alto grado de diversidad en
organismos de la misma especie, e incluso, dentro del mismo individuo,
dependiendo de si se encuentra en salud o enfermedad (Human Microbiome Project
Consortium, 2012). La disbiosis del microbioma puede ocasionar diferentes
enfermedades, algunas bien descritas son la esclerosis mdultiple, diabetes tipo 1y
2, alergias, asma, cancer y enfermedad periodontal (Lloyd-Price, J. A.y cols., 2016).
Los microorganismos que son capaces de interferir en la homeodinamia del
microbioma provocando una disbiosis y, por tanto, enfermedades, son llamados
patégenos clave o keystone pathogens (Hajishengallis y cols., 2014; Hajishengallis
y cols., 2015). En el microbioma oral, los patégenos clave pueden modular o alterar
la respuesta inmune. Ademas, pueden mejorar la interaccion entre patdgenos orales
(How y cols., 2016).

Uno de los patégenos claves que se desarrolla en la cavidad oral es P.
gingivalis que, asi como A. actinomycetemcomitans, puede interferir en la inmunidad
del hospedero y alterar la simbiosis bacteriana oral, logrando colonizar los tejidos y
producir disbiosis, participando en el inicio y progresion de la enfermedad
periodontal (Hajishengallis, 2015; Malik y cols., 2015). Se ha demostrado que las
bacterias orales pueden ingresar a la circulacion sanguinea a través del epitelio
ocasionando una bacteremia transitoria (Lockhart y cols., 2008; Parahitiyawa y cols.,
2009; Komine-Aizawa y cols., 2019). En esa linea, es sabido que la presencia de
bacterias en la circulacion es la causa de sepsis, sin embargo, no se ha reportado
gue se produzca por periodonto-patégenos. Esto puede deberse a que las bacterias
presentes en el torrente sanguineo sufren una serie procesos consecuentes a la
respuesta inmune que les impide mantenerse en la circulacion. Entre ellos se
describe la imposibilidad de los leucocitos de fagocitar bacterias a alta velocidad (la
del torrente sanguineo) (Minasyan y cols., 2014), por lo que las bacterias son
atraidas por cargas eléctricas a las superficies de los eritrocitos, donde pueden morir
por el contacto con el oxigeno que se libera por la oxihemoglobina (Minasyan y cols.,
2017). También, las bacterias pueden ingresar a los eritrocitos por medio de poros

de membrana, y morir por oxidaciéon (Minasyan y cols., 2014; Minasyan y cols.,
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2016). Si logran sobrevivir a estos ataques oxidativos, pueden llegar a filtrarse en el
higado y el bazo e incluso producir hepato o esplenomegalia debido al
reconocimiento por los macréfagos residentes en esos 6rganos, que fagocitan e
inducen una respuesta inflamatoria (Minasyan y cols., 2017). Luego de toda esta
respuesta del hospedero ante la infeccion, las bacterias que resistan serian las que
causen sepsis en el individuo, y por consiguiente su muerte (Minasyan y cols.,
2016). Con todos estos antecedentes, se puede suponer que las bacterias orales
solo producen bacteremia transitoria (Lockhart y cols., 2008; Parahitiyawa y cols.,
2009; Komine-Aizawa y cols., 2019) ya que deben salir rapidamente del torrente
sanguineo para poder evitar la respuesta del hospedero. Asi, las vias por las que
migran a los distintos 6érganos del cuerpo y producen infeccién podrian ser variables.
Es por esto la importancia de dilucidar las conexiones que hay entre la cavidad oral
y el cerebro y las vias por donde migran las bacterias que producen alteracion en el

medio cerebral, desencadenado una respuesta proinflamatoria (Ding y cols.y 2018)

8.1 Vias de ingreso de las bacterias al cerebro

Los hallazgos de los estudios observacionales y experimentales
seleccionados mencionan la detecciéon de P. gingivalis o sus productos bacterianos,
como el LPS y las gingipainas, en el cerebro de la poblacion estudiada, indicando
que su via de ingreso fue por la BHE, la cual se vio perjudicada por la inflamacion
sistémica que produce esta bacteria al ingresar al torrente sanguineo (Poole y cols.,
2013; Poole y cols., 2014; Singhrao y cols., 2017; Ishida y cols., 2017; Laugisch y
cols., 2018; llievski y cols., 2018; Al-Bayaty y cols., 2019; Dominy y cols., 2019;
Zhang y cols., 2021). Sin embargo, aunque se ha demostrado que todas las cepas
de P. gingivalis son capaces de ingresar al cerebro de ratones o ratas, solo las
encapsuladas (K1 o K2) aumentan la produccion de citoquinas pro-inflamatorias y
los niveles de AB1-42; ademas, producen cambios en la morfologia astrocitica e
inducen la hiperfosforilaciéon de Tau en el hipocampo (Diaz-Zufiga y cols., 2020).
Otros estudios mencionaron que las VME de A. actinomycetemcomitans son
capaces de cruzar la BHE, detectandolas en el cerebro de ratones luego de haber
sido inyectadas por via intra-cardiaca o intravenosa (Han y cols., 2019; Ha y cols.,

2020). La hipdtesis de que estas bacterias o sus productos ingresan al cerebro a
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través de la BHE podria discutirse ya que, generalmente, esta barrera evita que
distintos microoganismos o0 sustancias ingresen al SNC. Sin embargo, se ha
descrito que las citoquinas pueden ingresar a traves de los capilares de las regiones
circunventriculares mediante transportadores especificos, aumentando la
permeabilidad de la BHE (Pan y Kastin, 1999; Banks y cols., 2002; Perry, 2004),
pudiendo permitir el paso de distintas moléculas a través de transportadores de
células endoteliales. Afiadiendo a lo anterior, se ha observado en modelos de
animales que una alteracion de la sefializacion de pericitos-astrocitos endoteliales
—conocido como la unidad neurovascular— podrian causar la degradacion de la
BHE (Bell y Zlokovic, 2009). Ademas, en pacientes con EA se asocio el deterioro
cognitivo y la inflamacién con la ruptura de la BHE (Bowman y cols., 2018). Todo
esto sustenta que existe una conexion entre la cavidad oral y el cerebro de personas
con EA, siendo la BHE comprometida una potencial y posible via de ingreso de las
bacterias residentes en el medio oral (Sansores-Espafia y cols., 2021a).

Sin embargo, estas no son las Unicas vias descritas en la literatura por las
cuales las bacterias pueden ingresar al cerebro. Se ha demostrado la migracion de
bacterias via nerviosa hacia el cerebro. No existe evidencia de que P. gingivalis o
A. actinomycetemcomitans haya sido identificada en vias nerviosas. Sin embargo,
se ha encontrado en la literatura que espiroquetas no orales han sido detectadas en
axones de nervios periféricos y cerebros de animales de grupos experimentales
(Sell y Salman, 2005; Cadavid y cols., 2000; Miklossy, 2016). Ademas, T. denticola
fue detectada en ganglios trigeminales, nucleo pontino del trigémino y el hipocampo
de personas fallecidas de EA y de ratones con lesiones endodonticas (Rupfy cols.,
2000; Riviere y cols., 2002; Foschi y cols., 2006), planteando la hipotesis de que
esta bacteria oral podria ingresar al cerebro por via nerviosa. Aunque estos estudios
no puedan determinar la via de entrada, se abre una posibilidad de via de ingreso
ya que se demostré que esta bacteria es capaz de invadir el SNC y SNP (Riviere y
cols., 2002). En este contexto, se demostré que el nervio trigémino es capaz de
reconocer los factores de virulencia de bacterias orales por el eje TLR4-CD14-
MyD88-NF-kB (Wadachi y Hargreaves, 2005). Esto produce la estimulacion de la
fagocitosis, la produccion de especies reactivas de oxigeno y citoquinas pro-

inflamatorias (Diogenes y cols., 2011; Diaz-Zufiga y cols., 2015; Go y cols., 2016).
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Como P. gingivalis posee factores de virulencia que le permiten sobrevivir dentro de
las células del hospedero y migrar intracelularmente gracias al modelo de “caballo
de Troya” o por el trafico de sus vesiculas intracelulares, podria lograrse su
deteccion dentro del nervio trigémino por estos fenébmenos (Yilmaz y cols., 2004;

Singh y cols., 2011; Santiago-Tirado y cols., 2017).

Por ultimo, la via linfatica ha sido poco explorada como ruta de migracion
bacteriana hacia el cerebro (Sansores-Espafa y cols., 2021b). Sin embargo, la
deteccidon de T. denticola en el IV ventriculo y en el LCE (Riviere y cols., 2002) es
motivo para posibles investigaciones sobre el tema. Estudios recientes han
conectado anatémicamente la cavidad oral y el cerebro mediante el sistema
linfatico, ya que el IV ventriculo drena en el linfonodo cervical profundo medio, al
igual que los linfonodos de la cavidad bucal (Louveau, 2015; Louveau y cols., 2015).
Si bien no existe evidencia que pruebe la migracion de bacterias orales al cerebro
por via linfatica, es un fendbmeno que podria ocurrir al producirse una deficiencia
masticatoria por la pérdida dentaria, afectando el retorno venoso y linfatico y
posibilitando la invasion de bacterias en el sistema linfatico (Tsutsui y cols., 2007;
Nedergaard y Goldman, 2020). En esa misma linea, se ha demostrado en modelos
murinos que el envejecimiento produce una disfuncién, disminucion de diametro y
de cobertura de los vasos linfaticos meningeos (Nagai y cols., 2011; Da Mesquita y
cols., 2018). Sin embargo, se necesitan mas estudios para poder corroborar que el

sistema linfatico es una potencial via para la invasion cerebral de bacterias orales.
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Figura N°4. Componentes Eje Oral-Cerebral. (A) Posible bacteremia induce la producciéon de
mediadores pro-inflamatorios, cambios funcionales en astrocitos y microglias y degradacion de
proteinas, ocasionando la ruptura de la BHE, estimulando la produccién de amiloide 8 vy la
hiperfosforilacion de la proteina Tau. (B) Los receptores de las fibras del nervio trigémino de tejidos
periodontales reconocen factores de virulencia, e inducen la activacion de NF-kB, la formacién del
fagosoma o el aumento de Ca+2 intracelular. La neurona respondera produciendo IL-78, IL-6 y TNF-
a en el ganglio del trigémino, donde las bacterias patégenas podrian moverse a lo largo del axén o
las dendritas de la neurona. Las neuronas que reconocen bacterias patdgenas podrian secretar
citoquinas proinflamatorias y generar activacion en microglia y astrocitos. (C) Ciertas bacterias
patégenas tienen la capacidad de inhibir la formacién de fagolisosomas, por lo tanto, una vez en el
ganglio linfatico, los fagocitos podrian migrar a otro ganglio linfatico o bien, las bacterias podrian
migrar a través de los vasos linfaticos a otro sitio, tal como el ganglio linfatico cervical medio, donde
drena el ventriculo 1V y los ganglios linfaticos de la cavidad bucal. IL: interleuquina; TNF: factor de
necrosis tumoral; MMP: metaloproteinasas de matriz; BHE: barrera hematoencefalica; LPS:
lipopolisacarido; TLRs: receptores tipo toll; CDs: grupo de diferenciacion; TRPV1: receptor potencial
transitorio del canal catiénico V1; NF-«B: factor nuclear k B; NFT: ovillos neurofibrilares, TCR:
receptor de células T; HLA: antigenos de leucocitos humanos; ROS: especies reactivas de oxigeno.

Fuente: Sansores-Espafia y cols., 2021b.
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8.2 P. gingivalis versus A. actinomycetemcomitans en el cerebro

Existe variada literatura que habla de la deteccion de P. gingivalis y/o sus
factores de virulencia en el tejido cerebral de humanos y animales (Poole y cols.,
2013; Poole y cols., 2014; Singhrao y cols., 2017; Ishida y cols., 2017; Laugisch y
cols., 2018; llievski y cols., 2018; Al-Bayaty y cols., 2019; Dominy y cols., 2019;
Zhang y cols., 2021). Incluso, un reciente estudio in vitro demostré que la integridad
de la BHE humana podria debilitarse por los efectos de los factores de virulencia de
P. gingivalis, tales como el LPS y las VMEs que contienen enzimas proteoliticas,
como las gingipainas (Pritchard y cols., 2022). Sin embargo, la asociacion entre A.
actinomycetemcomitans y la EA ha sido poco estudiada y solo se encontraron 2
investigaciones donde se detectan sus productos en tejido cerebral animal (Han y
cols., 2019; Ha y cols., 2020). Dentro de sus metodologias indican la inyeccion
directa de VMEs de A. actinomycetemcomitans y no de la bacteria entera (Han y
cols., 2019; Ha y cols., 2020). Suponemos que siguieron esta técnica para poder
detectar las VMEs luego de ser tratadas con distintos métodos de tincion y
visualizarlas en los cerebros de los animales, ya sea por microscopia de
fluorescencia de hoja de luz 2D (Han y cols., 2019) o por microscopia intravital (Ha
y cols., 2020). Asi mismo, uno de estos grupos inocul6é las VMEs por via intra-
cardiaca (Han y cols., 2019). Sin embargo, Ha y cols. inyectaron esto productos por
via intravenosa en la cola de los ratones con el fin de evitar riesgos cardiacos (Ha 'y
cols., 2020); siguiendo la misma linea de otra investigacion que demostré que las
VMEs purificadas de bacterias de heces de personas con EA inyectadas
directamente en la cola de ratones eran capaces de cruzar la BHE y promover la
activacion de los astrocitos y la microglia, induciendo una respuesta inflamatoria e

hiperfosforilacion de Tau, conduciendo a deterioro cognitivo (Wei y cols., 2020).
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8.3 Heterogeneidad de los estudios

La heterogeneidad de los 11 estudios seleccionados para realizar esta
revision sistematica cualitativa se sustenta en las diferencias metodoldgicas que
existe entre ellos. Por este motivo no se puede desarrollar un metaanalisis a partir
de esta revision.

En cuanto a los estudios observacionales que se seleccionaron, las
metodologias utilizadas por cada uno son diferentes entre si con respecto a la
poblacion estudiada (grupos experimentales y controles), las muestras de tejido
(cerebro, suero, LCE, plasma y saliva) y los factores de virulencia de la bacteria P.
gingivalis (LPS y gingipainas).

Dentro de los estudios experimentales que evaluaron la presencia de P.
gingivalis en el cerebro, la heterogeneidad de sus metodologias se baso en los tipos
de experimentos, el tipo de animal (sexo, edad y modelo), cepas bacterianas, la
induccién de la periodontitis y la duracion de las infecciones. Por otro lado, los
estudios centrados en las VMEs de la bacteria A. actinomycetemcomitans,
realizaron inyecciones de este producto en distintas zonas del cuerpo de los
ratones. Cabe destacar que estas Ultimas dos investigaciones no indujeron
periodontitis experimental en los ratones, pero fueron incluidos en esta revision ya
que lograron detectar las OMV en el cerebro de los animales y ademas indicaron la

via de acceso de estas.

8.4 Andlisis del riesgo de sesgo

La evaluacién de riesgo de sesgo en estudios observacionales se realizd con
la herramienta NOS. Esta escala califico a los 3 estudios con calidad moderada. En
la primera categoria, los 3 estudios fueron clasificados con 3 0 mas estrellas, lo que
indica que la eleccion de sus grupos experimental y controles fue adecuada. En la
categoria de comparacion, 2 de los 3 estudios no obtuvieron estrellas, por lo que
podria generar un sesgo de informacién, ya que al no explicitan las caracteristicas
de los controles que pudiesen influir de manera diferencial en las mediciones que
se puedan realizar en los grupos de casos y de controles (Hernandez-Avila y cols.,
2000), tales como edad, sexo, antecedentes familiares de EA, enfermedades

cronicas, etc. Por ultimo, en cuanto a la Exposicién, solo 1 estudio obtuvo el maximo
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de estrellas. Sin embargo, los otros dos no mencionaron sobre el cegamiento de
sus investigadores, lo que podria inducir nuevamente a un sesgo de informacion por
la influencia del criterio en la evaluacion de ambos grupos.

En cuanto a la evaluacion realizada a los estudios experimentales en
animales, la herramienta SYRCLE clasificé a la mayoria de los dominios con un “Si”.
Sin embargo, en relacion con la aleatorizacion en la distribucion de los animales en
los grupos y cegamiento de los investigadores, la informacién no fue informada, por
lo que la clasificacion del dominio 1 fue mayormente “No” o en el 3 y 5 fue “Poco
claro”. Esto podria llevar a que se produjera un posible sesgo por informacién, ya
gue al saber al grupo pertenece cada animal, podria influir en la evaluaciéon de los
resultados por parte de los investigadores.

Con ambas escalas realizadas, determinamos que el riesgo de sesgo de los
articulos seleccionados es moderado. La evaluacion de riesgo de sesgo nos permite
conocer la calidad de los estudios seleccionados y reconocer los posibles sesgos
presentes en ellos para poder interpretar sus resultados de manera adecuada.
Basarse en las pautas de las herramientas utilizadas permite que la realizacion de
estudios futuros no deje cabida a la existencia de sesgos y mejore la calidad de las

investigaciones.

8.5 Limitaciones del estudio

Dentro de las limitaciones de este estudio se encuentra la baja cantidad de
informacion recopilada acerca del tema de investigacion. Si bien, existe gran
cantidad de literatura acerca de la bacteria P. gingivalis, faltan estudios in vivo y en
humanos que comprueben las vias por las que ingresa al cerebro con el fin de poder
dilucidar totalmente su rol en la EA. Por otro lado, la bacteria oral A.
actinomycetemcomitans ha sido poco estudiada en general, por lo que limita adn
mas la informacion que la relaciona con la EA. Sin embargo, los estudios que hay
son literatura fuerte que dan paso a las asociaciones e influencias que tienen estas

bacterias en la EA.
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. CONCLUSIONES

La presencia de P. gingivalis y sus factores de virulencia fue comprobada en
cerebros animales con y sin periodontitis, y se postula que la posible via de

entrada es la BHE comprometida.

La presencia de P. gingivalis y sus factores de virulencia fue comprobada en
cerebros de humanos y LCE con y sin EA, lo que sugiere que la bacteria migro

via BHE, independiente de la patologia neurologica de los pacientes.

Vesiculas extracelulares de A. actinomycetemcomitans fueron detectadas en el
cerebro de ratones y cruzaron la BHE, causando neuroinflamacion. Esto podria
implicar un nuevo mecanismo patogénico en las enfermedades

neuroinflamatorias como la EA.

Otras bacterias orales han sido identificadas en el cerebro, tejido nervioso y
linfatico, por lo que se abren nuevas vias por las que estos microorganismos y

sus productos podrian migrar hacia el cerebro para causar neuroinflamacion.

Toda esta evidencia sustenta la existencia del eje cavidad oral/cerebro y la

importancia de dilucidar las vias de migracién de las bacterias orales.
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11. ANEXOS Y APENDICES

11.2 Estrategias de busqueda.

PUBMED

(("Porphyromonas gingivalis'[MeSH Terms] OR
("Porphyromonas"[All Fields] AND "gingivalis"[All Fields])
OR "porphyromonas gingivalis"[All Fields] OR
("aggregatibacter actinomycetemcomitans"[MeSH Terms]
OR ("aggregatibacter"[All Fields] AND
"actinomycetemcomitans”[All Fields]) OR "aggregatibacter
actinomycetemcomitans"[All Fields])) AND ("brain"[MeSH
Terms] OR "brain"[All Fields] OR "brains"[All Fields] OR
"brain s"[All Fields])) AND (fha[Filter])

WOS

#1: TS=(Porphyromonas gingivalis)

#2: TS=(Aggregatibacter actinomycetemcomitans)
#3 TS=(brain)

#4 = #1 OR #2

#5 = #4 AND #3

LILACS

Porphyromonas gingivalis OR Aggregatibacter

actinomycetemcomitans AND Brain

SCOPUS

Porphyromonas gingivalis OR Aggregatibacter

actinomycetemcomitans AND Brain
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