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1. RESUMEN

Introduccion: La enfermedad periodontal es una patologia inflamatoria cronica
multifactorial e infecciosa, caracterizada por una disbiosis de la microbiota oral. Ha
sido considerada como un factor de riesgo para patologias que afectan a sitios
distantes de la cavidad oral y en las cuales la inflamacion juega un papel importante,
como las enfermedades cardiovasculares y la enfermedad de Alzheimer (EA). En la
EA ocurre neuroinflamacion, donde la activacion microglial es fundamental; la
microglia se diferencia a un fenotipo proinflamatorio, conocido como fenotipo M1,
que induce la produccién de ROS, la activacion NF-kB y se impulsa la expresion de
mediadores inflamatorios, los cuales podrian actuar directamente sobre las
neuronas para inducir muerte neuronal. La activacion de la microglia y la disfunciéon
neuronal asociadas a la neuroinflamacién dependen en gran medida de la
sefializacion por Ca?* y de la consecuente activacion del factor de transcripcion NF-
KB. En este trabajo, reunimos sistematicamente la informacion existente en la
literatura, relacionando la microglia y su papel en la disfuncién neuronal asociada a
la EA, con la via de sefializacion Ca?*/NF-kB, la cual podria representar un nexo
con la enfermedad periodontal.

Metodologia: Este estudio se realizo bajo las directrices del protocolo PRISMA del
2020. La busqueda se realizé en MEDLINE PubMed, WEB OF SCIENCE, LILACS
y SCOPUS. Los estudios fueron seleccionados por la autora de la tesis, y
confirmados por la tutora principal. Se evalué el riesgo de sesgo de los estudios con
las herramientas Newcastle Ottawa y SYRCLE.

Resultados: Se encontraron 77 articulos y segun criterios de elegibilidad se
seleccionaron 8 estudios originales (realizados en modelos animales, in vitro y uno
observacional en humanos) con riesgo de sesgo moderado. No se encontraron
estudios que relacionaran la enfermedad periodontal con niveles de Ca?* en células
cerebrales. En las investigaciones se observa la activacion del Factor NF-kB en
células de la glia expuestas a LPS de P. gingivalis asociada con la produccion de
una multitud de citoquinas inflamatorias implicadas en la neurotoxicidad, y también
se observa el aumento del estrés oxidativo, que en conjunto dan lugar a la

neuroinflamacion.


https://www-sciencedirect-com.uchile.idm.oclc.org/topics/neuroscience/neurotoxicity

Conclusion: Los periodontopatdogenos contribuyen a la generacién de un estado
neuroinflamatorio cerebral, estimulando vias de sefalizacion celular, las cuales
podrian contribuir a una mayor produccion de AB y a la patologia de la EA.

Se requieren mas estudios que relacionen la desregulacion de las sefiales de Ca2+
con la enfermedad periodontal en células cerebrales.



2. INTRODUCCION

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria cronica multifactorial asociada con
la microbiota subgingival que provoca una respuesta inflamatoria e inmunitaria del
hospedero (Kwon y cols., 2021), involucrando tanto la inmunidad primaria como
secundaria (Cekici et al., 2014). En ella se observa por un lado la regulacion positiva
de factores de transcripcion proinflamatorios como el Factor nuclear kappa B (NF-
kB) (Gu & Han, 2020) encargado de la expresion de un conjunto de genes que
codifican citoquinas proinflamatorias, quimioquinas, ademas de otros genes
importantes para el desarrollo del sistema inmunologico (Oeckinghaus & Ghosh,
2009): Por otro lado, la periodontitis involucra un desequilibrio oxidativo a favor de
las moléculas e iones pro-oxidantes, los cuales desempefian un papel clave en la
pérdida del soporte periodontal (Osorio et al., 2015). Se ha demostrado que la
periodontitis, a pesar de ser una enfermedad inflamatoria oral, contribuye a estados
patoldgicos y patologia inflamatoria en sitios distantes (Konkel et al.,2019), como es
el caso del cerebro afectado por la enfermedad de Alzheimer (EA) (Sansores-
Espaia et al., 2021).

La EA se caracteriza patolégicamente por la acumulacion cerebral de ovillos
neurofibrilares (NFT), por la presencia de placas seniles que contienen depdsitos
extracelulares de péptido B-amiloide (AB)(Teixeira et al., 2017) y por la presencia de
neuroinflamacién (Webers et al.,, 2020), siendo la activacibn microglial un
componente principal del proceso (Tang & Le, 2015). La microglia se diferencia a
un fenotipo proinflamatorio, conocido como fenotipo M1 que induce la produccion
de ROS y la activacion NF-kB, que promueve la expresion de mediadores
inflamatorios como IL-183, IL-6 y TNF-a (Lee et al., 2008), los cuales podrian actuar

directamente sobre las neuronas para inducir muerte neuronal (Mufioz et al., 2018).



3. MARCO TEORICO

3.1 Enfermedad periodontal

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria cronica multifactorial asociada con
la microbiota y caracterizada por la destruccion progresiva del aparato de soporte
dental. Sus caracteristicas principales incluyen la pérdida de insercion clinica (CAL),
la pérdida de hueso alveolar, la presencia de sacos periodontales, sangrado
gingival, pérdida de dientes y disfuncion masticatoria (Papapanou et al., 2018). Esta
enfermedad es considerada un importante problema de salud publica debido a su
alta prevalencia tanto a nivel nacional como mundial (Carvajal, 2016). Se estima
que la periodontitis severa afecta al 10% de la poblacién mundial (Peres et al.,
2019), y a nivel nacional la enfermedad periodontal esta presente en
aproximadamente 90% de los adultos chilenos, en distintos grados de severidad
(Minsal, 2017).

El inicio y la progresion de la periodontitis estan relacionados con multiples factores
etioldgicos y de riesgo, dentro de los mas importantes se encuentra la microbiota
local y la respuesta inmune del hospedero (Pan et al.,2019). En los sacos
periodontales, las bacterias se encuentran en un biofilm dental, formado por
microorganismos y sus componentes (endotoxina/LPS, factores de virulencia, etc.),
en una matriz extracelular de polisacaridos, proteinas y compuestos inorganicos. La
estructura de la biopelicula dental favorece el crecimiento de las células bacterianas
periodontales, al tiempo que proporciona proteccion frente a los mecanismos de
defensa del hospedero y los antibacterianos de origen exdégeno (Lamont et al.,
2018). Siendo considerada una infeccion bacteriana mixta, la periodontitis es
causada principalmente por bacterias anaerobias Gram-negativas y entre los varios
patdgenos periodontales, existen dos que se asocian claramente a la periodontitis:
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa) y Porphyromonas gingivalis (Pg)
(Bascones A & Caballero A, 2000). Sin embargo, la microbiota periodontopatdogena

es necesaria pero no suficiente para que exista enfermedad, siendo ademas



fundamental la presencia de un hospedero susceptible (Bascones A & Gonzélez M,
2003).

La respuesta inmunitaria inflamatoria en la periodontitis es compleja e involucra
tanto la inmunidad primaria como secundaria (Cekici et al., 2014). Como resultado
de una mayor maduracién de la biopelicula, las especies patégenas que se
desarrollan en los sacos periodontales poseen una serie de factores de virulencia,
antigenos o subproductos que evaden los mecanismos de defensa del hospedero,
causando dafios a las células y los tejidos a través de interacciones inflamatorias
desreguladas, que suelen reclutar neutréfilos, monocitos/macréfagos, células
dendriticas, células T y células B (plasmaticas) (Liu et al., 2010). Las células
epiteliales y los fibroblastos gingivales interactian directamente con los
microorganismos o sus subproductos, generan y secretan sefales moleculares para
desencadenar la inflamacion y atraer a las células inmunitarias. Las células del
hospedero reconocen a los microorganismos a través de la interaccion de los
receptores de reconocimiento de patrones (PRR) con los patrones moleculares
asociados a patdgenos (PAMP) presentados por los microorganismos, como son
los lipopolisacaridos (LPS), principal componente de las paredes celulares Gram
negativas (Gu & Han, 2020). Entre los PRR estan los receptores tipo Toll (TLR), que
se expresan constitutivamente en la membrana celular de las células del hospedero.
El reconocimiento por TLR de ligandos microbianos conduce a la secrecion de
importantes mediadores moleculares de la inflamacion, incluidas citoquinas
inflamatorias (como TNFa e IL-1B) y quimioquinas (como CXCL8/IL-8, CCL2, CCL3
y CCL5). Entonces, cuando los PAMP como el LPS se unen a los TLR, se activa la
ruta inflamatoria clasica, lo que conduce a la regulacion positiva de factores de
transcripcion proinflamatorios como el Factor nuclear kappa B (NF-kB) (Gu & Han,
2020).

3.2 FACTOR NUCLEAR KAPPA B (NF-kB)

NF-kB es un factor de transcripcion evolutivamente conservado que proporciona un

medio para lograr respuestas inmunitarias inducibles, especificas y reguladas. Su



funcion como regulador maestro de la respuesta inflamatoria se debe a su papel
critico en la regulacion de la expresion de una variedad de genes relevantes para el
sistema inmunitario, en particular los que codifican citoquinas proinflamatorias,
quimioquinas y otros genes importantes para el desarrollo del sistema inmunitario
(Oeckinghaus & Ghosh, 2009).

Aungque a menudo se le denomina un unico factor de transcripcion, el NF-kB en los
mamiferos constituye en realidad en una familia de factores de transcripcion
relacionados estructuralmente, que consta de cinco proteinas, p65 (RelA), RelB, c-
Rel, p105/p50 (NF-kB1) y p100/52 (NF-kB2), que se asocian entre si para formar
distintos complejos homo y heterodiméricos (Oeckinghaus & Ghosh, 2009). Estos
activan un gran numero de genes diana mediante la unién a un elemento de DNA
especifico, induciendo la expresibn de varios genes proinflamatorios,
desempefiando ademas un papel fundamental en la regulacion de la supervivencia,
activacion y diferenciacion de las células inmunitarias innatas y las células T
inflamatorias (Liu et al., 2017). Debido a esta capacidad para influir en la expresion
de numerosos genes, la actividad de NF-kB esta estrechamente regulada a
multiples niveles para mantener la homeostasis (Oeckinghaus & Ghosh, 2009), ya
gue su a activacion aberrante esta relacionada a inflamacién cronica, oncogénesis
y enfermedad autoinmune (Yu et al., 2020).

En la mayoria de las células no estimuladas, los dimeros de NF-kB se retienen en
forma inactiva en el citosol a través de su interaccion con las proteinas inhibidoras,
llamados proteinas inhibidoras kappa B (IkB) enmascarando las sefales de
localizacion nuclear de NFkB (Mitchell & Carmody, 2018). A su vez, el NF-kB
controla la transcripcion de IkBa, dando lugar a un bucle de retroalimentacién
negativa que provoca oscilaciones en la actividad de NF-kB y conduce a cambios
dindmicos en la expresion génica que pueden depender del nimero, la duracién y
la intensidad de dichas oscilaciones (Oeckinghaus & Ghosh, 2009).

La activacion de NF-kB implica dos vias de sefAalizacién principales, las vias
canbnica y no canonica (o alternativa), ambas importantes para regular las
respuestas inmunes e inflamatorias a pesar de sus diferencias en el mecanismo de

sefalizacion (Liu et al., 2017). La via candnica responde a numerosos estimulos



como factor de necrosis tumoral a (TNFa), interleuquina-1p (IL-1pB), interleuquina-6
(IL-6), el ligando activador del receptor NFKkB (RANKL), LPS y otros agentes
bacterianos y virales. A través del reconocimiento de productos microbianos por
receptores como los TLR, una actividad transcripcional rapida pero transitoria se
lleva a cabo para regular la expresion de varios genes proinflamatorios (Yu et al.,
2020). Todo lo anterior hace que esta via sea especialmente importante durante las
respuestas inmunitarias innatas en las células de primera respuesta, como los
macréfagos (Dorrington & Fraser, 2019)

En esta via, las diferentes sefiales convergen en el complejo IkB quinasa (IKK),
compuesto por subunidades cataliticas (IKKa e IKKB), y una subunidad reguladora
denominada modulador esencial NF-kB (NEMO) o IKKy (Oeckinghaus & Ghosh,
2009). Tras la activacion, IKK fosforila IkB, lo que desencadena su ubiquitinacion y
degradacion proteasomal, liberando dimeros de NFkB, predominantemente
p50/RelA y p50/c-Rel (Liu et al., 2017), permitiéndoles unirse a sitios reguladores
del DNA (llamados sitios kB) y asi acumularse rapidamente en el ndcleo (Yu et al.,
2020). Tras la activacion de la via canonica, el NF-kB induce la produccion de
citoquinas como TNF-a e IL-18 y quimioquinas, la mayoria de las cuales actuan de
manera proinflamatoria, lo que a menudo conduce a la activacion de NF-kB y, por
lo tanto, constituye un circuito de retroalimentacion positiva (Dorrington & Fraser,
2019).

Por otra parte, la via no canénica NF-kB responde selectivamente a un grupo
especifico de estimulos, incluidos ligandos de un subconjunto de miembros de la
superfamilia TNFR como LTBR, BAFFR, CD40 y RANK (Mitchell et al., 2016). Esta
via se basa en el procesamiento de la proteina precursora de NF-kB2, p100, y el
procesamiento de p100 implica la degradacién de su estructura similar a IkB C-
terminal, lo que da como resultado la generacion de p52 de NF-kB2 maduro y la
translocacion nuclear del complejo p52/RelB de NF-kB no candnico (Sun, 2011).
Dado que la activacion de esta via implica la sintesis de proteinas, la cinética de
activacion del NF-kB en la via no candnica es lenta pero persistente, en
concordancia con sus funciones bioldgicas en el desarrollo de células inmunitarias

y organos linfoides, homeostasis y respuesta inmunitarias (Yu et al., 2020).



El factor NF-kB también participa en dafo 6seo osteoclastico que se produce
durante la periodontitis. Lo descrito anteriormente depende del activador del
receptor del ligando del factor nuclear kB (RANKL) que corresponde a una citoquina
miembro de la familia TNF. Su funcion predominante es estimular la diferenciacion
de los osteoclastos, la fusion y activacion celular, lo que lleva a la resorcion 6sea
(Gu & Han, 2020). La union de RANKL con su receptor RANK en los osteoclastos
precursores u osteoclastos diferenciados conduce a la uniéon de la porcion
citoplasmatica de RANK con una proteina adaptadora denominada TRAF6, la cual
estimula una via de sefializacion que activa a NF-kB. Esto permite también la
expresion del Factor de Transcripcion de Células T Activadas Citoplasmaticol
(NFATc1), el cual es el factor de transcripcion maestro del osteoclasto. Para que se
dé la osteoclastogénesis, este factor de transcripcién no solo necesita expresarse
sino también activarse, lo cual se da gracias a la accion de la calcineurina, una
enzima con actividad fosfatasa que es activada por sefiales de Ca?* intracelulares
gue se generan por la interaccion RANKL-RANK (Moreno Correa & Contreras
Rengifo, 2013). Existen controles y equilibrios y en esta via, esto toma la forma de
un receptor sefiuelo RANKL llamado Osteoprotegerina (OPG) siendo un factor
osteoprotector clave que juega un papel central en la homeostasis 6sea ya que se
une a RANKL y evita que se asocie con RANK, reduciendo asi la tasa de
diferenciacion de osteoclastos y resorcion ésea. La OPG es una proteina soluble,
similar a otros miembros de la superfamilia de receptores del factor de necrosis
tumoral, que también se une al RANKL. La actividad biolégica de OPG contrarresta
los efectos de RANKL compitiendo con el receptor activador RANK por la unién con
el ligando (Weitzmann, 2017). Las citoquinas inflamatorias derivadas de células
inmunitarias como IL-17, TNF e IL-18, asi como componentes bacterianos (p. Ej.,
Lipopolisacaridos) regulan positivamente la relacibon RANKL/OPG en células
osteoblasticas y células del ligamento periodontal, por lo que estos factores pueden
contribuir de manera critica al dafio 6seo (Tsukasaki, 2021).

Por otro lado, se ha reportado que un desequilibrio oxidativo a favor de las
moléculas e iones pro-oxidantes desempefia un papel clave en la pérdida del

soporte periodontal. En contraste con el papel ampliamente conocido de las



especies reactivas de oxigeno (ROS) como desencadenantes del dafio celular
oxidativo, estudios in vitro han propuesto que en bajas concentraciones podrian
modular la funcién de las proteinas sensibles al redox, como son el factor de
transcripcion NF-kB, los canales de membrana de Ca?* y las enzimas que pueden
ser relevantes para la homeostasis e inflamacién periodontal (Osorio et al., 2015).
Se ha propuesto que el Ca?* extracelular desempefia un papel como segundo
mensajero en los fibroblastos hPDL, y que regula el recambio del tejido mineralizado
y la inflamacion con la participacion de la sefializacion NF-kB en los cementoblastos
murinos (Osorio et al., 2015). La exposicion de los hPDL a dosis bajas subletales
de hasta 5 uM de H20: indujeron un aumento rapido y considerable de la
concentracion de Ca?* libre citoplasmaética en los fibroblastos humanos. También se
observé una activacion dependiente de la dosis de H202 en la via del NF-kB,
reflejada en la translocacién nuclear de la subunidad p65 y que un quelante de Ca?*
previene dicha translocacion. A su vez, las citoquinas pueden estimular ain mas la
produccién de ROS en las células fagociticas, contribuyendo a su fenotipo
hiperreactivo durante la periodontitis (Osorio et al., 2015). No obstante, no se
pueden descartar otros mecanismos que controlen la sefalizacion del NF-kB en

respuesta al H20:2 en los fibroblastos humanos.

3.3 ASOCIACION ENTRE PERIODONTITIS Y ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Se ha demostrado que la periodontitis, a pesar de ser una enfermedad inflamatoria
oral, contribuye a estados patoldgicos y patologia inflamatoria en sitios distantes de
la cavidad oral (Konkel et al.,2019). Estudios epidemiologicos y experimentales han
relacionado la periodontitis con el desarrollo y/o exacerbacion de otras
enfermedades crénicas, que van desde la artritis reumatoide hasta la enfermedad
de Alzheimer (EA) (Sansores-Espaiia et al., 2021). Una posibilidad reportada es la
de que las bacterias periodontales y sus productos pueden acceder a la circulacion,
especialmente en presencia de sacos ulcerados, lo que puede dar lugar a la
diseminacién sistémica de los productos bacterianos y a una inflamacion sistémica

cronica inducida por la enfermedad periodontal (Sparks Stein et al., 2012).



La EA es la forma méas comun de demencia, una enfermedad progresiva que causa
problemas de memoria, alteraciones en el pensamiento, el lenguaje, la planificacion
y el comportamiento (Jones & Kounatidis, 2017). La EA se caracteriza
patolégicamente por la acumulacion cerebral de ovillos neurofibrilares (NFT)
intraneuronales que contienen proteina tau hiperfosforilada, y por la presencia de
placas seniles que contienen depdsitos extracelulares de péptido B-amiloide (AR)
(Teixeira et al., 2017), el cual se origina a partir de la protedlisis secuencial de la
proteina precursora amiloide (APP) por la B-(BACE1) y y-secretasas (Qiao et al.,
2021), causando disfuncion de sinaptica y pérdida de neuronas (Teixeira et al.,
2017). De acuerdo con la hipotesis de la cascada amiloide, la acumulacion,
agregacion y el depdsito de péptido AB constituye el paso inicial para la secuencia
de eventos que lleva a la demencia en la EA (Haas et al., 1995). M&s recientemente,
se ha descubierto que otros tipos de agregados de AB, que no forman los depdsitos
fibrilares que constituyen las placas seniles, y que, por el contrario, son los
oligémeros solubles del péptido (ABOs) los mas toxicos, porque justamente pueden
circular con el liquido cefalorraquideo por las diferentes regiones cerebrales (Paula-
Lima et al., 2013). Los ABOs generan aumentos de ROS (San Martin et al., 2017) y
promueven una desregulacién de la sefalizacion por Ca?*. En neuronas de
hipocampo, los ABOs inducen sefiales anémalas de Ca?' que se inician con
la entrada de Ca?* através de receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA), que
posteriormente se amplifican a través de los receptores de ryanodina (RyR), los
cudles son co-activados por las sefiales de entrada de Ca?* y por el aumento de los
niveles de ROS producidos por los ABOs (Paula-Lima et al., 2011). Los RyR son
canales de Ca?* que median el fenémeno conocido como liberaciéon de Ca?*
mediada por Ca?* (o CICR, del inglés, Ca?*-induced Ca?* release).
Los niveles intracelulares excesivos de Ca?* a su vez, conducen a la pérdida del
potencial de la membrana mitocondrial, la apertura del poro de transicion
mitocondrial, la sobreproduccion de ROS, la inhibicion de las enzimas de la cadena
respiratoria y la consiguiente disminucion de la sintesis de ATP. Como resultado de

este desequilibrio del estado oxidativo, las mitocondrias son incapaces de



restablecer los gradientes de iones transmembrana y, por lo tanto, generar ATP, lo
qgue provoca la muerte celular (Garcia et al., 2020).

Ademas de lo anterior, la EA también se caracteriza por la presencia de
neuroinflamacién (Webers et al.,, 2020), siendo la activacibn microglial un
componente principal (Tang & Le, 2015). Las células de microglia son la poblacion
especializada de macréfagos residentes en el sistema nervioso central (SNC)
responsables de la defensa inmunitaria cerebral. En condiciones normales, estas
células comprenden aproximadamente del 10 al 15% de todas las células del SNC
(Dresselhaus & Meffert, 2019), participan en funciones esenciales como la
proteccion contra los estimulos nocivos, incluidos los patrones moleculares
asociados a dafio (DAMP) (Kwon & Koh, 2020). En respuesta a tales estimulos, la
microglia produce citoquinas proinflamatorias, como el factor de necrosis tumoral
(TNF-a), interleuquinas (IL-1B, IL-16) y quimioquinas para reclutar células
adicionales y eliminar agentes patoldgicos (Hickman et al.,, 2018). Aunque la
neuroinflamacion es un mecanismo neuroprotector que visa combatir los patégenos
y el dafio, la neuroinflamacién sostenida puede inducir neurotoxicidad y esta
relacionada con la neurodegeneracion (Kwon & Koh, 2020). Actualmente se
reconoce que la activacion crénica de TLR2 y/o TLR4 en la microglia conduce a
respuestas secretoras y diferenciacion fenotipica proinflamatoria, conocida como
fenotipo M1 (Block & Hong, 2005), el cual se caracteriza por la produccion de niveles
aumentados de IL-1p3, IL-6 y TNF-a en respuesta al ataque inflamatorio crénico; por
el contrario, el fenotipo inmunomodulador M2 secreta niveles aumentados de IL-4,
IL-10 y factor de crecimiento transformante (TGF-1) en respuesta a la inflamacion
cerebral aguda. El incremento en los niveles de citoquinas proinflamatorias y las
respuestas microgliales induce un ambiente encefalico inflamatorio crénico que
desencadena la generacién y acumulacion del péptido AR (Lee et al., 2008). Aunque
las células M2 pueden neutralizar la presencia de estos mediadores inflamatorios,
bajo una produccion constante y aumentada de citoquinas, las células M2 no logran
su funcion homeostatica, lo que lleva a la activacion de las células M1 y la
consiguiente induccion de astrocitos (Doens & Fernandez, 2014). Estos procesos

moleculares y celulares generan una respuesta celular conocida como astrogliosis,
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que conduce a estrés oxidativo, baja importacion de glucosa y oxigeno, produccién

de ROS y AB, que afecta la fisiologia neuronal (Mirzaei et al., 2022).

A pesar de que el NF-kB tiene poca actividad basal en las células de la glia, es
conocido que, bajo ciertas condiciones, la expresion génica dependiente de NF-kB
en subtipos gliales puede tener resultados beneficiosos para mantener la salud del
cerebro a través de la activacion de la respuesta inmune. Sin embargo, se ha
demostrado que la activacion glial excesiva de NF-kB de forma crénica es
neurotoxica (Dresselhaus & Meffert, 2019), teniendo un papel importante en los
procesos inflamatorios que son neurodegenerativos (Shabab et al.,, 2016),
asociandose ademas su desregulacién a la patogénesis de la EA (Snow & Albensi,
2016). Por otro lado, neuronas expuestas a un estimulo eléctrico exhiben una
entrada de Ca?" que es amplificada por canales de Ca? de las reservas
intracelulares simultaneo a aumento de ROS que llevan a la activacion del factor de
transcripcion NF-kB, el cual, en este contexto, juega un papel importante en la
supervivencia, arborizacion dendritica y formacién de axones y plasticidad
(Riquelme et al., 2011).

Los agregados de AB y los DAMPs pueden desencadenar la activacion de las
microglias y astrocitos a través de las vias dependientes de TLR, lo que lleva a una
inflamacion local que puede amplificar alin mas la muerte neuronal (Meraz-Rios et
al., 2013). La activacion de NF-kB induce la producciéon de ROS e impulsa la
expresion de mediadores inflamatorios como las citoquinas. Las citoquinas
proinflamatorias, como TNF-aq, IL-1B e IL-6 podrian actuar directamente sobre las
neuronas para inducir la apoptosis. Ademas, factores como TNF-a e IL-1( liberados
por la microglia pueden activar los astrocitos, mientras que los factores liberados
por los astrocitos pueden conducir a un efecto deletéreo en las neuronas (Mufioz et
al., 2018). Los mediadores inflamatorios que actuan sobre las neuronas podrian
contribuir a una mayor produccién de A3, activando aun mas la inflamacion mediada
por microglia. Por tanto, la comunicacién entre las neuronas y la glia puede
amplificar la produccién de factores neurotéxicos que contribuyen a la patologia de

la EA (Glass et al., 2010). Es interesante notar que la funcidon de la microglia
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también depende en gran medida de la sefalizacion del Ca?
intracelular. Estudios in  vitro han sugerido que las elevaciones de las
concentraciones de calcio intracelular ([Ca?*]i) juegan un papel central en el proceso
de activacion microglial las cuales pueden ser provocadas por lipopolisacaridos,
sustancias amiloidogénicas, etc. Se ha demostrado que estas sefiales de Ca?*
mediadas por receptores controlan las funciones de la microglia como la liberacion
de factores troficos, NO, asi como citoquinas y quimioquinas proinflamatorias
(Eichhoff et al., 2011). NF-kB también puede ser activado en respuesta a aumentos
de [Ca?']i, lo cual podria perpetuar e incluso aumentar los niveles de AB en un
contexto patologico, activando la secretasa BACEL en células gliales activadas y
neuronales (Chami et al., 2012).

Si bien existen multiples estudios que sugieren que la periodontitis puede estar
asociada con la aparicion, progresion y agravamiento de la EA (C. K. Chen et al.,
2017a; Dioguardi et al., 2020; Ide et al., 2016a; Liccardo et al., 2020; Teixeira et al.,
2017), en los cuales se relaciona la exposicion a la periodontitis a un aumento de
aproximadamente 1,7 veces en el riesgo de desarrollar EA (C. K. Chen et al., 2017),
no estd completamente claro el mecanismo por el cual estas bacterias y sus
productos actlan en células de la glia. La hipétesis de que la inflamacion sistémica
contribuye a la neurodegeneracién a través de la activacién microglial y la liberacién
de moléculas proinflamatorias, lo que impulsa la progresion de la EA, podria
relacionarse a diferentes vias de sefializacion intracelulares que controlan cambios
de expresion génica (Dioguardi et al., 2020). En esta tesis, pretendemos revisar la
evidencia relacionando periodontopatégenos como la Porphyromonas gingivalis,
con la alteracion en los niveles de [Ca?*]i y ROS vy la activacion NF-kB en células
cerebrales, de manera a verificar si esta via pudiese participar, al menos en parte,

la asociacion entre la periodontitis y la EA.
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Los periodontopatégenos podrian activar sefiales de Ca?* y la produccién de ROS,
y en forma conjunta activar el factor de transcripcion NF-kB en el tejido cerebral,
contribuyendo a la aparicion y progresion de la enfermedad de Alzheimer?

5. OBJETIVO GENERAL

Determinar, mediante una revision de la literatura, si los periodontopatégenos o
sus factores de virulencia, promueven la alteracion en las sefiales de calcio,
produccion de ROS y activacion del factor de transcripcion NF-kB en neuronas

y células de la glia.
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6. METODOLOGIA

6.1 PROTOCOLO Y FUENTE DE INFORMACION

El presente estudio consta de una revision sistematica cualitativa, el cual se llevara
a cabo segun diagrama de flujo “PRISMA” (Declaracién de items Preferidos para
Reportes para Revisiones Sistematicas y Metaanaalisis) del afio 2020 (Page et al.,

2021), en base a la pregunta P.1.C.O.:

Formato PICoR

e Poblacion (P): Personas, modelos animales y/o cultivos celulares de tejido
cerebral.

e Intervenciéon (I): Exposicion a bacterias periodontopatdogenas y sus
productos en tejido cerebral

e Comparacion (C): Personas, modelos animales y/o cultivos celulares de
tejido cerebral sin exposicion a periodontopatégenos y sus productos

e Resultado (R): Activacion de sefiales de calcio, de ROS y de factor de
transcripcion NF- kB en el tejido cerebral contribuyendo a la aparicién y/o

progresion de la enfermedad de Alzheimer

La basqueda de los articulos cientificos se realizo 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

Los estudios se seleccionaron segun los siguientes criterios:

Criterios de inclusion:

e Estudios realizados en personas, animales o células cerebrales que refieran

asociaciones entre la periodontopatogenos y la EA.
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e Estudios que se presenten como ensayos clinicos, estudios observacionales
(casos y control, cohorte de casos), estudios experimentales in vivo e in vitro,

reportes de casos y literatura gris
e Articulos en idioma inglés o espariol

e Articulos publicados hasta el 15 de julio del 2022

Criterios de Exclusion:

e Estudios no relacionados a células cerebrales
e Estudios que no se refieran a periodontopatégenos
e Revisiones sistematicas previas con y sin metaanalisis

e Estudios de etiologia infecciosa relacionada a hongos y virus, como
también microorganismos bacterianos no relacionados a la cavidad oral

6.3 METODOS DE BUSQUEDA PARA LA IDENTIFICACION DE LOS ESTUDIOS

Blsqueda Electrénica

La busqueda de articulos se realizd en las siguientes bases de datos: MEDLINE-
PubMed, WEB OF SCIENCE, LILACS y SCOPUS.

Las palabras claves seran: Periodontitis, enfermedad periodontal, Porphyromonas

gingivalis, Enfermedad de Alzheimer, Factor transcripcional NF-kB, Calcio y estrés
oxidativo.

La estrategia de busqueda se realiz6 utilizando los términos MeSH:

Periodontitis OR Periodontal disease OR Porphyromonas gingivalis AND Alzheimer
disease AND NF kappa b

Periodontitis OR Periodontal disease OR Porphyromonas gingivalis AND Alzheimer
disease AND Oxidative Stress

Periodontitis OR Periodontal disease OR Porphyromonas gingivalis AND Alzheimer

disease AND Calcium
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Busqueda manual

Se complementé la busqueda con la revision manual de las referencias
bibliograficas de los estudios encontrados en la busqueda electronica, con la
finalidad de incluir articulos que hayan quedado fuera de la estrategia de busqueda

antes mencionada.

6.4 SELECCION DE ESTUDIOS

Recopilacién de los datos y analisis de los estudios

Seleccion de estudios

Los articulos encontrados en las bases de datos fueron ordenados en el software
EndNoteTM, en el cual se eliminaron los duplicados. Posteriormente, se utilizé la
plataforma 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 inclusién 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.

Se aplicaron los criterios de elegibilidad y en el caso de controversia en la seleccién

de un estudio, se resolvié con una discusion entre la autora y su tutora.

Extraccion de datos

Una vez seleccionados los articulos, se realizé la seleccion de datos mediante un
formulario adaptado al estudio basados en el manual Cochrane de revisiones
sistematicas de intervenciones, Version 5.1.0 con el fin de llevar a cabo un analisis

cualitativo de los datos

Extraccion de informacion desde los estudios
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Después de ordenar los articulos seleccionados, se procedid a extraer la

informacion de dichos articulos y organizarla en la tabla Excel® antes mencionada.

6.5 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. Para los estudios clinicos no aleatorizados, se
utilizé 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 evalud desde tres
perspectivas: seleccion de los grupos de estudio, comparabilidad de los grupos y la
determinacion de la exposicion o el resultado de interés. Se asigno estrellas segun
las respuestas de cada pregunta dentro de los items, posteriormente se
contabilizaron y clasificaron los estudios segun la escala de calidad “alta”
(puntuacion mayor a 7 estrellas), “moderada” puntuacion de 5 a 7 estrellas) y “baja”
(puntuacion menor a 5 estrellas) (Wells, 2014).

Para los estudios experimentales realizados en animales, se utilizé la herramienta
Systematic Review Center for Laboratory animal Experimentation (SYRCLE), la cual
deriva de la herramienta de evaluacion de riesgo de sesgo de estudios clinicos
aleatorizados de Cochrane (Hooijmans et al., 2014), su escala consta de 10 items
relacionados con 6 tipos de sesgos (seleccion, desempefio, deteccidn, desercion,
notificacion y otros sesgos), que contiene distintas preguntas de sefalizacion que
ayudan en el proceso de juicio del estudio. Las respuestas fueron: Si (cuando la
pregunta se respondié adecuadamente); POCO CLARO (cuando no hubo suficiente
informacion para responder la pregunta) y NO (cuando la pregunta no fue
respondida). Se evalud un tipo de riesgo de sesgo alto, moderado o bajo segun

resultado de cada dominio (Hooijmans et al., 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 arroj6 un total de 77 articulos.

- 44 articulos corresponden a la busqueda de Periodontitis OR Periodontal
disease OR Porphyromonas gingivalis AND Alzheimer disease AND
oxidative stress.

- 13 articulos corresponden a la busqueda de Periodontitis OR Periodontal
disease OR Porphyromonas gingivalis AND Alzheimer disease AND calcium

- 20 articulos corresponden a la busqueda de Periodontitis OR Periodontal
disease OR Porphyromonas gingivalis AND Alzheimer disease AND NF
kappa b

Posterior a la eliminacién de articulos duplicados, resultaron un total de 63 articulos
(38,11 y 14 respectivamente).

Los estudios fueron evaluados dentro de la plataforma Rayyan® - Intelligent
Systematic Review por su titulo y su resumen. Inicialmente se seleccionaron 21
articulos, y luego de ser revisados detalladamente y ordenados en la tabla Excel®,
fueron elegidos 4 estudios y excluidos 17 (Figura 1). Los articulos fueron excluidos
por no cumplir con los criterios de elegibilidad antes mencionados como por ejemplo
no ser estudios realizados en células de la glia, y ademas gran numero de
correspondian a revisiones de la literatura, siendo todos los estudios relacionados
a calcio excluidos por esta razon.

Con la busqueda manual (revision de las referencias bibliogréaficas de los estudios
seleccionados), se agregaron 4 articulos, 3 relacionados al factor NF kappa b y 1

relacionado a estrés oxidativo.
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Figura N°1. Diagrama de flujo prisma. Procedimientos de seleccion de estudios

para analisis en revision cualitativa.

De los 8 estudios seleccionados 4 corresponden a estudios experimentales en
animales e in vitro (Hayashi et al., 2019; Hu et al., 2020; Wu et al., 2017; Zhang et
al., 2018), 3 experimentales in vitro (Bahar & Singhrao, 2021; Qiu et al., 2021; Tran

et al., 2021) y 1 estudio observacional en humanos (Li et al., 2022)

A continuacion, se presenta la Tabla N°1, que resume el andlisis de los articulos

seleccionados incluyendo con los datos de cada estudio identificando autoria, afio

de publicacién, disefio del estudio y elementos de la pregunta P.I.C.O. (poblacién

estudiada, intervencién, comparacion y resultados) detallada en la metodologia de

esta revision.
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Tabla N°1. Articulos seleccionados y Extraccion de datos.

Tabla de extracciéon de datos P.I.C.O. de estudios observacionales y experimentales seleccionados

Periodontitis OR Periodontal disease OR Porphyromonas gingivalis AND Alzheimer disease AND Oxidative Stress

neuronas/astrocitos tratados con
BCM o MBCM (NBCM o NMBCM)

Anli,y | Periodontits and  cognitive | Clinico Humanos con | Evaluacién de estado cognitivo y | Humanos con | Patégenos derivados de la periodontitis alteran los procesos de
cols., impairment in older adults: The | observaci | periodontitis en | medicion de la concentracién de | Periodontitis en | produccién de energia en las mitocondrias y alteran el equilibrio
2022 mediating role of mitochondrial Ezzanoi_” estadio lll y IV acido metilmalénico (MMA) | estadio ly Il entre la produccién de ROS y las defensas antioxidantes.
dysfunction circulante como biomarcador de MMA represent6 una proporcion estadisticamente significativa de
disfuncién mitocondrial la asociacion de periodontitis con memoria verbal retrasada y
velocidad de procesamiento de informacion
Bojlul An evaluation of the molecular | Experime | Linea celular de | Células tratadas con 10 pg/ml de | Células en medio | El tratamiento de las células con LPS de P. gingivalis activa la via
Bahay | mode of action of trans- n_tal in [ neuroblastoma LPS de P. gingivalis no tratadas con | de lafosfatidilinositol-3-quinasa/Akt1(PI3K/Aktl) que conduce a la
cols., resveratrol in the Porphyromonas vitro humano LPS de P. | produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la
2021 gingivalis lipopolysaccharide gingivalis respuesta inflamatoria crénica inducida por la activacion del factor
challenged neuronal cell model nuclear kappa B (NF-kB).
Los efectos antioxidantes y antiinflamatorios del trans-resveratrol
fueron evidentes a partir de la regulaciéon a la baja de varias
guinasas reguladoras clave, receptores transmembrana, enzimas
y citoquinas inflamatorias.
Van Oral Pathogenic Bacteria- | Experime | Microglia humanas | - 10 ng/ml de LPS de P. gingivalis. | Cultivos control no | La microglia tratada con BCM expresé un nivel significativamente
Thi Ai | Inducing Neurodegenerative ”_‘a' in | de cultivo Gnico y | - Medios acondicionados | estimulados mas alto de INOS y NO en comparacion al control.
Tran y | Microgliosis in Human Neural vitro neuronas y | bacterianos (BCM) Los medios acondicionados bacterianos con microglia estimulada
cols., Cell Platform astrocitos - Medios acondicionados (MBCM) indujeron astrogliosis y neurodegeneracion.
2021 humanos bacterianos con microglias La microglia tratada con medios acondicionados con
cocultivados estimuladas (MBCM) neuronas/astrocitos activé significativamente la via INOS, en
- Medios acondicionados de comparacion con las células no estimuladas. Los datos mostraron

que la astrogliosis estimulada por BCM también podria inducir la
activacion microglial.



https://aap.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Li%2C+An
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Bahar+B&cauthor_id=33289908
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Bahar+B&cauthor_id=33289908
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Periodontitis OR Periodontal disease OR Porphyromonas gingivalis AND Alzheimer disease AND NF kappa b

Che Lipopolysaccharide Preparation | Experim | Microglia BV-2 | LPS de P. gingivalis (1 ug/mL)enel | LPS de E.coli (1 | EI LPS de P.gingivalis podria aumentar la expresion génica y la
Qiu vy | Derived from Porphyromonas | ental in | derivada del | medio de cultivo, tratamientos por | pg/mL)en el medio | liberacion de factores proinflamatorios en las células microgliales
cols., gingivalis Induces a Weaker | vitro murino C57/BL6 diferentes tiempos. de cultivo tratados | BV-2.También se observé un aumento en el nivel de sefializacion
2021 Immuno-Inflammatory Response por diferentes | del receptor tipo Toll 2/4 (TLR2/4) y NF-kB/STAT3. Los cambios
in BV-2 Microglial Cells Than tiempos. mencionados anteriormente fueron mas significativos con el LPS
Escherichia coli by Differentially de E. coli y los efectos de ambos tipos de LPS podrian revertirse
Activating TLR2/4-Mediated NF- diferencialmente mediante la administracion del inhibidor de TLR2
KB/STAT3 Signaling Pathways C29y el inhibidor de TLR4 TAK-242.
YiHuy | Periodontitis Induced by P. | Experim | Ratas  Sprague- | Grupo P. gingivalis y P gingivalis + | Ratas  controles | En las pruebas in vivo se observa el LPS de P. gingivalis condujo
cols., gingivalis-LPS Is Associated With | ental in | Dawley macho de | TAK-242 (inhibidor | Sprague-Dawley a la pérdida de hueso maxilar, la disminucién de la capacidad de
2020 Neuroinflammation and Learning | vivo e in | 10 semanas de | eficaz/especifico de TLR4) se | macho de 10 | aprendizaje y memoria y el aumento de citoquinas
and Memory Impairment in | vitro edad aplic6 de forma tépica de LPS de P. | semanas de edad | proinflamatorias en comparaciéon al grupo control, lo cual
Sprague-Dawley Rats gingivalis (0,5 mg/kg) dos veces | recibieron disminuydé o no existié diferencia significativa con el control en
Microglia y | por semana en el surco gingival | inyecciones de | grupos que se administré TAK-242.
astrocitos de la | palatino de los primeros molares | solucién salina | En las pruebas in vitro se observé un aumento de citoquinas
corteza cerebral superiores durante 10 semanas equivalente. proinflamatorias en la corteza en el grupo LPS y una mayor
El grupo LPS + TAK-242 y solo | Microglia y | expresién de TLR4, CD14, p65, que se redujo con la
TAK-242 se le inyectdé TAK-242 | astrocitos de la | administracion de TAK-242. Esto indica que la periodontitis indujo
(0,5 mgl/kg, ip) dos veces por | corteza cerebral | la neuroinflamacion a través de las cascadas de la via TLR4/NF-
semana controles KB.
Kenyu | Continuous Experim | Ratones 5XFAD de | Inyeccién intracerebroventricular | Ratones 5XFAD | En las pruebas in vivo se observo que el LPS de P.gingivalis
Hayas | intracerebroventricular injection | ental in | 6 meses (jévenes) | (ICV)de 2 ug de LPS de inyectados con | redujo la latencia de la prueba Rotarod en ratones jévenes, redujo
hi of Porphyromonas gingivalis | vivo e in | y 13 (mediana | P. gingivalis solucion salina en | significativamente las puntuaciones en ratones de mediana edad
cols., lipopolysaccharide induces | vitro edad) rggién ICV en pruebas de construccién de nidos y no mostraron diferencias
2019 systemic organ dysfunction in a ) Area significativas en las pruebas del laberinto Y y del
mouse model of Alzheimer's Area periventricular laberinto acuatico de Morris.
disease periventricular (fimbria del | Enlos estudios in vitro se observd que la inyeccion ICV continua
(fimbria hipocampo y | del LPS aumentd en la expresion de NF-kB y COX-2 fosforilados
del hipocampo y sustancia blanca) | significativamente en los ratones de mediana edad
sustancia blanca) no estimulada



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Qiu%20C%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Qiu%20C%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Hu%20Y%5BAuthor%5D
https://www-sciencedirect-com.uchile.idm.oclc.org/science/article/pii/S0531556518305709#!
https://www-sciencedirect-com.uchile.idm.oclc.org/science/article/pii/S0531556518305709#!
https://www-sciencedirect-com.uchile.idm.oclc.org/science/article/pii/S0531556518305709#!
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Jing Porphyromonas gingivalis | Experim | Ratones C57BL/6 | Al grupo de P. gingivalis -LPS, al | Ratones C57BL/6 | En las pruebas in vivo se observé que la administracion de LPS
Zhang, | lipopolysaccharide induces | ental in | macho de 8 | grupo de TAK y al grupo de P. | macho de 8 | de P.gingivalis perjudicé significativamente el aprendizaje
y cols., cognitive dysfunction, mediated | vivo e in | semanas de edad gingivalis-LPS méas TAK se les | semanas de edad | espacial y la memoria durante la prueba de laberinto de Morris y
2018 by neuronal inflammation via | vitro administré P. gingivalis -LPS (5 mg | recibié un volumen | atenué la capacidad de aprendizaje de evitacién pasiva durante
activation of the TLR4 signaling Astrocitos y | kg, ip) y TAK-242 (5 mg/kg, ip, 1 h | equivalente de | la prueba de evitacién pasiva.
pathway in C57BL/6 mice microglia en la | antes de la administracion de P. | solucion salina Y en las pruebas in vitro se observo la activacion de la microglia
corteza cerebral y | gingivalis -LPS). y los astrocitos en el hipocampo y la corteza, el aumento
el hipocampo Astrocitos y | significativo de citoquinas proinflamatorias en la corteza cerebral,
microglia en la | la expresion elevada de proteinas de TLR4, CD14, IRAK1 y p-
corteza cerebral y | p65/p65 en comparacion con los ratones de control y la activacion
el hipocampo de | de la via de sefializacién TLR4/NF-kB (TLR4, CD14, IRAK1 y p-
ratones no | p65), todo lo cual fue prevenido por TAK-242.
estimulados
Zhou Cathepsin B plays a critical role | Experim | Ratones C57BL/6 Exposicion sistémica a LPS de P. | Ratones C57BL/6 En las pruebas in vivo se observé que la exposicién a LPS de P.
Wu y | in inducing Alzheimer's disease- | ental in gingivalis (1 mg/ml en agua | exposicion gingivalis durante cinco semanas indujo déficits de aprendizaje y
cols., like phenotypes following chronic | vivo e in | Microglias y | destilada desionizada, | sisttmica a agua | memoria en ratones WT de mediana edad, que se inhibi6
2017 systemic exposure to | vitro neuronas del | DDW) diariamente por via | destilada significativamente por la deficiencia de CatB.
lipopolysaccharide from hipocampo intraperitoneal; durante 5 semanas | desionizada Y en las pruebas in vitro se observo en la microglia, la CatB
Porphyromonas  gingivalis in diariamente inducida por el LPS esta involucrada en la produccion de miL-1(3
mice Microgli y la degradaciéon de IkBa para la activacion crénica de la
glias y A i
neuronas del senghzamon de TLR2/NFkB en comparaciéon con ratones de
hipocampo no mediana edad expuestos a DDW

estimuladas
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7.2 ANALISIS DE RIESGO DE SESGO EN LOS ARTICULOS SELECCIONADOS

Para evaluar el riesgo de sesgo en las investigaciones realizadas en animales se
utilizé la herramienta SYRCLE.

En el primer dominio, todos los estudios se clasificaron como “Poco Claro” ya que,
si bien en los articulos se nombra la asignacion aleatoria de los casos, no especifico
el método que utilizaron para ello.

En el dominio niumero 2, todos los estudios se clasificaron con un “SI” ya que los
grupos eran similares experimentales y control al comienzo del estudio.

En el dominio numero 3 todos los estudios fueron clasificados como “Poco claro”
debido a la ausencia total de informes sobre la aleatorizacion al asignar animales a
los grupos de intervencion/control.

El dominio numero 4 se marcé como “Si” en todos los casos, una vez que si bien
no se menciond la distribucién al azar de los animales en las jaulas, es poco
probable que los resultados se vean influenciados por este motivo y 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 referian al cegamiento durante la
intervencién o al evaluar el resultado del estudio todos se clasificaron como “Poco
claros” ya que la mayoria no indicaron de manera clara que los investigadores
estaban cegados a las intervenciones, en la eleccion del animal ni que la evaluacién
de resultados.

El dominio nimero 8 se asigno "Si" a todos los estudios, ya que es poco probable
que los resultados faltantes influyan en los resultados finales. Solo una investigacion
indic6 que cambié el numero de animales, mencionando 3 ratones murieron (2
casos y 1 control) sin especificar la causa (Kenyu Hayashi cols., 2019).
Finalmente, los dominios numero 9 y 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.
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23

En términos generales, dentro de los 10 dominios SYRCLE a evaluar, 5 estudios

fueron clasificados con “SI”, y 5 de ellos como “Poco claros”. Todos estos datos se

encuentran en la tabla N° 2.

Yi Hu vy | Kenyu Jing Zhang, | Zhou Wu 'y
Dominios SYRCLE cols., 2020 | Hayashi y cols., | cols.,
cols., 2019 2018
2017

¢Se generd y aplicé adecuadamente la secuencia de asignacion? Poco claro Poco claro Poco claro Poco claro
¢Los investigadores describieron un componente aleatorio en el proceso de | Poco claro Poco claro Poco claro Poco claro
generacion de secuencias como:
m Hacer referencia a una tabla de numeros aleatorios;
m Usar un generador de nimeros aleatorios por computadora.
¢Fueron los grupos similares al inicio del estudio o se ajustaron por factores | Si Si Si Si
de confusion en el analisis?
¢ Estaba equilibrada la distribucion de las caracteristicas iniciales relevantes para los | Si Si Si Si
grupos de intervencion y de control?
Si corresponde, ¢los investigadores ajustaron adecuadamente la distribucion | - - - -
desigual de algunas caracteristicas de referencia relevantes en el analisis?
¢Fue adecuado el momento de la induccién de la enfermedad? Si Si Si Si
¢ Se oculté adecuadamente la asignacion a los diferentes grupos? Poco claro Poco claro Poco claro Poco claro
¢ Podria el investigador que asigna los animales al grupo de intervencion o de control | Poco claro Poco claro Poco claro Poco claro
no prever la asignacion debido a uno de los siguientes métodos o métodos
equivalentes?
m Codificacion de terceros de la asignacion de grupos experimentales y de control
Aleatorizacion central por un tercero
m Sobres cerrados, opacos, numerados secuencialmente
¢ Se alojaron los animales al azar durante el experimento? Poco claro Poco claro Poco claro Poco claro
¢ Los autores colocaron al azar las jaulas o los animales dentro de la sala/instalacion | Poco claro Poco claro Poco claro Poco claro
de animales?
m Los animales se seleccionaron al azar durante la evaluacion de resultados
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¢Es poco probable que el resultado o la medicién del resultado hayan sido | Si Si Si Si

influenciados por no alojar aleatoriamente a los animales?

¢Estaban los cuidadores y/o investigadores cegados del conocimiento de qué | Poco claro Poco claro Poco claro Poco claro

intervencion recibi6é cada animal durante el experimento?

¢Se asegurd el cegamiento de los cuidadores y los investigadores, y era poco | Poco claro Poco claro Poco claro Poco claro

probable que se hubiera roto el cegamiento?

m Las tarjetas de identificacion de animales individuales o las etiquetas de

jaulas/animales estan codificadas y tienen una apariencia idéntica.

m Los envases de medicamentos numerados secuencialmente son idénticos en

apariencia.

Las circunstancias durante la intervencioén son precisas y similares en ambos grupos

m Las condiciones de alojamiento de los animales durante el experimento se

aleatorizan dentro de la habitacion

¢, Se seleccionaron los animales al azar para la evaluacién de resultados? Poco claro Poco claro Poco claro Poco
claro.

¢Los investigadores eligieron al azar un animal durante la evaluacion de resultados | Poco claro Poco claro Poco claro Poco claro

0 usaron un componente aleatorio en la generacion de secuencias para la evaluacion

de resultados?

m Hacer referencia a una tabla de nimeros aleatorios;

m Usar un generador de nimeros aleatorios por computadora;

m Etc

¢Estaba cegado el evaluador de resultados? Poco claro Poco claro Poco claro Poco claro

¢ Se aseguro el cegamiento del evaluador de resultados y era poco probable que se | Poco claro Poco claro Poco claro Poco claro

hubiera roto el cegamiento?

m Los métodos de evaluacién de resultados fueron los mismos en ambos grupos.

m Los animales se seleccionaron al azar durante la evaluacion de resultados

¢No se cego al evaluador de resultados, pero los autores de la revision consideran | Poco claro Poco claro Poco claro Poco claro

que es poco probable que el resultado se vea influido por la falta de cegamiento?

¢Se abordaron adecuadamente los datos de resultados incompletos? Si Si Si Si

¢ Se incluyeron todos los animales en el analisis? Si Si Si Si

¢Era poco probable que las razones por las que faltaban los datos de resultado | Si Si Si Si

estuvieran relacionadas con el resultado real?

¢Los datos de resultados faltantes estan equilibrados en nimeros entre los grupos | Poco claro Poco claro Poco claro Poco claro

de intervencion, con razones similares para los datos faltantes entre los grupos?

¢, Se imputan los datos de resultados faltantes utilizando métodos apropiados? Poco claro Poco claro Poco claro Poco
.claro

¢Los informes del estudio estan libres de informes de resultados selectivos? Si Si Si Si
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9 ¢ Estaba disponible el protocolo del estudio y se informaron todos los resultados | Si Si Si Si
primarios y secundarios preespecificados del estudio en el manuscrito actual?
*¢No estaba disponible el protocolo del estudio, pero estaba claro que el informe | Si Si Si Si
publicado incluia todos los resultados esperados (es decir, comparacion de métodos
y seccion de resultados)?
¢Estaba el estudio aparentemente libre de otros problemas que pudieran | Si Si Si Si
resultar en un alto riesgo de sesgo? (*)
¢El estudio estuvo libre de contaminacion (agrupacién de farmacos)? Si Si Si Si
10
¢ Estuvo el estudio libre de la influencia inapropiada de los financiadores? Si Si Si Si
¢ El estudio estuvo libre de errores en la unidad de analisis? Si Si Si Si
*¢ Estuvieron ausentes los riesgos de sesgo especificos del disefio? No No No No
¢ Se agregaron nuevos animales a los grupos de control y experimentales para | No No No No
reemplazar los abandonos de la poblacion original?

El estudio observacional realizado en humanos (An Li, y cols., 2022) fue evaluado
mediante el sistema de evaluacion de riesgo de Newcastle-Ottawa segun 8
aspectos. Dentro del criterio de “Seleccion” el estudio obtuvo las 4 estrellas, por
cumplir con los criterios de ser la cohorte expuesta un promedio representativo de
personas, ademas de la cohorte no expuesta ser extraidos de la misma comunidad,
siendo la determinacién de la exposicién un registro seguro junto con una entrevista
estructurada y no se conocia el resultado de interés al inicio del estudio.

En “Comparabilidad” obtuvo 1 estrella por realizar emparejamiento de ambas
cohortes segun Variables sociodemograficas (edad, sexo, raza o etnia, nivel
educativo e ingresos familiares anuales), factores de comportamiento (tabaquismo,
consumo de alcohol y visita al dentista) entre otros.

En los “Resultados” el estudio obtuvo 3 estrellas ya que en él hubo una vinculacion
de registros, entre la presencia/ausencia de enfermedad periodontal, puntaje en
pruebas de habilidades cognitivas y presencia/ausencia de biomarcador de

disfuncion mitocondrial en una muestra de sangre. Ademas, al ser un estudio
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transversal el tiempo de seguimiento no era influyente en la obtencion de resultados

y se realizé un seguimiento completo con todos los temas contabilizados. Al calcular

la cantidad de estrellas otorgadas al estudio se observa que fue calificado con 8

estrellas, siendo consideradas como una investigacion de calidad alta. Todos estos

datos estan presentados en la Tabla N° 3

Tabla N°3. Escala Newcastle Ottawa. Evaluacion de Riesgo de Sesgo en estudio observacional seleccionado

Criterios de evaluacion de la calidad

Aceptable

An Li, y cols.,
2022

Seleccidn

Representatividad de la cohorte expuesta

Verdaderamente representativo del promedio de personas con periodontitis estadio
'y IV en la comunidad

Seleccioén de la cohorte no expuesta

Extraidos de la misma comunidad que la cohorte expuesta

Determinacion de la exposicion

Registro seguro (examen periodontal) y entrevista estructurada

Demostracion de que el resultado de interés
no estaba presente al inicio del estudio

Si

Compatibilidad

Comparabilidad de las cohortes sobre la
base del disefio o analisis

Controles de estudio para Variables sociodemograficas (edad, sexo, raza o etnia,
nivel educativo e ingresos familiares anuales), factores de comportamiento
(tabaquismo, consumo de alcohol y visita al dentista), factores relacionados con la
salud (diabetes mellitus, hipertension, dislipidemia, obesidad, adiposidad
abdominal, enfermedad cardiovascular y cancer), recuento de glébulos blancos y
numero de dientes perdidos

Resultados

Evaluacion del resultado

Se obtuvieron a partir de registros seguros (Evaluacion periodontal, examen de

sangre, pruebas de habilidades cognitivas)

El seguimiento fue lo suficientemente largo
como para que ocurrieran los resultados

Si
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Adecuacion del seguimiento de cohorte Seguimiento completo - todos los temas contabilizados

Nivel de calidad general maximo 9 8
Alto: > 7; Moderado: 5-7; Bajo: <5

Categoria de calidad Alto

7.3 ASOCIACION ENTRE ENFERMEDAD PERIODONTAL, ESTRES OXIDATIVO
Y ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Dentro de los estudios seleccionados que relacionan la enfermedad periodontal con
el estrés oxidativo y la EA se encuentra el de Bojlul Baha y cols. Este estudio tuvo
como objetivo evaluar el modo de accion del trans-resveratrol en la modulacion de
la inflamacion metabdlica inducida por el LPS de P. gingivalis sobre células de
neuroblastoma humano (IMR-32). En este estudio se demostré que la respuesta
inflamatoria crénica en células IMR-32 desafiadas con LPS de P. gingivalis induce
la activacion de NF-kB y estrés oxidativo celular causado por la activacion de la via
de la fosfatidilinositol-3-quinasa/Akt1(PI3K/Aktl) conduciendo a la produccién de
ROS. Se report6 también que la activacion de esta via inflamatoria podria modularse
por trans-resveratrol, el cual jugaria un papel neuroprotector ya que posee actividad
antioxidante mediada por la inhibicion de dos vias vitales de estrés oxidativo

produccion de o6xido nitrico (NO) y ROS por la actividad de iNOS.

En el estudio in vitro de Van Thi Ai Tran y cols., se evaludé la microgliosis, la
astrogliosis y la neurodegeneracion utilizando dos plataformas independientes,
microglia de cultivo Unico y neuronas y astrocitos humanas cocultivados. Las
microglias fueron estimuladas con LPS de P. gingivalis (10 ng/ml) o medios
acondicionados bacterianos (BCM) que se obtuvo por la proliferacion de P.
gingivalis en caldo Brain Heart Infusion (BHI). Las células microgliares tratadas con
BCM expresaron un nivel significativamente mas alto de INOS y NO, que fue 4,8 y

3,7 veces mayor que el control, respectivamente.
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Por otro lado, en el estudio clinico observacional seleccionado de An Li, y cols., se
analizaron datos de Encuesta Nacional de Examen de Salud y Nutricién 2011-2014,
se evaluo el estado periodontal, la funcion cognitiva y la presencia del biomarcador
de disfuncion mitocondrial derivado de la mitocondria (MMA). Se observé que los
patbgenos derivados de la periodontitis alteran los procesos de produccion de
energia en las mitocondrias y alteran el equilibrio entre la produccion de ROS y las
defensas antioxidantes. Ademas, los niveles de MMA aumentados asociados a la
periodontitis se correlacionaron de forma estadisticamente significativa con una
memoria verbal retrasada y una alteracion en la velocidad de procesamiento de
informacion, concluyendo que el estrés oxidativo mitocondrial son caracteristicas
compartidas entre la periodontitis y las alteraciones cognitivas que se observan en

la enfermedad de Alzheimer.

7.4 ASOCIACION ENTRE PERIODONTITIS, ACTIVACION DE NF-kB Y
ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Diferentes investigaciones han relacionado el LPS de P. gingivalis con la actividad
del factor NF-kB en el cerebro y su posible relacion con la neuroinflamacion y por
consiguiente con la EA de acuerdo a lo sumarizado en la Tabla n°1.

En el estudio experimental in vitro de Che Qiu y cols., se estimul6 células
microgliales con LPS de P.gingivalis y los resultados mostraron que este tratamiento
regulaba al alza la expresion génica y la secrecion de factores proinflamatorios en
las microglias, incluidos IL-1p3, IL-6, TNF-q, IL-17 e IL-23. También se observé un
aumento en el nivel de sefializacion del receptor tipo Toll 2/4 (TLR2/4) y la
fosforilacion y translocacion nuclear de NF-kB p65.

De acuerdo a lo anterior, los resultados de estudios experimentales realizados en
animales también confirman una asociacion positiva entre el LPS de P. gingivalis y
la activacion de NF-kB. En el estudio de Kenyu Hayashi y cols., se utilizaron ratones
5XFAD (un modelo transgénico de la EA) de 6 meses (jovenes) y 13 (mediana edad,

los cuales desarrollan sintomas de la enfermedad a esta edad y no antes) los cuales
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fueron tratados con inyeccion intracerebroventricular del LPS o solucion salina
(vehiculo). Tras dicho tratamiento con P. gingivalis, la expresion de NF-kB y COX-2
fosforilados aumentd significativamente en los ratones de mediana edad en
comparacion a los ratones jovenes.

En los otros tres estudios experimentales en animales también se reporta una
asociacion entre los receptores tipo Toll (TLR) y el NF-kB, tras la estimulacion por
P. gingivalis (Hu y cols. de 2020). En este trabajo se estableci6 un modelo de
periodontitis mediante la aplicacion topica del LPS de P. gingivalis en el surco
gingival palatal de ratas Sprague-Dawley, posterior a lo cual se observo la activacion
de la via de sefalizacién de TLR4/NF-kB, ademas de la activacion de la microglia y
de astrocitos con cuerpos celulares agrandados y protuberancias irregulares (Hu y
cols. de 2020). En otro estudio, se inyecto a ratones C57BL/6 el LPS de P. gingivalis
en presencia o ausencia de un inhibidor del receptor tipo Toll 4 (TLR4) (TAK-242)
(Zhang y cols, 2018). Se observo que tanto los astrocitos como la microglia se
activaron en la corteza y el hipocampo en el grupo tratado con el LPS en ausencia
del inhibidor. EI ARN mensajero y la expresién proteica de las citoquinas
inflamatorias (TNF-a, IL-13, IL-6 e IL-8) fueron regulados positivamente por el LPS
en la corteza y, ademas, se activo la via de sefializacién TLR4/NF-kB (TLR4, CD14,
IRAK1 y p-p65) cuyos efectos fueron mitigados efectivamente por TAK-242 (Zhang
y cols, 2018).

Por otro lado, se ha planteado la hipétesis de que la catepsina B (CatB) juega un
papel fundamental en el inicio de la neuroinflamacion y la disfuncion neuronal
después de la exposicion sistémica cronica al LPS de P. gingivalis (Wu y cols.,
2017). Esta ultima aumento significativamente la expresion de CatB en microglia y
neuronas en ratones C57BL/6N de mediana edad, aumento la expresion del ARNm
de IL-1B y TLR2, y disminuyd los niveles de proteina de IkBa en la microglia
cultivada, asi como en la microglia primaria de ratones C57BL/6N. Se observo
también que el LPS de P. gingivalis purificado utilizado se une tanto a TLR2 como
a TLR4, y que la expresion de TLR2 aumento significativamente en la microglia de
ratones de mediana edad infectados. La transcripcion de TLR2 esta estrechamente

regulada por la activacion de NF-kB, ya que su promotor contiene sitios de union a
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NF-kB, y se plantea que una de las posibilidades para la expresion de TLR2
mediada por CatB es que CatB pueda estar involucrado en la degradacion

proteolitica de IkBa y la subsiguiente translocacion nuclear de NF-kB.
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8. DISCUSION

Los hallazgos de esta revision ofrecen evidencia de que P. gingivalis en el cerebro
juegan un papel central en desarrollo y progresiéon de la EA, donde se han
observado vias patoldgicas similares en el establecimiento de ambas
enfermedades, incluidas caracteristicas celulares y moleculares como el dafio
oxidativo y la inflamacion (Sansores-Espafa et al., 2021). La evidencia reciente
indica que las infecciones periféricas, el dafio a los vasos sanguineos y el estrés
oxidativo pueden agravar la inflamacién en el cerebro y desempefar un papel
importante en la patogenia de la demencia y la EA (Chen et al., 2017). La
enfermedad periodontal se encuentra entre las infecciones crénicas mas comunes
de los seres humanos, (Singhrao et al., 2015), siendo Porphyromonas gingivalis,
unos de los principales agentes etioldgicos que contribuye a la periodontitis crénica
(How et al., 2016).

Los patdgenos periodontales asociados con la periodontitis, son ricos en
endotoxinas y lipopolisacaridos que estimulan la actividad de las células
inmunitarias y la produccion de citoquinas, las cuales puede propagarse al cerebro
por el torrente sanguineo o por las terminales nerviosas periféricas (Ide et al., 2016),
y posteriormente estimular a la microglia, que actiia como primera linea de defensa
en el SNC. La microglia anormalmente activada puede acelerar significativamente
las respuestas neuroinflamatorias y neurotdxicas mediante la liberacion de varias
citoquinas y mediadores proinflamatorios, y la neuroinflamacién conducira
eventualmente a la degeneracion sindptica, muerte de células neuronales y

disfuncion cognitiva (Qiu et al., 2021).

Este estudio corresponde a una revision sistematica de la literatura que tiene por
objetivo determinar la relacién entre los periodontopatégenos y sus productos de
virulencia con la produccion de ROS, la generacion de sefiales de Ca?* y la
activacion del factor de transcripcion en el NF —kB en el tejido cerebral y como todo
esto puede contribuir en la aparicion y progresion de la EA. En esta revision se
consideraron estudios en animales donde se indujo la enfermedad periodontal ya

sea con inyeccion o aplicacion topica de LPS de P. gingivalis, estudios in vitro en
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los que se estimularon células de la glia con el LPS de P. gingivalis, y un estudio
clinico observacional donde se relacioné la enfermedad periodontal, con bajo nivel
cognitivo y la presencia de un biomarcador de disfuncion mitocondrial asociado a
estrés oxidativo. Es importante considerar que la evidencia encontrada nos permite
tener una idea sobre los mecanismos inflamatorios y oxidativos por los cuales puede
actuar P. gingivalis a nivel cerebral, sin embargo, siguen faltando estudios que lo

respalden.

8.1 AUMENTO EN LA PRODUCCION DE ROS EN CELULAS DE LA GLIA
ESTIMULADAS CON LPS DE P. gingivalis EN ESTUDIOS IN VITRO

El estrés oxidativo se define como un desequilibrio en los prooxidantes y
antioxidantes asociado con una mayor produccion de ROS y especies reactivas de
nitrogeno (RNS), incluido el anién radical superéxido (O2-), peroxido de hidrogeno
(H202), radical hidroxilo (HO™), 6xido nitrico (NO) y peroxinitrito (ONOO-) (Toénnies
& Trushina, 2017), los cuales pueden dafar el sistema biolégico cuando estan
presentes en cantidades excesivas, ya que son capaces de oxidar todas las
biomoléculas principales, incluidos los acidos nucleicos (ADN, ARN), proteinas y
lipidos (Wang et al., 2014).

En los articulos seleccionados se observo la relacion entre la presencia de LPS de
P. gingivalis y estrés oxidativo en células de la glia, siendo reconocido como un
factor que contribuye al envejecimiento y a la progresion de multiples enfermedades
neurodegenerativas, incluida la EA (Ténnies & Trushina, 2017), puesto que cerebro
es altamente susceptible al desequilibrio oxidativo por su alta demanda de energia,
alto consumo de oxigeno, rica abundancia de &cidos grasos poliinsaturados
facilmente peroxidables, alto nivel de hierro potente catalizador de ROS vy relativa
escasez de antioxidantes(Wang et al., 2014)

En un estudio in vitro reciente se evaluo la microgliosis, la astrogliosis y la
neurodegeneracién utilizando dos plataformas independientes, microglia de cultivo
anico y neuronas y astrocitos humanas cocultivados, estimuladas con P. gingivalis

en alta y bajas concentraciones (BCMH/) se observo un aumento significativo en los
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niveles de expresion de la INOS y su producto NO en las microglias estimuladas
con la bacteria, lo que causa la neurodegeneraciéon. Ademas, se demostré la
elevacion de los mediadores de proteinas perjudiciales, CD86 e INOS vy la
produccién de varios marcadores proinflamatorios a partir de la microglia
estimulada. EI NO se sintetiza mediante la conversion de la L-arginina en NO y L-
citrulina a través de una reaccion catalizada por la NOS. Este juega un papel como
segundo mensajero y también se une a la enzima citocromo ¢ oxidasa,
disminuyendo su afinidad por el oxigeno. EI NO tiene, por lo tanto, la capacidad de
influir en la funcién de la cadena respiratoria y provoca disfuncién mitocondrial
contribuyendo a las enfermedades neurodegenerativas (Jodeiri Farshbaf & Kiani-
Esfahani, 2018). Por otro lado, se identificaron los componentes de los medios
acondicionados bacterianos considerados como posibles inductores de la
inflamacion. La Succinato deshidrogenasa estuvo presente tanto en BCMn como en
BCML, la cual aumenta la oxidacion de succinato, siendo principal desencadenante
de la generacion de ROS (Jodeiri Farshbaf & Kiani-Esfahani, 2018). El succinato
regula al alza los niveles de 6xido nitrico y citoquinas proinflamatorias (Tran et al.,
2021). Tras la estimulacién con LPS, la microglia puede inducir la glucélisis y
aumentar la oxidacion del succinato por las actividades de la enzima succinato
deshidrogenasa. Se postuld que la coestimulacion podria ser el factor critico
asociado con el aumento de la microgliosis, que da como resultado la disfuncién y
pérdida de las células neuronales debido a la regulacion positiva del 6xido nitrico y
las citoquinas proinflamatorias (Tran et al., 2021) Este articulo se confirma la
relacion de P. gingivalis y el estrés oxidativo en células de la glia, lo cual se ha
asociado con la pérdida de la funcion mitocondrial y la defensa antioxidante
reducida, afectando directamente la actividad sinaptica y la neurotransmision en las
neuronas, conduciendo a la disfuncion cognitiva (Ténnies & Trushina, 2017). Es
importante destacar que existen estudios que informan que el dafio oxidativo
generalizado en pacientes con deterioro cognitivo leve podria preceder a las
alteraciones neuropatologicas pronunciadas de la EA, estos hechos sugieren
fuertemente que el desequilibrio oxidativo aparece en la etapa muy temprana de la


https://www-sciencedirect-com.uchile.idm.oclc.org/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cytochrome

34

EA y es probablemente una caracteristica central de la patogenia (Wang et al.,
2014).

Asi, seria de gran importancia realizar mas estudios en los que se utilizaran
antioxidantes para el tratamiento en etapas tempranas de la EA, con el objetivo de
reducir el estrés oxidativo y recuperar estado redox celular normal con el fin de
reducir la neuroinflamacién. Teniendo en consideracion que la eliminacion total de
ROS o0 en un estado reducido también es perjudicial, debido a que son
fundamentales en la sefializacion como segundos mensajeros, experimentando un
entrecruzamiento con la sefalizacion mediada por Ca?' y con otras vias
intracelulares criticas (Mufioz et al., 2020), es importante apostar a la regulacion
homeostética de esta via para lograr posibles beneficios terapéuticos. Existen varios
estudios que investigan los principales mecanismos antioxidantes disponibles en el
sistema nervioso o la utilizacién de agentes externos como antioxidantes derivados
de la dieta, como acidos fendlicos, flavonoides, isoflavonas, flavonas , antocianinas
y cumarinas, sefialando que estas moléculas son potencialmente Utiles en el
tratamiento del estrés oxidativo (Mufioz et al., 2020). En este sentido, el estudio in
vitro de Bahar y cols se utilizd Trans-resveratrol, un polifenol bioactivo con
propiedades inmunomoduladoras que puede antagonizar la toxicidad de AR y
reducir el dafio oxidativo en las neuronas (J. Gu et al.,, 2021). Asi, células de
neuroblastoma IMR-32 fueron sometidas a tratamiento con LPS de P. gingivalis
(Bahar & Singhrao, 2021), resultando en una notable regulacion al alza de
moléculas de sefializacién clave, incluidos factores de transcripcién, quinasas,
receptores de membrana, factores de crecimiento, enzimas y citoquinas, lo que
indican la posible activacion de las cascadas oxidativa e inflamatoria. Al utilizar
trans-resveratrol como estrategia para disminuir el dafio inflamatorio y oxidativo
generado, se logré disminuir la expresién y/o actividad de varias quinasas
reguladoras clave, receptores transmembrana, enzimas y citoquinas inflamatorias,
inhibiendo significativamente las vias del estrés oxidativo celular. Se disminuyo la
produccion de NO y ROS, y ademas inhibi6 las principales vias de sefalizacion
inflamatoria, como la sefalizacion de NF-kB, sefializaciéon neuroinflamatoria,

respuesta de fase aguda, entre otras. Por esto, se propuso que los antioxidantes
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podrian considerarse como una estrategia terapéutica en la enfermedad
proinflamatoria mediada por P. gingivalis. Concordantemente, se han llevado a cabo
diversos experimentos para investigar el potencial terapéutico del resveratrol en el
tratamiento de la EA a través de modelos in vivo e in vitro (Chen et al., 2019), ya
gue se sabe que posee importantes propiedades neuroprotectoras (Rahman et al.,
2020). El resveratrol ha sido utilizado no solo para minimizar las concentraciones de
la INOS vy la peroxidacion lipidica en las células neuronales como antioxidante, sino
también para aumentar la produccion de hemooxidacion-1 (HO-1) y prevenir la
oxidacion (Rahman et al., 2020). Sin embargo, hasta ahora no ha habido un ensayo
clinico completo a gran escala. Se ha visto que el resveratrol se absorbe bien y la
toxicidad no se informa de manera significativa, sin embargo, no es biodisponible,
tiene baja solubilidad en agua y es quimicamente inestable debido a su escasa
biodisponibilidad. Si bien los problemas de las aplicaciones clinicas, como la
biodisponibilidad, la dosis y los efectos secundarios, son enormes, aun buscan
investigar el mecanismo integral y la administracion clinica efectiva del resveratrol
(Rahman et al., 2020).

8.2 ASOCIACION ENTRE ENFERMEDAD PERIODONTAL, DETERIORO
COGNITIVO Y PRESENCIA DE UN MARCADOR DE ESTRES OXIDATIVO EN
ESTUDIO CLINICO OBSERVACIONAL

En el estudio clinico seleccionado tenia como objetivo evaluar el MMA circulante,
asociado a la carga oxidativa, y su vinculo entre el estado periodontal y el
rendimiento cognitivo entre los adultos mayores. La concentracion de MMA
circulante se considera un biomarcador de disfuncion mitocondrial lo que resultaria
en una mayor produccion de ROS (Ténnies & Trushina, 2017), lo que representa
una fuente importante del desequilibrio oxidativo observado en la EA (Wang et al.,
2014). El MMA se produce en cantidades relativamente bajas en el cerebro, sin
embargo, su acumulacion intracerebral podria conducir a la neurodegeneracion (Li
et al., 2022).

Los resultados nos muestran que los adultos mayores con periodontitis en estadio

[Il'y IV mostraron un peor rendimiento cognitivo que la periodontitis en estadio I/l y
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la disfuncion mitocondrial puede desempefar un papel mediador en la asociacion
de periodontitis con memoria verbal retrasada y velocidad de procesamiento de
informacion deficientes. Un mecanismo biolégicamente aceptado para las
asociaciones observadas es que la periodontitis y el deterioro cognitivo pueden
compartir un trasfondo patogénico a través de la disfuncion mitocondrial. ya que
también se ha visto en diversos estudios en que fibroblastos tratados con LPS de
P. gingivalis provocaron un aumento del estrés oxidativo debido a la disfuncion en
la mitocondria (Bullon et al., 2011).

Los hallazgos de este estudio indican que la disfuncién mitocondrial puede ser un
mediador potencial del vinculo periodontitis-demencia, lo que refuerza aun mas la
necesidad de futuras investigaciones donde se realicen intervenciones con
suplementos antioxidantes en pacientes con periodontitis para mejorar la salud

periodontal, y evaluar efectos a largo plazo en la funcién cognitiva.

8.3 POSIBLE DESREGULACION EN LOS NIVELES DE [Ca?*]i EN CELULAS DE
LA GLIA, RELACIONADA A LA PRESENCIA DE PERIODONTOPATOGENOS

El Ca?* participa en una amplia gama de sefiales celulares que regulan varios
procesos criticos, como el crecimiento celular, la diferenciacién, el metabolismo, la
exocitosis y la apoptosis (del Prete et al., 2014). La coordinacion entre varias
proteinas/bombas/canales de Ca?* y el almacenamiento de Ca?" en varios
organelos es fundamental para mantener sus niveles citosodlicos, y la homeostasis
celular, lo cual es fundamental tanto en células de la glia como en neuronas
(Sukumaran et al., 2021).

En la presente revision no se encontraron estudios en los que se relacionan la
enfermedad periodontal con la alteracion de los niveles de Ca?* en células de la glia
y su asociacién con la EA. Sin embargo, si hay estudios que describen que la
neuroinflamacion generada por la enfermedad periodontal, donde las citoquinas,
bacterias o sus factores de virulencia podrian estimular las células gliales
(Sansores-Espaiia et al., 2021), pudiéndose hacer la asociacion con otros articulos

donde se ha observado la presencia de citoquinas y mediadores inflamatorios en el
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medio extracelular inducen niveles elevados de Ca?* en células gliales, los cuales
modulan las respuestas inflamatorias, estimulando la produccién y liberacion de
citoquinas (Sama & Norris, 2013).

Se ha demostrado que la desregulacion de Ca?* en la glia, especialmente en los
astrocitos, puede aumentar la actividad de la calcineurina (CN) y conducir a la
produccion y liberacién de factores inflamatorios. Estos factores pueden entonces
iniciar la activacion de las vias de sefalizacion de la MAP quinasa (p38) y la
desregulacion del Ca?* en las neuronas, lo que conduce a una mayor actividad de
la CN. Los cambios en la sefializaciéon neuronal de Ca?* pueden perpetuar ain mas
la desregulacion de Ca?*, los déficits de plasticidad sinaptica y los deterioros
cognitivos (Sama & Norris, 2013) (Figura N°2).
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Figura N°2. Relacién entre la desregulacion del Ca?* y la neuroinflamacion (Sama & Norris, 2013).

Ademas, existen estudios donde relacionan las mitocondrias disfuncionales,
presente en el estrés oxidativo, con la pérdida de la homeostasis del calcio a través
de una capacidad amortiguadora deteriorada o un impacto directo en los canales de

calcio del reticulo endoplasmico (Wang et al., 2014). Existen también otros estudios
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experimentales donde estimulan neuronas y células de la glia con el LPS de E.coli.
La endotoxina asociada a E. coli puede actuar sobre los TLR4, aumentar [Ca?*]i y
promover la muerte celular en cultivos envejecidos de neuronas de hipocampo de
rata. Se observé que sélo el 30% de las células no neuronales mostraron sefiales
de Ca?* en respuesta a LPS, a menudo en forma de oscilaciones de [Ca?*]i (Calvo-
Rodriguez et al., 2017).

Al encontrar estudios que relacionan a la periodontitis con estrés oxidativo en el
cerebro y la neuroinflamacién, indirectamente estos se podrian asociar con una
desregulacion en los niveles de Ca?* tanto en neuronas como en células de la glia.
Sin embargo, deberian realizarse estudios que los asocien directamente la ya que
como se dijo anteriormente, esta molécula es fundamental para diversas funciones

en este tipo de células.

8.4 EL LPS DE P.gingivalis ACTIVA LA VIiA DE SENALIZACION DE NF-kB

Los miembros de NF-kB estan abundantemente presentes en neuronas, vasos
sanguineos cerebrales y en las células gliales, pudiendo regular procesos
neuroprotectores, la neurotoxicidad y la neuroinflamaciéon (Jha et al., 2019). La
activacion de NF-kB es necesaria para la induccién transcripcional de muchos
mediadores proinflamatorios implicados en la inmunidad primaria, como las
moléculas de adhesién celular, citoquinas y factores de crecimiento, pero también
participa en la regulacion genética de la resolucién de la inflamacién (Djordjevic et
al., 2017), jugando un papel activo en la progresion de la EA (Jha et al., 2019), ya
que la microglia anormalmente activada puede acelerar significativamente las
respuestas neuroinflamatorias y neurotoxicas mediante la liberacion de varias
citoquinas y mediadores proinflamatorios, y la neuroinflamacion eventualmente
conducira a la degeneracion sinaptica, la muerte de las células neuronales y la
disfuncion cognitiva (Qiu et al., 2021).

Dentro de los estudios seleccionados, en cuatro de ellos la periodontitis indujo la
neuroinflamacion a través de las cascadas de la via TLR4/NF-kB. (Hayashi et al.,
2019; Hu et al., 2020; Qiu et al., 2021; Zhang et al., 2018). Los TLR se expresan
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principalmente en células inmunitarias y también se han identificado en diversos
tipos de células del SNC, como la microglia (Qiu et al., 2021). La activacion de TLR-
4 conduce a la activacion de NF-kB, que se asocia con la produccién de citoquinas
proinflamatorias a través de una via dependiente del factor de diferenciacion
mieloide 88 (MyD88) (Zhao et al., 2019). Ademas, en 3 de los estudios se utilizé un
bloqueador selectivo de TLR4, TAK-242, y se observé una reduccién de la expresion
del ARNm de NF-kB p65 y proteina fosforo-p65/p65 inducida por el LPS de P.
gingivalis (Qiu et al., 2021).

En general, estos resultados proporcionan evidencia de la participacién de P.
gingivalis en las vias de sefializacién rio abajo del receptor TLR4 y la activacion final
de la via de sefializacién de NF-kB(Zhang et al., 2018). La via de senalizacion TLR4
activada y las citoquinas desreguladas podrian estimular los procesos inflamatorios
y afectar al procesamiento de APP influyendo en la produccion de AB. Se ha
demostrado que mudltiples citoquinas proinflamatorias aumentan la expresion de
APP vy la actividad de BACEL en el cerebro (Chen et al., 2012) y se ha demostrado
que la periodontitis inducida por el LPS de P. gingivalis podria facilitar el
procesamiento anormal de APP a través de una mayor actividad de la secretasa en
los sitios B y y, en consonancia con el aumento de la APP en pacientes con
periodontitis cronica (Hu et al., 2020). De acuerdo, en el estudio de Wu y cols. se
propone que la exposicion sistémica cronica al LPS de P. gingivalis induce fenotipos
similares a los de la EA, en los ratones de mediana edad de manera dependiente
de la catepsina B (CatB), la cual es una proteasa lisosomal de cisteina, promueve
el procesamiento y la secrecion de IL-18 madura por la microglia activada, también
tiene actividad beta secretasa, que esta involucrada en el procesamiento de APP
para la formacion de AB (Wu et al.,, 2017). Ademas, en la microglia, la CatB
estimulada por P. gingivalis esta involucrada en la degradacién de IkBa para la
activacion cronica de la sefalizacion de TLR2/NF-kB, lo que amplifica la
neuroinflamacion mediada por la microglia. A diferencia de los otros estudios
seleccionados, se determiné en este articulo que TLR2 tiene una alta afinidad de

uniébn al LPS de P. gingivalis en la microglia y su expresion aumento
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significativamente en ratones de mediana edad infectados con el LPS y se redujo
significativamente por la inhibicién genética y farmacoldgica de CatB.

Por otro lado, los efectos del LPS de P. gingivalis en las neuronas dependen de la
microglia, se ha visto que la mIL-13, cuya produccion esta mediada por la microglia,
aumenta la produccién de CatB y APP dependientes de IL-1/NF-kB a través de la
sefalizacion de IL-1R. El aumento de CatB en las neuronas esta involucrado en el
procesamiento de APP para la acumulacion de AR directamente y la activacién de

NF-kB para la produccion de APP y CatB (Figura n°3)

Microglia Neuron

PgLPS

Figura N°3 Una representacion esquematica de las funciones criticas de CatB en el inicio
de fenotipos similares a AD durante la exposicion sistémica crénica al LPS de
P.gingivalis.(Wu et al., 2017)

En conjunto, estos hallazgos sugieren que CatB esta involucrado en la activacion
de la sefnalizacion de TLR2/NF-kB durante la exposicién sistémica crénica al LPS
de P.gingivalis por lo que CatB puede ser un objetivo terapéutico para prevenir el

deterioro cognitivo asociado a la periodontitis en la EA.
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8.5 POSIBLE ASOCIACION ENTRE PERIODONTOPATOGENOS Y SUS
PRODUCTOS DE VIRULENCIA CON LA PRODUCCION DE ROS,
DESREGULACION DE SENALES DE CALCIO Y ACTIVACION DE NF —kB EN
TEJIDO CEREBRAL NF -kB

Se propone gue existe un aumento de la respuesta proinflamatoria mediada por LPS
de P.gingivalis a través de la participacion de moléculas de receptores de
reconocimiento de patégenos (PRR), como los receptores tipo toll 4 (TLR-4) y 2
(TLR-2), Los cuales una vez activados, recluta la proteina adaptadora MyD88 para
la activacion del factor de transcripcion aguas abajo NF-kB y las cascadas de
sefalizacion, lo que provoca la produccion de una multitud de citoquinas
inflamatorias implicadas en la neurotoxicidad incluidas TNFa, IL-6 e IL18 (R. Chen
et al., 2021), jugando un papel importante en la inflamacién cerebral y la defensa
antioxidante, asi como en la regulacion de la funcion mitocondrial (Djordjevic et al.,
2017)

Dado que NF-kB es importante en la inflamacion, se ha visto que algunas enzimas
que promueven la produccion de ROS también se regulan como sus objetivos, como
la NADPH oxidasa NOX2 (gp91 phox) la cual depende de, y es inducida por, NF-
KB. Por otro lado, la iINOS esta muy regulada al alza por NF-kB, pudiendo potenciar
el dafio celular por ROS (Morgan & Liu, 2011). Asi, la activacion de NF-kB también
contribuiria en el estrés oxidativo y por su parte las ROS ademas de modular la
supervivencia celular y respuesta celular a los factores estresantes, activan los
mecanismos proinflamatorios (Bhatt et al.,, 2021), activando y reprimiendo la
sefializacion de NF-kB en distintos niveles (Morgan & Liu, 2011).

Se ha visto que los ROS se generan principalmente por las mitocondrias,
especialmente a través de la fuga de electrones en la fosforilacion oxidativa (Morgan
& Liu, 2011) y que las mitocondrias disfuncionales son productores menos eficientes
de ATP pero productores mas eficientes de ROS. Estas mitocondrias disfuncionales
contribuyen a la pérdida de la homeostasis del Ca?*, donde se observa un aumento
del [Ca?*]i por distintas vias. Se observa una capacidad amortiguadora deteriorada

0 un impacto directo en los canales de calcio del reticulo endoplasmico,
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desarrollando una sobrecarga de Ca?* citoplasmatico (Wang et al., 2014). La
presencia del LPS de P. gingivalis podria, por lo tanto, generar un aumento de
[Ca?*]i en forma de oscilaciones, lo que podria perpetuar ain mas el estado

inflamatorio.

8.6 HETEROGENEIDAD DE LOS ESTUDIOS

Los 8 estudios analizados en esta revision sistematica de tipo cualitativa se
caracterizaron por ser altamente heterogéneos, por lo tanto, un andlisis estadistico
de los datos no fue realizado. En los 2 estudios experimentales in vitro relacionados
al estrés oxidativo, la heterogeneidad metodoldgica se relacion6 con los diferentes
tipos de ensayos y las células utilizadas para ello. Con respecto a los tipos de
células, cultivos y pruebas realizadas, en uno se utilizaron microglias humanas en
cultivo Unico y neuronas y astrocitos humanas cocultivados, para investigar la
neuroinflamacion y la neurodegeneracion inducidas por microgliosis y astrogliosis
estimuladas por un medio acondicionado con LPS de P. gingivalis en distintas
concentraciones (Tran et al., 2021). Y en el otro estudio se utilizaron lineas celulares
de neuroblastoma humano IMR-32 y se trataron con 10 pg/mL de LPS de
P.gingivalis y con 25 uM de trans-resveratrol al 98% de P.cuspidatum en
presencia/ausencia del LPS (Bahar & Singhrao, 2021), Ademas el tiempo de
exposicion de las células al LPS de P.gingivalis fue distinto, en el estudio de Van
Thi Ai Tran las microglias se expusieron por 3 dias al medio acondicionado
bacteriano y los astrocitos y neuronas por 12 dias, en cambio en el otro estudio las

células fueron estimuladas con el LPS y el antioxidante por 24hrs.

En cuanto a los 4 estudios realizados en animales relacionados a NF-kB la
heterogeneidad en su metodologia se relaciona en la forma de estimular la
periodontitis. Se reportan la inyeccion intracerebroventricular continua de LPS de
P.gingivalis en solucion salina (2 ug de Pg-LPS/dia) (Hayashi et al., 2019), la
aplicacion tépica de LPS de P. gingivalis (0,5 mg/kg, dos veces por semana) en el
surco gingival palatal de los primeros molares superiores de ratas con o sin la

inyeccion del inhibidor del receptor Toll4 TAK-242 (0,5 mg/kg, ip, dos veces por
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semana) (Hu et al., 2020) o inyeccion intraperitoneal de LPS de P. gingivalis (1
mg/kg/dia, durante 5 semanas) (Wu et al., 2017). Ademas, el tercer estudio informa
que se inyectd LPS de P. gingivalis (5 mg/kg, ip) con o sin inhibidor del receptor tipo
Toll (TAK-242) (Zhang et al., 2018). En cuanto a las especies de ratas o ratones
utilizadas en los estudios, la edad y el tiempo en que fueron sacrificados fueron

distintos entre cada estudio.

Entre los experimentos para evaluar funcion cognitiva se realizaron laberinto en Y,
construccion de nidos (Hayashi et al., 2019), pruebas de campo abierto (Hu et al.,
2020; Zhang et al., 2018), prueba de evitacion pasiva (Wu et al., 2017; Zhang et al.,
2018) y la prueba de laberinto de agua de Morris (Hayashi et al., 2019; Hu et al.,
2020; Zhang et al., 2018), que evalian capacidades cognitivas diferentes. En la
parte in vitro los experimentos realizados fueron Andlisis RT-PCR (Hu et al., 2020;
Wu et al., 2017; Zhang et al., 2018), andlisis ELISA (Hu et al., 2020; Wu et al., 2017;
Zhang et al., 2018), inmunohistoquimica (Hayashi et al., 2019; Hu et al., 2020;
Zhang et al., 2018) y Western blot (Hayashi et al., 2019; Hu et al., 2020; Wu et al.,
2017; Zhang et al., 2018).

8.7 ANALISIS DEL RIESGO DE SESGO

En cuanto a la evaluacion realizada a los estudios experimentales en animales, la
herramienta SYRCLE clasifico la mitad de los dominios como "poco claro", debido
a la falta o ausencia de informacion. Por ejemplo, ningln estudio se mencioné
explicitamente algin método de asignacion al azar de los grupos casos y controles,
la distribucién en sus jaulas durante el experimento, ni para la evaluacién de los
resultados. Tampoco se informd sobre el cegamiento de los investigadores. Todo
esto podria llevar a que se produjera un posible sesgo por informacién, ya que al
saber a qué grupo pertenece cada animal, podria influir en la evaluacién de los

resultados por parte de los investigadores.

La evaluacién del riesgo de sesgo del estudio observacional en humanos se realizo
por medio de la herramienta Newcastle-Ottawa y se clasificé con calidad Alta. En la

seccion de seleccion el estudio cumplié los 4 item, lo que indica que la eleccion de
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los grupos fue generalmente adecuada. En relacién con la seccidon de comparacion
en este estudio se consideraron variables que podrian influir en los resultados como
variables sociodemograficas, factores de comportamiento y de salud por lo que
también se cumplié con el item. Con respecto a los resultados, se evaluaron de
forma independiente las variables y resultados se obtuvieron a partir de registros
seguros (Evaluacion periodontal, examen de sangre, pruebas de habilidades
cognitivas), ademas dentro del estudio se informa un adecuado seguimiento y que
en cuyos casos donde no se obtuvieron todos los datos sobre funcion cognitiva y
las evaluaciones de biomarcadores oxidativos fueron excluidos por lo que se otorgd
el maximo de estrellas en esta seccidn. El riesgo de sesgos presentes en algunos
estudios sobre todo los realizados en animales indican la necesidad de revisar
cuidadosamente los resultados para poder interpretarlos de manera adecuada.
Utilizar herramientas como SYRCLE o Newcastle-Ottawa en futuras investigaciones

podrian ayudar a disminuir el riesgo de sesgo y mejorar la calidad de ellas.

8.8 LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Dentro de las limitaciones de este estudio se encuentra la escasa literatura
encontrada en relacion con el tema de investigacion. Si bien, existe gran cantidad
de articulos que relacionan la enfermedad periodontal con la EA, faltan estudios ya
sea in vivo o in vitro que especifiquen los mecanismos neuroinflamatorios de como
los periodontopatégenos y sus productos podrian activar las vias inflamatorias, el
estrés oxidativo y la homeostasis de calcio en la microglia.

En esta revision no se encontrd ningun estudio que relacione la periodontitis con un
desbalance en los niveles de Ca?" a nivel cerebral, siendo que existe amplia
literatura que relaciona al Ca?* con la EA. Estudios en este sentido permitirian
entender las vias por las cuales los periodontopatégenos y sus productos podrian
perpetuar este estado neuroinflamatorio, con la consiguiente neurodegeneracion.
Por ultimo, en todos los estudios experimentales seleccionados se utilizo P.
gingivalis para estimular células neuronales o inducir la periodontitis en animales

por ser uno de sus los principales agentes etiologicos, sin embargo, existen otras
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bacterias asociadas fuertemente con la enfermedad periodontal como la A.
actinomycetemcomitans, que ha sido poco estudiada en general, y podria ser
importante su relaciéon con la enfermedad de Alzheimer y compararla con la

actividad de P. gingivalis a nivel cerebral.
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. CONCLUSIONES

Los periodontopatdgenos contribuyen a la generacion de un estado
neuroinflamatorio cerebral, estimulando vias de sefalizacion celular, las
cuales podrian contribuir a una mayor produccioén de AB y a la patologia de
la EA.

El LPS de P. gingivalis puede generar estrés oxidativo en la microglia, por lo
que la utilizacion de antioxidantes como Trans-resveratrol se podria
considerar como tratamiento en etapas tempranas de la EA.

El LPS de P. gingivalis activa el TLR-4 en la microglia lo que conduce a la
activacion de NF-kB, que se asocia con la produccién de una multitud de
citoquinas inflamatorias implicadas en la neurotoxicidad incluidas TNFa, IL-6
e IL1B.

El Ca?* posee varias funciones en las células de la glia y neuronas y se ha
visto su desregulacién en presencia de neuroinflamacion y estrés oxidativo,
por lo que seguramente debe existir una asociacibn entre los
periodontopatdégenos y sus productos con la alteracién en sus niveles, pero

faltan estudios que lo respalden.
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