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1. RESUMEN

Introduccioén: La periodontitis es una enfermedad cronica no transmisible causada
por la disbiosis de la microbiota subgingival. Las bacterias que causan la disbiosis
pueden difundir a la circulacidn sanguinea periférica y colonizar otros tejidos u
organos y favorecer el inicio o progreso de otras patologias, tal como la Enfermedad
de Alzheimer (EA). Las bacterias orales podrian colonizar el cerebro de forma
permanente o transitoria e inducir una respuesta inmune. En esta revision
analizamos la teoria infecciosa de la neuroinflamaciény el rol de las bacterias orales
en la susceptibilidad microbiolégica para desarrollar la EA.

Metodologia: La investigacion se realizé siguiendo las pautas dictadas por la guia
PRISMA-P. Se seleccionaron estudios basados en modelos experimentales de
periodontitis o infecciones orales y estudios descriptivos de pacientes con EA, que
tenian por finalidad la deteccidon de bacterias orales a nivel cerebral o la evaluacién
de su rol en la EA. Se incluyeron articulos de los ultimos 20 afios, en idioma inglés
o castellano. La busqueda se realizé en la base de datos Pubmed, Latindex, SciELO
y Cochrane Library (CENTRAL) utilizando términos MeSh. Los estudios fueron
revisados por dos revisores independientes y un tercer revisor tomo la decision final
en situaciones dudosas. Finalmente, por medio de las herramientas Newcastle-
Ottawa y SYRCLE se evalué el riesgo de sesgo.

Resultados: Se encontraron 2405 articulos de los cuales se seleccionaron 23
segun los criterios de inclusidn y exclusion, presentando un riesgo de sesgo
moderado. La infeccién con patégenos periodontales en animales se relacion6 con
el desarrollo de caracteristicas neuropatologias de la EA. En pacientes con EA, se
detectaron bacterias orales en el liquido cerebro-espinal, fluido crevicular gingival,
plasma, suero y tejido cerebral, y niveles aumentados de anticuerpos contra
periodontopatégenos o citoquinas pro-inflamatorias.

Conclusiones: Existe un posible vinculo entre el desarrollo o progreso de la EA'y
las bacterias orales. La presencia de bacterias en el cerebro se relaciona con las
caracteristicas patologicas de la EA, lo que podria sugerir la existencia de un eje
oral-cerebral. Asi, las enfermedades orales podrian relacionarse con

neuroinflamaciéon mediante este eje.



2.MARCO TEORICO

El microbioma humano esta compuesto por una amplia variedad de bacterias
que se distribuyen en todas las superficies del hospedero. El microbioma cumple un
rol importante en nuestro desarrollo, fisiologia, inmunidad y nutricién (Morales y cols,
2010; La Rosa Hernandez y cols, 2014; Alarcon y cols, 2016). Recientemente, se
ha propuesto que gran parte de las enfermedades crénicas no transmisibles
tendrian su origen en el microbioma de hospederos susceptibles. Asi, la
composicion del microbioma podria predisponer o favorecer el desarrollo y

progresion de ciertas enfermedades (Kho y Lal, 2018).
2.1 Microbiota

El microbioma humano se divide en distintas microbiotas, las que se
consideran como el conjunto de microorganismos que residen en un tejido o
superficie especializada. De esta manera, reconocemos principalmente Ia
microbiota intestinal, respiratoria y oral, las cuales contienen tanto bacterias
protectoras como potencialmente dafiinas para el hospedero, denominadas
patobiontes. El equilibrio homeostatico de la microbiota es beneficioso para el
hospedero; sin embargo, cualquier cambio en el medio podria modificarla expresion
de factores de virulencia de algunas bacterias generando la disbiosis, definida como
un desbalance del equilibrio microbiano de la microbiota normal (Petersen y Round,
2014). Las bacterias con la capacidad para inducir la disbiosis se conocen como
bacterias clave o keystone pathogens (Hajishengallis, 2014; Hajishengallis, 2015).
Para ejercer su patogenicidad estas bacterias necesitan de condiciones
ambientales que favorezcan la sinergia microbiana, como ocurre en la periodontitis,
donde se observa la contribucién de varias bacterias Gram-negativas a la
progresion de la enfermedad (Hajishengallis y Lamont, 2012). En términos
generales, la disbiosis ocurre por la disminucién de la diversidad bacteriana, que
genera la pérdida de microorganismos beneficiosos, el incremento de bacterias

clave o una combinacion de ambos eventos (Petersen y Round, 2014; DeGruttola y
cols, 2016).

La disbiosis de la microbiota intestinal se produce por una modificacion de la

composicion bacteriana, la cual se encuentra bajo la influencia de factores tales



como la dieta, los farmacos ingeridos o el sistema inmune. Las variaciones en la
microbiota intestinal se consideran naturales, siempre y cuando no disminuya la
diversidad bacteriana e incremente el riesgo de disbiosis (Carding y cols, 2015). La
disbiosis se considera como la principal causa de un conjunto de enfermedades
inflamatorias intestinales, tales como la enfermedad de Crohn, la colitis ulcerosa y
las sensibilidades o intolerancias alimentarias (Ohkusa y cols, 2002; Neut y cols,
2002; Collado y cols, 2008). En pacientes afectados de enfermedades inflamatorias
intestinales se analizo la microbiota intestinal utilizando técnicas convencionales de
cultivo y aislamiento bacteriano en muestras de heces o mucosas, demostrando que
existe un incremento en las concentraciones de las bacterias anaerobias,
especificamente del grupo Bacteroides spp y Enterobacteriaceae spp (Ohkusa 'y
cols, 2002; Neut y cols, 2002). Ademas, pacientes con enfermedad de Crohn
presentan una disminucion de bacterias simbidticas, como las especies de
Bifidobacterium spp y B. longum (Collado y cols, 2008). En términos generales,
existe un conjunto de patologias intestinales donde el re-establecimiento del
equilibrio homeostatico mejoraria la captacion de alimentos y, en algunos casos, la

evolucion favorable de la enfermedad (Wilhelm y cols, 2008; Carding y cols, 2015).

La disbiosis de la microbiota respiratoria se debe a la adquisicion de bacterias
o virus, factores ambientales o alteraciones inmunoloégicas que pueden
potencialmente alterar el equilibrio homeostatico, lo que lleva al crecimiento
excesivo y la diseminacion de patégenos (Bogaert y cols, 2011). Esto resulta en el
desarrollo de enfermedades tales como el asma, la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC), la neumonia tipica y atipica, entre otras (Hilty y cols,
2010; Huong y cols, 2014; De Steenhuijsen Piters y cols, 2016; Wagner y cols,
2018). En estas enfermedades, al evaluar la microbiota de nariz, orofaringe,
aspirados bronquiales o muestras de lavados broncoalveolares de las vias aéreas
inferiores se reveld que las especies de Haemophilus spp, Streptococcus
pneumoniae, Rothia spp, Lactobacillus spp, Mycoplasma pneumoniae y Chlamydia
pneumoniae estan presentes con mayor frecuencia (Hilty y cols, 2010; Huong y cols,
2014; De Steenhuijsen Piters y cols, 2016; Wagner y cols, 2018). Ademas, una

microbiota nasal con diversidad reducida de especies, especialmente cuando se



acompana de la presencia de Moraxella spp, se asocia con una mayor prevalencia

de asma (Depner y cols, 2017).

De igual manera como ocurre en las microbiotas intestinal y respiratoria, la
disbiosis de la microbiota oral puede desarrollarse por factores propios del
hospedero, factores genéticos o ambientales, tales como el consumo de
medicamentos, higiene oral, estrés, alimentacion, entre otros (Hajishengallis y
Lamont, 2012). A medida que se desarrolla una comunidad, el metabolismo
microbiano y los mediadores de la respuesta inmune del hospedero pueden causar
cambios en el medio local que facilitan el crecimiento o la virulencia de
microorganismos asociados con un estado disbidtico, lo que favorece el desarrollo
de enfermedades prevalentes como la caries y la periodontitis. Entre las bacterias
que se asocian con estas enfermedades se identifican Streptococcus mutans,
Streptococcus sanguis, Streptococcus oralis, Treponema denticola, Porphyromonas
gingivalis, Tannerella forsythia, Aggregatibacter actinomycetemcomitansy Filifactor
alocis (Herrera y cols, 2008; Abusleme y cols, 2013; Silva y cols, 2015; Espinoza y
cols, 2018; Eriksson y cols, 2018).

2.2 Disbiosis de la microbiota subgingival y periodontitis

La disbiosis de la microbiota subgingival es originada por una serie de
patégenos clave o patobiontes que residen permanentemente en la microbiota
(Hajishengallis, 2014; Hajishengallis, 2015). Entre estas bacterias se describen A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis, T. forsythia, T. denticolay F. alocis. Distintos
estudios demuestran la virulencia, inmunogenicidad y patogenicidad tanto de A.
actinomycetemcomitans como de P. gingivalis, evidenciando que existen serotipos
asociados a enfermedad y a salud (Vernal y cols, 2009; Diaz-Zuiiga y cols, 2014).
En efecto, las bacterias mas virulentas son capaces de desencadenar una
respuesta pro-inflamatoria y resorcion 6ésea mediante la activacién de linfocitos
TCD4* colaboradores (del inglés T helper) Th1, Th17 y Th22. En particular, los
linfocitos Th17 expresan el ligando del receptor activador del factor nuclear kB
(RANKL) el cual participa directamente en los procesos de estimulacion de la
diferenciacién osteoclasticay en la activaciéon de osteoclastos maduros (Vernal y

cols, 2009; Vernal y cols, 2014; Diaz-Zufiga y cols, 2017; Melgar-Rodriguez y cols,



2016; Monasterio y cols, 2018a; Monasterio y cols, 2018b). La presencia de
mediadores inflamatorios y de anticuerpos anti-patégenos orales se asocia también
con otras condiciones o patologias, tales como alteraciones en el control metabdlico
en pacientes con diabetes mellitus, riesgo de parto prematuro con bajo peso al nacer
y, recientemente, con la enfermedad de Alzheimer (EA) (Marakoglu y cols, 2008;
Ide y cols, 2016).

Distintos estudios evaluaron muestras de cerebro de pacientes fallecidos y
afectados de EA, detectando bacterias en distintos tejidos dentro del cerebro
(Riviere y cols, 2002; Hammondy cols, 2010; Poole y cols, 2013; Zhany cols, 2016).
Entre las bacterias detectadas, P. gingivalis y T. denticola se identificaron en la
corteza cerebral, hipocampo, ganglio trigeminal, liquido cerebro-espinal (LCE) y IV
ventriculo (Riviere y cols, 2002; Poole y cols, 2013). En ese contexto, existe una
hipotesis que sugiere el origen infeccioso del proceso neuroinflamatorio. Diversos
estudios han descrito que los pacientes afectados de EA tienen condiciones de
susceptibilidad para desarrollar enfermedades del tipo respiratorias o intestinales y
gue bacterias clave que desencadenan la disbiosis también pueden detectarse en
el cerebro (Hammondy cols, 2010; Zhan y cols, 2016). Mas aun, la teoria infecciosa
sugiere que los patdgenos involucrados en enfermedades respiratorias e
intestinales, migrarian al cerebro, potenciando la respuesta inmune inflamatoria
cronica, acelerando la neurodegeneracion y la progresion de la EA (Hammond y
cols, 2010; Zhany cols, 2016). Hay estudios que demuestran como algunos factores
de virulencia de E. coli, C. pneumoniae y B. burgdorferi son mas abundantes en
cerebros de pacientes que fallecieron con EA, localizandose en placas amiloides,
alrededor de vasos sanguineos, corteza frontal, temporal y entorrinal y el hipocampo
(Hammond y cols, 2010; Zhan y cols, 2016). Ademas, algunos estudios en células
cerebrales estimuladas con bacterias orales demuestran un incremento en los
niveles de produccion de mediadores pro-inflamatorios, expresion de genes de
oxidacion y de la proteina precursora amiloide (APP), de secrecion de péptido -
amiloide (AB) y niveles de la proteina Tau fosforilada (Miklossy y cols, 2006; Diaz-
Zuniga y cols, 2019). A pesar que algunas bacterias intestinales, respiratorias u
orales se detectan en el cerebro de personas afectadas de EA, aun no se define

cual es la via de migracion. En este contexto, proponemos que existen 3 posibles



vias: por migracion neural retrégrada, por migracion mediante circulacion sanguinea
periférica o circulacion linfatica, siendo mas probable la via nerviosa.

En términos generales, se puede especular que la microbiota oral también
podria estar vinculada con la EA 'y que las bacterias que desencadenan la disbiosis
a nivel subgingival podrian migrar al cerebro por el nervio trigémino. Si bien no se
puede establecer una relacion de causalidad entre alguna bacteria y la EA, la
hipbtesis en que P. gingivalis migra al cerebro y establece una microbiota transitoria,
denominada neurobioma, surge como una posible via de asociacion. Estudiar y
comprender este posible vinculo entre la periodontitis y EA a nivel microbiolégico
representa una oportunidad que contempla la posibilidad de que por medio de
acciones preventivas o tratamientos odontolégicos se pueda prevenir o evitar el
progreso de esta enfermedad neurodegenerativa, otorgando al profesional Cirujano
Dentista la responsabilidad de ser parte del equipo de salud en el tratamiento de

dicha patologia.



3. PREGUNTA DE INVESTIGACION.

¢Pueden las bacterias orales migrar al cerebro y establecer un neurobioma

patogénico en pacientes con enfermedad de Alzheimer?

4. OBJETIVO GENERAL.

Analizar la teoria neuroinflamatoria de origen infeccioso y la posible

susceptibilidad microbiolégica para desarrollar la enfermedad de Alzheimer.



5. METODOLOGIA.

La siguiente revision sistematica cualitativa se realizd siguiendo las

indicaciones del protocolo PRISMA-P (Shamseer y cols, 2015).

El estudio se basé en la pregunta PICO: Poblacién (pacientes con EA y
Periodontitis 0 animales afectados de periodontitis o lesion periapical experimental),
Intervencion o exposicion (bacterias orales), Comparacion (pacientes que no
padecen la EA o periodontitis y animales no afectados por periodontitis o lesion
periapical experimental) y Outcome measures o Resultado (Deteccion de bacterias

orales en tejidos o fluidos cerebrales).

5.1. Criterios de elegibilidad: inclusién y exclusion

Los trabajos seleccionados fueron estudios experimentales en animales,
estudios de intervencion u observacionales en humanos sobre la deteccion de
bacterias orales en tejidos o compartimentos cerebrales de pacientes afectados o
no de EA.

Como criterios de seleccion se eligieron los articulos publicados en los ultimos
20 anos, ya que la investigacion de una posible asociacion entre bacterias orales 'y
la EA se ha desarrollado desde el afio 2013 y existe escasa evidencia especifica
sobre este tema. Se seleccionaron aquellos estudios en idioma castellano por ser

la lengua nativa e inglés por ser elidioma universal de la ciencia.

Los criterios de inclusion y exclusién aplicados en el analisis de texto completo

fueron los siguientes:

e Se incluyeron todos los estudios que describian la asociacion entre la EA 'y
la enfermedad periodontal o lesion periapical en modelos experimentales, o

e El rol y/o la presencia de alguna bacteria oral en cerebros o fluidos de
pacientes afectados de EA.

e Se excluyeron todos los estudios enidiomas distintos al castellano o inglés.



5.2. Estrategia de busqueda

Se realizé una busqueda electronica enlas bases de datos Latindex, SciELO,
Cochrane Library (CENTRAL) y Medline via Pubmed, hasta el 15 de noviembre de
2020. La estrategia de busqueda fue realizada utilizando términos Mesh en la Base

de datos Medline y en las demas bases de datos se adaptd dicha estrategia de
busqueda.

La estrategia utilizando términos MeSH fue la siguiente:
1. “Bacteria” [MeSH terms]
2. “Microbiota” [MeSH terms]
3. “Host-pathogens interactions” [MeSH terms]
4. #1OR#2OR #3
5. “Periodontitis” [MeSH terms]
6. “Mouth” [MeSH terms]
7. #4 OR#2 OR #3
8. “Alzheimer’s Disease’ [MeSH terms]
9. “Brain” [MeSH terms]
10.#8 OR#9
11. #4 AND #7 AND #10

5.3 Seleccion de estudios

Los estudios fueron examinados por dos revisores independientes y en
duplicado. Cuando hubo dudas para la inclusién de algun estudio por parte de los
revisores, un tercer revisor se encargo de decidir su inclusion o exclusion. Los
diversos articulos obtenidos de cada base de datos fueron agrupados y se
eliminaron aquellos que se encontraban duplicados. Luego, se evaluaron los titulos

y resumenes, eliminando los registros no relacionados con los objetivos de la



revision. Finalmente, se descargaron los articulos seleccionados para su analisis a
texto completo. Se uso el coeficiente Kappa de Cohen para calcular la concordancia
entre los dos revisores, basandose en la formula del Manual Cochrane para

revisiones sistematicas (Higgins y Green, 2011).

5.4 Extraccion de datos

La extraccion de datos fue realizada por dos revisores de manera
independiente y en duplicado, y un tercer revisor verificd y confirmé la precision de
la informacion. Cuando hubo desacuerdos entre los revisores, se discutid para
llegar a un acuerdoy el tercer revisor tomé la decision final. La extraccién de datos
siguié un enfoque estructurado y se cred una plantilla para extraer caracteristicas
clave de cada documento incluido. La lista de elementos de datos que se incluyeron
en la plantilla fueron el nombre del primer autor, el afio de publicacion, el disefio del
estudio, poblacién estudiada, intervencion o exposicion, comparacion y resultados
sobre la presencia y ubicacién de bacterias orales en pacientes con EA y en
animales con periodontitis experimental. EI manual Cochrane (Higgins y Green,
2011) se utilizé como guia para el proceso de recopilaciéon de datos.

5.5. Analisis de los datos

Los articulos seleccionados fueron evaluados cualitativamente para investigar
la posibilidad de migracion hacia el cerebro y establecimiento de un neurobioma por
parte de bacterias orales. Para calificar el riesgo de sesgo de los experimentos en
animales se utilizd6 la herramienta SYRCLE (Systematic Review Center for
Laboratory animal Experimentation) y para estudios clinicos, del tipo cohorte o
casos-controles, la herramienta Newcastle-Ottawa (Wells y cols, 2014). SYRCLE
(Hooijmans y cols, 2014) se deriva de la herramienta de riesgo de sesgo de
Cochrane para estudios clinicos (Higgins y cols, 2011) y se adapté para su
aplicacion en estudios con animales. La herramienta resultante consta de 10
preguntas o dominios principales relacionadas con el sesgo de seleccion, sesgo de
realizacion, sesgo de deteccion, sesgo de desercién, sesgo de notificacion y otros
sesgos. Se utilizaron preguntas de sefalizacion para apoyar las preguntas

principales con el fin de determinar el riesgo de sesgo. Las respuestas a las
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preguntas de la herramienta se respondieron como Si (pregunta adecuadamente
respondida), No (pregunta no respondida) o Poco claro (no hay suficiente
informacién para responder si 0 no). Segun las respuestas a las preguntas de
sefnalizacion, los dominios de riesgo de sesgo se clasificaron como bajo, alto o poco
claro. No se evalu6 el riesgo de sesgo general debido a la dificultad de asignar
valoracién para los distintos dominios. Para evaluar el riesgo de sesgo de estudios
no aleatorizados como los observacionales se utilizé la herramienta Newcastle-
Ottawa. Con esta herramienta, cada estudio se evaluo en base a nueve items,
categorizados en tres grupos: la seleccion de los grupos de estudio, la
comparabilidad de los grupos y la determinacion de la exposicion o el resultado de
interés. Las estrellas otorgadas por cada articulo de calidad sirven como una
evaluacion visual rapida. Segun el numero de estrellas se clasifican en calidad alta,
moderada o baja. “Alta” corresponde a una puntuacién de superior a 7 estrellas;
“Moderada” correspond e a una puntuacién de 5 a 7 estrellas; y “Baja” corresponde

a una puntuacion inferior a 5 estrellas.
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6. RESULTADOS

Inicialmente se identificaron un total de 2.405 registros en las bases de datos
Medline via Pubmed, Latindex, SciELO, y Cochrane Library (CENTRAL). Tras la
eliminacion de duplicados y la lectura de los resumenes, se seleccion6 un total de
410 resumenes potencialmente elegibles. Al aplicar los criterios de inclusion, se
seleccionaron 23 articulos y se excluyeron 387 articulos. Después del analisis a
texto completo de los estudios, todos fueron seleccionados, quedando finalmente
23 articulos para el analisis cualitativo. Los procedimientos de seleccion de los

estudios se describen en el diagrama de flujo PRISMA (Figura N°1).

N=1061 Library (CENTRAL)).
N=1344

J

Total de publicaciones Total de publicaciones identificadas en
identificadas en pubmeD otras fuentes (Latindex, SciELO, Cochrane

Total de publicaciones incluidas por lectura
de absctract después de eliminar duplicados.
N= 410

v Abstract excluidos segun criterios de

Abstract seleccionados inclusién y exclusion.
N=410 N=387
\/ ‘;

Total de publicaciones para Criterios de inclusion y exclusion:
evaluacion detallada y lectura afio de publicacién desde el 2000 hasta
completa del documento. 2020, idioma inglés o castellano, estudios en
N=23
\/
Publicaciones seleccionadas

pacientes con EA o animales con
segun criterios de inclusion y

periodontitis experimental y bacterias
exclusion a la revision sistematica
para valoracion cualltatlva/

orales.
N=23

Figura N°1. Diagrama de flujo PRISMA. Proceso de seleccién de estudios para su analisis
cualitativo.
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6.1 Deteccion de bacterias orales

Los 23 estudios correspondieron a 13 estudios en modelos animales (Foschi
y cols, 2006; Poole y cols, 2015; Ishida y cols, 2017; Liu y cols, 2017; Rokad y cols,
2017; Singhraoy cols, 2017; Wu y cols, 2017; llievski y cols, 2018; Ding y cols, 2018;
Zhang y cols, 2018; Han y cols, 2019; Dominy y cols, 2019; Diaz-Zuhiga y cols,
2020) y 10 estudios epidemiolégicos observacionales o descriptivos en pacientes
con EA (Riviere y cols, 2002; Kamer y cols, 2009; Sparks y cols, 2012; Poole y cols,
2013; Noble y cols, 2014; Ide y cols, 2016; Emery y cols, 2017; Laugisch y cols,
2018; Siddiqui y cols, 2019; Leblhuber y cols, 2020). El estudio de Dominy y cols
(2019), se determino como experimental y observacional, ya que consider6 como
poblacion de estudio tanto pacientes con EA como animales con periodontitis
experimental.

Los datos de los estudios incluidos, correspondientes al nombre del primer
autor, el afio de publicacion, el disefio del estudio, poblacién estudiada, intervencién
0 exposicidén, comparacién y resultados sobre la presencia y ubicacién de bacterias
orales en modelos de infeccidn experimental y pacientes con EA se presentanen la
tabla N°1.

Tabla N°1. Tabla de extraccion P.I.C.O. de los estudios experimentales in vitro e in vivo y
observacionales. A partir del analisis de la literatura seleccionada en esta seccion se resumen los
principales hallazgos que se relacionan con la pregunta de investigacion. ApoE: Apoliporpoteina E,
hAPP J20: ratones transgénicos para la proteina precursora de amiloide humana, SCID: ratones
afectados de Inmunodeficiencia combinada severa, EA: Enfermedad de Alzheimer, BHE: Barrera
hematoencefalica, LCE: Liquido Cerebro Espinal, LPS: Lipopolisacarido, FCG: Fluido Crevicular
Gingival, Rgp: Arg-gingipaina, Kgp: Lys-gingipaina.

Referencia Diseio del Poblacién Intervencion Compara Resultados
estudio cion
Ratones Deteccion de LPS
. Ensayo Ratones hAPP-1 ) i inistracion | hAPP-J20 | &N 6 suero y
Ishida y cols, . J20 infectados cerebro de
2017 experimental con p oral de P.| no ratones
in vivo. T '| gingivalis. infectados | .
gingivalis. inoculados con P.
gingivalis.




13

Ratones ApoE-

Administracion

Se detectdé DNA

. oral de P. de P. gingivalis en
Ensayo /- infectados| ~.~ . . Ratones ; .
Poole y cols, 4 " gingivalis, T. microglia y
2015 experimental | con .d|st|ntas denticola T ApoE-/- neuronas
in vivo. bacltenas forsythia y control. piramidales  del
orales. Fusobacterium. hipocampo.
Deteccion
E Ratones macho Administracién Ratones |intracerebral de
Singhrao y nsayo al ApoE-/- | d p macho P. gingivalis y de
cols, 2017 %xsﬁ/l;l)men infectados con O;s ivalis € | ApoE-/- gingipainas  en
' P. gingivalis. ging ' control. vasos sanguineos
del hipocampo.
TNF-q, IL-6 e IL-
1B en los tejidos
Ratones
C57BL/6J | Ratones | cereprales fueron
E hemb de 4 Administracion C57BL/6J mayores en
Ding y cols, nsayo embra de por medio de ratones
2018 gxpgrlmental semanas y 12 sonda oral de P. h_embra infectados con P.
in vivo. MEses de edad gingivalis. sin- gingivalis de
infectados con infeccion. mediana edad
P. gingivalis. que en ratones
control.
Ratones macho Ei?;oes
Ensayo §e5r:12rl;és de dz Inyeccion C57BL, Deteccion de A.
2o19” " [expermental | edadinfectados | SEUETE S8 IO B S e
in vivo. con A. omitansy de edad| corteza cerebral
actinomycetem : sin :
comitans. infeccion.
Aumento de Ia
Inyeccion Ratones expresion de
W | Ensayo Ratones de 2 y in:/ravenosa delde  wild- CatB en las
2Ou17y cols, experimental | 12 meses de LPS urificado | tvoe  sin microglias y
’ in vivo. edad. de P I.IF; ivali b}fcterias neuronas de
€. gingivals. " | ratones de
mediana edad.
La gingipaina de
. . Ratones | P. gingivalis se
llievski y Ensayo Ratones . Administracion wild-type |detect6 en el
cols. 2018 experimental | C57BL/6 wild-| oral de P. sin hipocampo
’ in vivo. type. gingivalis. bacterias. | microglias y

asfrocitos.
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Astrocitos y
microglias se
activaron en la
Ratones corteza e
Zhan Ensayo C57BL/6 wild-| Inyeccion Ratones hibocambo
cols, 3018 y gxpgrimental type infectados intrape(itor!ealde C57BL/6 sepcretango
in vivo. con P.| P. gingivalis. control. ; .
naivalis pltoqumas_ pro-
gingivais. inflamatorias ante
el LPS de P.
gingivalis
Se detect6 DNA
Ratones SCID e de T. denticola en
-t Infeccion Ratones el bazo, el
. Ensayo y WIGYPE | intracanal de T. | sin corazébn y el
Foschi y . jovenes ; : -
s 2006 gxpenmental infectados con d_ent{co/g, P. mfeccpn cerebro _ de
coss, in vivo. . gingivalis 'y T.|bacterian | ratones inmuno-
bacterias ) -
orales forsythia. a. deficientes yen el
) bazo de ratones
wil d-type.
Microvasculatura
del hipocampo de
Ratones macho . . Ratones | ratones  ApoE-/-
Rokad y Ensayo o ApoE-/- Adr|n|n|stéa0|onp macho mfectaiiaos e
cols, 2017 experimen Infectados con| %@ 9 | ApoE /- presen estres
in vivo. P ainaivalis gingivalis. control oxidativo y
gingivais. | perdida de
integridad de la
BHE.
Las gingipainas
Rgp y Kgp activan
a las microglias y
contribuyen a la
Ensayo Micro-inyeccion Ratones migracion celular
Liu y cols, 4 Ratones de P. gingivalis + Y respuesta
2017 gxpgnmental CX3CR1Y/G en la corteza /C(;(BCTI inflamatoria
in vivo. somatosensorial. control | mediante la
secrecion de

quimioquinas vy
mediadores pro-
inflamatorios.
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Los serotipos mas
virulentos inducen

periodontitis,
neuroinflamacion,
Induccion de gstiriﬁJg
periodontitis magrca do’res
Diaz-Zufiga Ensayo Ratas Sprague- | mediante Ratas sin histopatolégicos
y cols, 2020 experimental | Dawley  wild-| inoculacién periodonti de Ia EA
in vivo. type. ;S)::%Hnis do cli;a tis. Indepdendiente
; .p/' ’ de su virulencia,
gingivalis. todas las
bacterias
inoculadas se
detectan en el
cerebro.
o Sujetos
Identificar T. .
, Tejido cerebral| denticola, T.| 9% , Se de‘fec‘fo _LPS
Estudio . . fallecieron | de P. gingivalis en
Poole y cols, . de pacientes| forsythia y P. S
observacional A por una| el tejido cerebral
2013 afectados  de| gingivalis en
. causa post mortem de
EA. tejido  cerebral| | . .
ost mortem distinta a | pacientes con EA.
P "~ |Eea
1)Tejido 1) Tejido
Estudio cerebral post cerebral o
observacional | mortem de | 1)dentificar  la | post 1) Dgte.cmo.n de
pacientes presencia de | mort P. gingivalis en
EA ortem cerebro y LCE de
conEA gingipainas de P.| de ,
gingivalis en| pacientes pacientes con EA
2)Voluntarios ) afectados de
humanos con | cerebro post | sin EA. periodontitis.
Dominy y periOdontitiS Yy mostem y en
cols, 2019 EA. LCE de |23) ont 2) Aumento de la
pacientes con | Pacientes produccion de
EA sin EA. APB142. La
hembra 2)Administracion | 3) gingipaina redujo
Ensayo BALB/c de 4 |oral de P.| Ratones |la . carga
experimental | semanas gingivalis. hembra bactetlana y”Ia
in vivo. infectados con BALB/c neuroinflamacion.
P. gingivalis. control.
Tejido cerebral| Identificar T. Tejido Deteccion de
e Ensayo . ) cerebral Treponema y
Siddiqui vy . de pacientes| denticola, T. )
observacional , de Veillonella en el
cols, 2019 afectados de|forsythia y P. : -
EA inivalis en pacientes | tejido cerebral
' 9irg sanos. con EA.
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tejido  cerebral
post mortem.
Tejid d
eldo © Deteccion de . Deteccién de
corteza ) Tejido -
. subunidad 16S Firmicutes y
Entudio cerebral  post . cerebral . .
Emery y . DNA de bacterias Actinobacterias
observacional | mortem de . de
cols, 2017 ) orales en tejido , en los cerebros
pacientes pacientes .
post mortem de| . de pacientes con
afectados por sin EA.
corteza temporal. EA.
EA
Se detecto
Tejid T I
. Tejido cerebral endo rep onema ora
. Estudio . ., cerebral en gangdlios del
Riviere y . de pacientes | Deteccion de T
observacional de trigémino,
cols, 2002 afectados de| Treponema oral. , .
EA pacientes | protuberancia,
' sin EA. corteza cerebral e
hipocampo.
Deteccion de Los patogenos
anticuerpos ante| Pacientes | periodontales
. Estudio Personas bacterias con ofras | pueden ingresar
Laugisch vy . .
observacional | afectadas  de| periodontales en|formas de|al cerebro vy
cols, 2018 ) .
EA. muestras de| demencia | estimular una
FCG, suero vy respuesta inmune
LCE. local.
Deteccion de
anticuerpos
contra A. Presencia de
. actinomycetemc | Niveles de| anticuerpos
. Pacientes con . )
Estudio i omitans, P.| anticuerp | contra F.
Sparks y . deterioro Lo
observacional o gingivalis, C.|os en| nucleatum y P.
cols, 2012 cognitivo leve o . ) .
rectus, T. | sujetos intermedia en
EA :
denticola, F. | sanos. suero de
nucleatum , T. pacientes con EA.
forsythia 'y P.

intermedia.
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Mayores niveles
de TNF-a en
Cuantificacién de lasma
Estudio Pacientes niveles de TNF-a P . y
Kamer y . . Controles | anticuerpos
observacional | afectados de|y anticuerpos
cols, 2009 . sanos contra las
EA. contra bacterias :
periodontales bacterias
' periodontales en
pacientes con EA.
Deteccion de IgG
en suero contra
P g/ng/va/ls, T Mayores niveles
. forsythia, A. L
Estudio Personas ; : séricos de 1gG
Noble y cols, . actinomycetemc | Pacientes ;
observacional | afectadas de ) contra bacterias
2014 omitans, T. | sanos. .
EA ) periodontales en
denticola, C. ,
pacientes con EA.
rectus, E.
nodatum y A.
naeslundii.
Muestra de FCG
para determinar
la presencia de P aingivalis se
Estudio Pacientes T. denticola, T. ) g’g
Leblhuber y , . Controles | asocié con mayor
observacional | afectados  de| forsythia, P. ,
cols, 2020 A sanos. deterioro
EA. gingivalis, P. iti
intermedia y A. cognitivo.
actinomycetemc
omitans.
., El deterioro
Evaluacion .
. " cognitivo en
Pacientes con| cognitiva y toma ;
sujetoscon EAes
. enfermedad de muestra de| Estado
Estudio ) L 6 veces mayor en
Ide y cols, . periodontal sangre para | inicial de .
observacional presencia de
2016 afectados por| detectar cada ) .
. periodontitis en
EA a los 0 y 6 | marcadores sujeto. .,
. . comparaciéon con
meses. inflamatorios .
o sujetos afectados
sistémicos.

de EA.
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6.2 Deteccion de bacterias en modelos experimentales de periodontitis

Diferentes estudios se han disefiado en los ultimos afos para inducir la
periodontitis experimental. Actualmente se describen 3 métodos para inducir la
periodontitis experimental: ligadura, inoculacion palatina y oral gavage (Garlet,
2010). Deellos, la ligadura crea lesiones osteo-resortivas asociada a la disbiosis de
la microbiota oral, un proceso inflamatorio agudo y su periodo maximo de
observacion es de 15 dias, previo ala pérdida del diente ligado (Lindhe y cols 1992;
Galvéo y cols, 2003; Abe y Hajishengallis, 2013). La inoculacion palatina crea una
respuesta inflamatoria local, resorcion ésea cuantificable a partir del dia 30 y un
proceso inflamatorio crénico (Nakamura y cols, 2008; Ossola y cols, 2012; Garlet y
cols, 2005). El oral gavage crea una disbiosis intestinal y sepsis, observando
resorcidn 6sea en algunos casos desde el dia 15 en adelante (Storrer y cols, 2010;
De Molon y cols, 2016). Cada uno de estos métodos tiene una indicacion especifica,
cuando se desea experimentar en terapias regenerativas o preventivas, la ligadura
es el gold standard (Abe y Hajishengallis, 2013; De Molon y cols, 2016). Sin
embargo, cuando el objetivo es analizar el efecto de una bacteria keystone o un
factor de virulencia particular, la metodologia a elegir es lainoculacién palatina. De
esta manera, si se desea evaluar el efecto sistémico de una bacteria o el grado de
sepsis, el oral gavage puede ser una forma de inducirla. Cada uno posee tiempos y
metodologias distintas; sin embargo, si se desea evaluar la capacidad de migracion
de una bacteria en particular, tanto la inoculacion palatina como el oral gavage son
estudios que permiten evaluar ese resultado. Se considera que la inoculacion
palatina seria lo mas cercano a una periodontitis, considerando el tiempo que
demora en generarse la resorcion 6sea, el infiltrado de linfocitos Th1 y Th17 en los
tejidos periodontales subyacentes a lalesion y el patrén de citoquinas secretadas y
cuantificadas a nivel local o sistémico (Garlet, 2010; Monasterio y cols, 2018a). Si
bien, la ligadura es el gold standard para inducir la periodontitis, existen animales
en los cuales la ligadura no es suficiente. Tal es el caso de los conejos, donde la
ligadura no genera disbiosis y es necesario inocular una bacteria en conjunto con la
aplicacion de la ligadura para poder inducir la disbiosis (Hasturk y cols, 2009;

Kantargi y cols, 2015).
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Recientes investigaciones en distintos modelos de ratones transgénicos
evaluaron el efecto de la periodontitis inducida mediante diferentes técnicas en el
deterioro cognitivo (Tabla N°1). En ratones ApoE '/ afectados de periodontitis se
detecto la presencia de P. gingivalis o sus gingipainas —principales moléculas a
cargo de la protedlisis asociada al metabolismo— en el cerebro y cerca a las
neuronas piramidales y vasos sanguineos del hipocampo (Poole y cols, 2015;
Shingarao y cols, 2017; Rokad y cols, 2017), observandose un aumento en los
niveles de estrés oxidativo en estructuras de la microvasculatura del hipocampo
(Rokad y cols, 2017). Ademas, en ratones transgénicos que sobre-expresan la
proteina precursora de amiloide (del inglés amyiloid precursor protein, APP) humana
mutada (hAPP-J20) infectados por via oral con P. gingivalis, se mostré un
incremento en los niveles del péptido amiloide B (AB)s« y AP42 en hipocampo vy
corteza (Ishiday cols, 2017). En otro estudio, tras la exposicion sistémica de ratones
a P. gingivalis se observé que la catepsina B (CatB) cumple un rol critico en el inicio
de la neuroinflamacidn y disfuncion neuronal. En efecto, en ratones C57BL/6 CatB
| expuestos a lipopolisacarido (LPS) de P. gingivalis diariamente durante 5
semanas consecutivas se detectdé un incremento en la expresion de CatB en las
microglias y neuronas (Wu y cols, 2017). En ratones CX3CR1*/GFP tras una micro-
inyeccion de P. gingivalis en la corteza somatosensorial se evaluo el efecto de las
gingipainas Arg-gingipaina (Rgp) y Lys-gingipaina (Kgp), en la activacion de las
microglias y se evidencié que contribuyen a la migraciéon celular y respuesta
inflamatoria mediante la secrecién de quimioquinas y mediadores pro-inflamatorios
(Liu y cols, 2017). Finalmente, en ratones a los cuales se inyectd A.
actinomycetemcomitans en el corazéon se demostréo que el RNA bacteriano logré
traspasar la barrera hematoencefalica (BHE) por medio de vesiculas de membrana
externa y observd que las cargas de RNA aumentaron la expresion del factor de
necrosis tumoral (del inglés tumor necrosis factor) TNF-a en el cerebro (Han y cols,
2019).

Resultados similares se observaron al evaluar el efecto de P. gingivalis en
modelos de periodontitis experimental en ratones wild-type (Tabla N°1). En ratones
C57BL/6Jde 4,8 0 12 meses de edad infectados con LPS purificado de P. gingivalis

o P. gingivalis ad integrum se detectaron mayores niveles de expresion de las
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citoquinas interleuquina (IL)-1B, IL-6, IL-8 y TNF-a en los tejidos cerebrales, la
presencia de gingipainas de P. gingivalis intra y perinuclear en microglias,
astrocitos, neuronas o mayores niveles de proteina Tau fosforilada (llievski y cols,
2018; Zhang y cols, 2018). En esta misma especie de ratones se evalud la
capacidad de las gingipainas RgpB y Kgp de P. gingivalis para inducir la produccién
y degradacién de AB o proteina asociada a microtubulos Tau y su efecto en células
cerebrales posterior a la administracion oral de P. gingivalis (Dominyy cols, 2019).
En estos animales se detectd un incremento en la produccién del péptido AR y de
la proteina Tau fosforilada en los cerebros de los ratones infectados con P. gingivalis
y se observd que la administracion oral de inhibidores de gingipainas bloquea la
neurodegeneracién inducida por gingipainas, disminuye la carga bacteriana de P.
gingivalis en el cerebro y disminuye significativamente la respuesta inflamatoria del
hospedero (Dominy y cols, 2019). Recientemente, nuestro grupo de investigacion
utilizé distintas cepas de P. gingivalis, virulentas y no virulentas, y evalud la
capacidad de éstas para producir periodontitis y deterioro cognitivo (Diaz-Zuhiga y
cols, 2020). En efecto, los serotipos K1 y K2 desarrollaron periodontitis, deterioro
cognitivo, neuroinflamacion y marcadores de EA en comparacion a las otras cepas.
Ademas, se logré demostrar que, independiente de su virulencia, todas las cepas

inoculadas fueron detectadas en el hipocampo.

De igual manera que las investigaciones mencionadas anteriormente
enfocadas en periodontitis experimental que detectan P. gingivalis o sus factores de
virulencia, otro estudio en un modelo de lesiéon endoddntica experimental confirmo
la presencia de bacterias orales en el cerebro. En efecto, en el modelo de mono-
infeccion pulpar con P. gingivalis, T. forsythia o T. denticola en ratones wild-type
afectados o no de inmunodeficiencia combinada severa (SCID) se detectd una alta
incidencia de abscesos orofaciales en ratones wild-type mono-infectados con T.
denticola en comparacion con las otras condiciones. Ademas, en distintos tejidos de
ambos grupos de ratones se detecto la presencia de DNA de T. denticola, indicando
que esta bacteria posee una alta patogenicidad y una capacidad para migrar a
organos distantes como el cerebro (Foschi y cols, 2006).
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Finalmente, al evaluar el efecto que las bacterias o sus factores de virulencia
inducen en cultivos de células cerebrales, distintos estudios han trabajado con P.
gingivalis. Al estimular cultivos enriquecidos en neuronas con LPS de P. gingivalis
se detectaron mayores niveles de produccion de AB4« Yy AB42 Yy, en cultivos de
microglias, un incremento en la produccién de IL-1B y TNF-a y de expresion de APP
y CatB (Ishida y cols, 2017;Wu y cols 2017).

6.3 Deteccion de bacterias orales en tejido cerebral humano

Diversos estudios se han encargado de identificar la presencia de factores de
virulencia o bacterias integras en el tejido cerebral post mortem, suero o liquido
cerebro-espinal (LCE) de pacientes afectados o no de EA y cuyos principales
hallazgos se resumen en latabla N°1. Brevemente, la presencia de P. gingivalis, T.
denticola, T. forsythia, Veillonella spp, Firmicutes spp y Actinobacterias spp se
cuantifico en distintos tejidos cerebrales, identificandose P. gingivalisy T. denticola
en el hipocampo, corteza cerebral, IV ventriculo o LCE y, las demas bacterias, en el
LCE de pacientes afectados o no de EA (Riviere y cols, 2002; Poole y cols, 2013;
Emery y cols, 2017; Dominy y cols, 2019; Siddiqui y cols, 2019). En este mismo
sentido, distintos estudios detectaron la presencia de anticuerpos anti-bacterias
periodontales en pacientes afectados de EA (Kamer y cols, 2009; Sparks y cols,
2012, Noble y cols, 2014). Ademas, en estudios observacionales demostraron la
presencia de anticuerpos contra A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, C. rectus,
T. denticola, F. nucleatum, T. forsythiay P. intermedia en suero o fluido crevicular
gingival (FCG) de pacientes afectados de EA con o sin periodontitis, demostrando
gue existe unincremento de estos anticuerpos cuando los pacientes se encuentran
afectados de EA y periodontitis (Kamer y cols, 2009; Sparks y cols, 2012; Noble y
cols, 2014; Laugisch y cols, 2018). Al analizar un estudio de casos y controles se
determind la presencia de T. denticola, T. forsythia, P. gingivalis, P. intermedia y A.
actinomycetemcomitans en FCG de pacientes con y sin EA. De estas bacterias, la
mayor carga de P. gingivalis se asocio con mayor deterioro cognitivo de pacientes
con EA (Leblhuber y cols, 2020). En efecto, en pacientes afectados de periodontitis
y EA el deterioro cognitivo fue 6 veces mayor al detectado en pacientes con EA 'y

sin periodontitis (Ide y cols, 2016).
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6.4 Concordancia entre revisores

Para definir si existié concordancia en el proceso de seleccion de los articulos,

se calculo el coeficiente Kappa de Cohen, el cual fue de « = 0,91 (Tabla N°2).

Tabla N° 2. Cdlculo de k de Cohen. Proporcién de acuerdo (Pra) = 0,99, acuerdo esperado (Pe) =
0,89; Acuerdo K = 0,91. Sin acuerdo: 0,0-0,20; leve acuerdo: 0,21-0,40; acuerdo equitativo: 0.41-
0.60; acuerdo moderado: 0,61-0,80; acuerdo sustancial: 0,81-1,00. El acuerdo K se calcul6 a partir
de 410 articulos para incluir 23 articulos con la aplicacion de los criterios de inclusion y exclusién.

Revisor 2 Total
Sl NO
Sl 20 1 21
Revisor
1
NO 2 387 389
Total 22 388

6.5 Analisis del riesgo de sesgo de los estudios

En la evaluacion del riesgo de sesgo, mediante la herramienta SYRCLE
(Tabla N°3), la mayoria de los dominios (N°1, 3, 5, 6, 7 y 8) se calificaron como
“Poco claro”. La mayoria de los estudios en el dominio N°1 se calificaron como “No”,
debido a que no se informaron los métodos de asignacion al azar durante la
secuencia de asignacion; sin embargo, en cuatro de los estudios se mencion6é que
se realiz6 algun método de asignacién al azar, pero no se aclaré cual fue utilizado
(Poole y cols, 2015; Singhrao y cols, 2017; Ding y cols, 2018; Zhang y cols, 2018);
en consecuencia, éstos se calificaron como “Si*”. En el dominio N°2 se marcaron
todos como “Si”, ya que los grupos fueron similares al inicio del estudio. El dominio
N°3 se marcd como “Poco claro” para todos los estudios debido a la ausencia total

de informes sobre la aleatorizacion al asignar animales a los grupos de
intervencion/control. El dominio N°4 se marcé como “Si” en todos los casos, debido
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a que es poco probable que los resultados se vean influenciados por no albergar a
los animales al azar. Los dominios N°5, N°6 y N°7 se referian al cegamiento durante
laintervencion o al evaluar el resultado del estudio, donde la mayoria de los estudios
no indicaron de manera clara que los investigadores estaban cegados sobre las
intervenciones, tampoco que eligieron un animal al azar ni que los evaluadores de
resultados estaban cegados, por lo que se marcaron como “Poco claro”. Por otro
lado, es poco probable que los datos de resultados faltantes (dominio N°8) de los
estudios influyan en los resultados finales, solo en un estudio el numero final de
animales utilizados cambid, ya que se sacrificé uno de los animales al finalizar la
intervencion, pero no se aclaro la causa (llievski y cols, 2018), asi, todos los estudios
se marcaron como “Poco claro”. Finalmente, el informe selectivo de resultados u
otras fuentes de sesgo, de manera general, se marcaron como “Si” (dominio N°9 y
N°10). En términos generales los estudios se marcaron mayoritariamente como

“Poco claro”.
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Posteriormente, para los estudios observacionales se utilizé la herramienta
de Newcastle-Ottawa, que evalua 9 aspectos. Cada estudio fue definido con una
alta, moderada o baja calidad con relacién al cumplimiento de cada seccién (Tabla
N°4). En la seccion de seleccidn, solo 3 estudios no tuvieron la puntuacién maxima
de 4 estrellas (Poole y cols, 2013; Ide y cols, 2016; Leblhuber y cols, 2020),
principalmente por no realizar una validaciéon independiente de los casos y no tener
grupos de control comunitarios. En la seccidon de comparacion, solo 3 estudios
tuvieron la puntuacién maxima de 2 estrellas (Sparks y cols, 2012; Noble y cols,
2014; Ide y cols, 2016) y un estudio tuvo 0 estrellas (Dominy y cols, 2019), ya que
no considerd la edad y/o sexo ni otros tres factores de riesgo. En la seccion de
exposicion, 5 estudios tuvieron el puntaje maximo de 3 estrellas (Kamer y cols,
2009; Sparks y cols, 2012; Noble y cols, 2014; Laugisch y cols, 2018). En resumen,
en la mas de la mitad de los estudios informaron de un investigador ciego que
registro los resultados de la investigacion (Kamer y cols, 2009; Sparks y cols, 2012;
Noble y cols, 2014; Ide y cols, 2016; Laugisch y cols, 2018; Leblhuber y cols, 2020)
y no se perdieron pacientes que pudieran afectar los resultados (Riviere y cols,
2002; Kamer y cols, 2009; Poole y cols, 2013; Noble y cols, 2014; Emery y cols,
2017; Laugisch y cols, 2018; Siddiqui y cols, 2019; Dominy y cols, 2019). Al sumar
la puntuacién de cada uno de los 11 estudios, se determiné que 4 poseen una
calidad alta (Kamer y cols, 2009; Noble y cols, 2014; Laugisch y cols, 2018), 6
poseen una calidad moderada (lde y cols, 2016; Sparks y cols, 2012; Poole y cols,
2013; Dominy y cols, 2019; Riviere y cols, 2002; Emeryy cols, 2017; Siddiquiy cols,
2019) y uno de ellos una calidad baja (Leblhuber y cols, 2020). En términos
generales la puntuacibn en la Escala Newcastle-Ottawa de los estudios

observacionales fue de calidad moderada.
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7. DISCUSION

7.1. Posible rol de las bacterias orales detectadas en el cerebro.

En la presente revision sistematica pudimos evidenciar que existen tanto
estudios experimentales como estudios descriptivos en humanos que demuestran
la presencia de bacterias orales en el cerebro de pacientes afectados o no de EA,
tales como T. denticola y P. gingivalis. En efecto, estudios experimentales
demuestran que P. gingivalis desencadena o se relaciona con eventos pro-
inflamatorios que podrian favorecer el desarrollo o progreso dela EA 'y, en algunos
de ellos, P. gingivalis se detecta en tejidos cerebrales, tales como corteza cerebral
o hipocampo (Foschi y cols, 2006; Kamer y cols, 2009; Poole y cols, 2015; Ishida y
cols, 2017; Liu y cols, 2017; Wu y cols, 2017; Singhrao y cols, 2017; Rokad y cols,
2017; llievski y cols, 2018; Zhang y cols, 2018; Ding y cols, 2018; Han y cols, 2019;
Dominy y cols, 2019; Diaz-Zufiga y cols, 2020). Por otra parte, los estudios en
humanos demuestran que bacterias orales como P. gingivalis o T. denticola se
detectan en el ganglio trigeminal, nucleo pontino del nervio trigémino, hipocampo,
corteza cerebral, IV ventriculo y LCE (Riviere y cols, 2002; Poole y cols, 2015).

Segun lo observado en los estudios publicados, es posible que la infeccidn
cronica por periodonto-patégenos pueda resultar en el desarrollo de una
neuropatologia consistente con la EA. En efecto, posterior a la infeccién con P.
gingivalis se ha evidenciado acumulacion de AB en el hipocampo y la corteza en
ratones transgénicos para APP (Ishida y cols, 2017). Una hipotesis que surge al
evaluar el incremento de AB en el hipocampo y la astrogliosis posterior a la
migracion de bacterias orales sugiere que el péptido AR cumpliria un rol
antimicrobiano (Kumar y cols, 2016; Spitzer y cols, 2016). Asi, los astrocitos
secretarian este péptido con el objetivo de encapsular a la bacteria e impedir su
difusion por el cerebro. Esta encapsulacion permitiria el reconocimiento por TLR4
de las microglias, que fagocitarian tanto al péptido Ap como a la bacteria, evitando
su acumulacién y los efectos no deseados. Sin embargo, en el caso de bacterias
con una mayor virulencia, el péptido de AB podria proteolizarse y cumplir otras
funciones. Tal es el caso de los serotipos mas virulentos de P. gingivalis que

secretan una mayor concentracion de RgpA y Kgp en comparacion con serotipos
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menos virulentos. Uno de los sustratos de estas enzimas son las proteinas con
arginina o lisina en su estructura primaria (Li y Collyer, 2011). En efecto, tanto el
péptido de AB como la proteina asociada a microtubulos Tau poseen en su
estructura primaria ambos aminoacidos (Dominy y cols, 2019). Una vez en el
cerebro, las microglias y los astrocitos reaccionan a la presencia de P. gingivalis
secretando mediadores pro-inflamatorios y péptido de AB, este ultimo encapsularia
a P. gingivalis, la cual utilizaria sus gingipainas para proteolizar AB, insolubilizar uno
de sus fragmentos y utilizar el otro como fuente de energia (Liuy cols, 2017; Dominy
y cols, 2019). De esta manera, las microglias no podrian eliminar el AR insoluble y
P. gingivalis se acumularia en el cerebro incrementando los mediadores pro-
inflamatorios, desencadenando eventos que podrian iniciar o afectar la progresion
de la EA.

Por otra parte, P. gingivalis puede incrementar los niveles de estrés oxidativo
en los vasos sanguineos del hipocampo, lo cual puede conducir a una pérdida de la
integridad funcional de la BHE debido a que el estado pro-inflamatorio podria inducir
la secrecion de metalo-proteinasas de matriz (del inglés matrix metalloproteinases,
MMP)-2 y MMP-9. Estas MMPs secretadas por las microglias degradan a la agrina,
distroglicano y lamininas que conforman la lamina basal a la cual se anclan los
astrocitos para conformar la unidad neurovascular. En condiciones inflamatorias,
existe evidencia de que ante la infecciéon por E. coli, las microglias secretan
mediadores inflamatorios, MMPs vy, en particular, CCL5 (Carson y cols, 2014). En
efecto, la disrupcién de la BHE y la mayor concentracion de CCLS permitiria que
macroéfagos circulantes puedan migrar y apoyar a las microglias en la fagocitosis de
los antigenos que estaninduciendo esa respuesta inflamatoria. De manera similar,
P. gingivalis podria inducir la secrecion de mayores niveles de MMP-2 y MMP-9. En
un modelo de periodontitis experimental en ratas inducida por la inoculacion palatina
del serotipo K1 de P. gingivalis, luego de 55 dias post-infeccion, se cuantificaron los
niveles de MMP-2 y MMP-9 producidos en el hipocampo (Figura N°2). Niveles
significativamente mayores de ambas MMPs se detectaron en las ratas que habian
sido inoculadas con el serotipo K1 en comparacién con las ratas sham. (Datos no
publicados aun). Contrariamente, la evidencia sugiere que para que la BHE pierda

su integridad, la presencia de MMP-2y MMP-9 debe estar auna razén de 1:10y en
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condiciones inflamatorias, dada por un incremento de IL-1[3, IL-17, TNF-a e IFN-y
(Song y cols, 2015).

MMP2 MMP9

3 * 270,0 *

202,5

135,0

ng/mL
pg/mL

67,5

Sham K1 %0 " Sham K1

Fgura N°2. Cuantificacion de MMPs en hipocampos de ratas afectadas de periodontitis
experimental. En ratas afectadas de periodontitis experimental inducida por K1 (4 ratas) o sham (4
ratas) se cuantificaron los niveles producidos de MMP2 y MMP9 mediante ELISA. MMP: metalo-
proteinasas de matriz, ng: nanogramo, pg: picogramo. *p<0,05. Fuente: Datos no publicados aun.

Estudios recientes sugieren que para que la permeabilidad de la BHE suceda,
la concentracion de los mediadores descritos anteriormente debe estar sobre los
150 ng/mL (Song y cols, 2015). Actualmente, ningun estudio de los citados en la
tabla N°1 midié todos los mediadores y MMPs para determinar si P. gingivalis induce
una respuesta cerebral que permita la disrupcién de la BHE, o bien, si P. gingivalis
migra al cerebro debido a que la inflamacién producida a nivel periodontal o sérico
produce la disrupcion de la BHE. En conjunto, los datos no permiten establecer que
las bacterias orales puedan ingresar al cerebro por la BHE, ni que las bacterias
puedan inducir la disrupcion de esta. Asi, este vacio de conocimiento debe ser
estudiado para poder comprender de una mejor manera el potencial efecto que
bacterias periodontales virulentas puedan generar en el hospedero. Esto es
relevante ya que, al existir susceptibilidad microbiolégica para desarrollar la
periodontitis por ciertas bacterias, éstas mismas podrian generar susceptibilidad en
el hospedero para originar los eventos neuroinflamatorios.

Aunque la mayoria de los estudios en animales se centraron en evaluar el rol
de P. gingivalis en la EA, también se encontraron estudios que analizaron otras
bacterias orales como A. actinomycetemcomitans y T. denticola. Con relacion a A.

actinomycetemcomitans, un estudio in vivo demostré que mediante las vesiculas
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extracelulares secretadas por este periodontopatdgeno, microRNAs pueden difundir
por laBHE y promover la neuroinflamacion a través de la secrecién de TNF-a (Han
y cols, 2019). Por otra parte, en un modelo experimental de lesion apical se observo
que T. denticola pudo migrar a érganos distantes como el cerebro (Foschi y cols,
2006). Si bien estos estudios demuestran que A. actinomycetemcomitans y T.
denticola son capaces de producir neuroinflamacion, se necesitan mas
investigaciones que evaluen si la periodontitis experimental inducida por ellos
genera eventos cerebrales similares a los inducidos por P. gingivalis reportados en
la literatura.

Cuando se evalud la presencia de las distintas bacterias en el LCE, en ningun
estudio experimental ni en muestras humanas se logro detectar bacterias vivas. En
este sentido, la deteccion de la bacteria se realizé por cuantificacion absoluta, por
deteccién de LPS o algun otro factor de virulencia, lo que no implica necesariamente
que la bacteria esté viva (Riviere y cols, 2002; Poole y cols, 2013; Dominy y cols,
2019; Diaz-Zuiniga y cols, 2020). Curiosamente, estos antigenos bacterianos se
detectaron tanto en modelos o en pacientes con EA como en aquellos no afectados
de EA. Tal es el caso de P. gingivalis, que en ambos tipos de estudios pudo ser
detectada en el cerebro de pacientes o animales no afectados de neuroinflamacion,
lo que sugiere que las bacterias podrian migrar al cerebro aun en ausencia de
periodontitis o EA (Dominy y cols, 2019; Diaz-Zufiga y cols, 2020). Ademas, la
deteccion de las gingipainas RgpA y Kgp de P. gingivalis en los hipocampos de
sujetos que fallecieron con o sin EA demostré que, independiente de si estaban o
no afectados de EA, se detecta la presencia de estos factores de virulencia (Dominy
y cols, 2019). Esto nos demuestra que podria existir una migracion constante de
bacterias orales al cerebro y, dependiendo de su virulencia, podrian afectar o no a
las células cerebrales induciendo neuroinflamacién o agravando un proceso
neuroinflamatorio existente. La deteccion de estos factores de virulencia podria
explicarse por las bacteremias transitorias que al cepillarse, hablar y masticar
pueden inducir en distintos momentos del dia. Este resultado indica que
posiblemente los patégenos periodontales tienen mayor facilidad de migracién en
pacientes con EAy la migracion de bacterias seria un evento temprano que puede

explicar la patologia presentada en individuos de mediana edad antes del deterioro
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cognitivo (Dominy y cols, 2019). Mas aun, la presencia de antigenos bacterianos en
el LCE sugiere que existiria una depuracion activa desde el hipocampo hacia el
LCE, donde todos los desechos metabdlicos son drenados por la circulacion
glinfatica (neurona-astrocito-microglia) desde el cerebro hacia el LCE para evitar
efectos no deseados (Nedergaardy Goldman, 2020). De esta manera, la deteccion
de estos antigenos en el LCE es una clara evidencia de la presencia de bacterias
orales en el cerebro. Sin embargo, ningun estudio en humanos ha identificado otra
bacteria distinta a P. gingivalis, ni tampoco han logrado serotipificarla. Ademas, en
muestras post mortem, existe un alto porcentaje de tejidos cerebrales con y sin EA
que presentan LPS universal, sugiriendo que bacterias periodontales pueden migrar
al tejido cerebral. Solo ciertos géneros bacterianos periodontales se aislaron
exclusivamente en tejido cerebral con EA tales como Actinomycetales spp y
Bacteroides spp (especies Treponema 'y Veillonella) (Siddiqui y cols, 2019). Otro
estudio similar, también indico que en cerebros con y sin EA se encontraron
especies bacterianas, siendo la carga bacteriana mayor en el tejido cerebral con
EA, observandose especies bacterianas asociadas a piel, periodonto y via aérea,
tales como Firmicutes spp y Actinobacterias spp. Si bien no se detectaron
patégenos claves para el inicio y progreso de periodontitis, no se puede descartar
que estas especies estuvieran presentes, ya que podrian haber estado en areas no
muestreadas de tejido cerebral (Emery y cols, 2017). En términos generales, las
bacterias orales pueden ingresar al cerebroy estimular una respuesta inmune local.

Al evaluar la presencia de anticuerpos contra bacterias orales, diversos
estudios han detectado la presencia de anticuerpos contra patégenos periodontales
tanto en EA como en otros tipos de demencia (Laugisch y cols, 2018). En este
contexto, anticuerpos contra A. actihomycetemcomitans, P. gingivalis,
Campylobacter rectus, T. denticola, F. nucleatum , T. forsythia y P. intermedia se
midieron a nivel sérico de pacientes afectados de EA, detectandose un incremento
en comparacién con sujetos sanos (Kamer y cols, 2009; Sparks y cols, 2012; Noble
y cols, 2014).

Recientes estudios han analizado una posible asociacion entre los patdogenos
periodontales y una reduccion en la cognicion. En efecto, la periodontitis se asocia

con un aumento de seis veces la tasa de deterioro cognitivo en pacientes con EA,
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ademas de un aumento relativo en el estado pro-inflamatorio (Ide y cols, 2016). Al
evaluar la deteccion de P. gingivalis en FCG para determinar la presencia de
periodonto-patogenos tanto en pacientes cony sin EA, la presencia de P. gingivalis
se asocié con un mayor deterioro cognitivo en pacientes con EA y con bajas
concentraciones seéricas del biomarcador neopterina y kinurenina —dos
biomarcadores diagnosticos de EA— en pacientes con EA (Leblhuber y cols, 2020).
Frente a estos datos se puede sugerir que el tratamiento de la periodontitis en
pacientes afectados de EA podria disminuir su progresion, lo que respalda la
necesidad de la realizacion de estudios para demostrar que la hipotesis infecciosa
de la neuroinflamacion es real y, al menos en parte, la periodontitis constituye un
factor de riesgo microbiologico.

En términos generales, los resultados indican que existe una asociacion
microbiolégica entre la periodontitis y la EA, sin embargo, no son suficientes para
establecer una relacion de causalidad. La infeccion con patdégenos periodontales en
animales se relacion6 con el desarrollo de caracteristicas neuropatologicas de la EA
y en humanos con EA se detectaron dichas bacterias en LCE, FGC, suero y tejido
cerebral, relacionandose con altos niveles de anticuerpos contra patégenos
periodontales, aumento de IgG, de citoquinas pro-inflamatorias y deterioro cognitivo
en comparacién con pacientes con EA sin periodontitis o controles sanos. Es
importante considerar que también se encontraron bacterias orales a nivel cerebral
en animales con y sin periodontitis experimental y se identificaron patégenos
periodontales en tejido cerebral, suero, FGC o LCE de pacientes sin EA y en otros
tipos de demencia, aunque generalmente en menor cantidad que en EA. Los
estudios tanto en animales como en humanos sobre la periodontitis y la EA son un
gran aporte en el camino a comprender la etiologia de la EA y sus factores de riesgo.
En la actualidad, no existe un tratamiento o cura eficaz ni hay consenso sobre la
etiologia de la EA, por lo que es fundamental su estudio para el desarrollo de
estrategias de intervencion y para el tratamiento de esta enfermedad. Un mayor
progreso en los estudios sobre larelacion entre la periodontitis y las enfermedades
cognitivas podria marcar el comienzo de nuevos cambios en el tratamiento y la
prevencion de los trastornos cognitivos. En conjunto, estos datos hacen suponer

que existen otros factores involucrados, ya sea ambientales o genéticos, que hacen
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mas susceptible a un cierto grupo a desarrollar o acelerar el progreso de la EA por

medio de una infeccidon con bacterias orales.

7.2. Vias de migracion bacterianas.

Segun los hallazgos de los estudios en animales y humanos mencionados
anteriormente, distintas hipotesis se proponen para explicar las vias mediante las
cuales estas bacterias podrian migrar hacia el cerebro: sanguinea, nerviosa o
linfatica. En la literatura generalmente se consideran las dos primeras vias donde
se postula que las bacterias, sus factores de virulencia o las citoquinas pro-
inflamatorias difunden desde el periodonto hacia la circulacion sanguinea periférica
o hacia las terminales del nervio trigémino. Con una menor plausibilidad biologica
se propone la via linfatica, debido a que su flujo es en direccién al corazény opuesta
al cerebro y esta compuesto por moléculas y células que afectaran la viabilidad
bacteriana (Abbayya y cols, 2015). Sin embargo, se ha descrito recientemente la
existencia del sistema glifatico, que es un sistema de transporte de LCE muy
organizado que comparte varias funciones clave, incluida la exportacion del exceso
de liquido intersticial y proteinas, con los vasos linfaticos de los tejidos periféricos
(liff y cols, 2012; Nedergaard y Goldman, 2020). Este sistema permitiria el ingreso
de bacterias desde el LCE hacia el neuropilo, que corresponde a una region
comprendida entre varios cuerpos celulares o somas de neuronas de la sustancia
gris del encéfalo y la médula espinal (Nedergaard y Goldman, 2020).

La cavidad oral es una de las principales vias de ingreso de microorganismos,
especialmente bacterias (Loesche y Lopatin, 1998; Li y cols, 2000). En particular,
algunos estudios han detectado la presencia de P. gingivalis en la circulacion
periférica posterior al cepillado de dientes, uso de hilo dental o masticar un alimento,
en sujetos con o sin periodontitis, provocando bacteremia transitoria (Liy cols, 2000;
Loos, 2005; Forner y cols, 2006). Este evento permite que P. gingivalis pueda migrar
y establecerse en otros tejidos u 6rganos, tales como la capa intima de las arterias
coronarias, el higado, el tejido adiposo o la placenta (Mahendra y cols, 2009; Katz
y cols, 2009; Ishikawa y cols, 2013). En efecto, un estudio reciente demostré que el
100% de los pacientes con enfermedad cardiovascular tenian la capa intima de sus

arterias coronarias colonizadas por P. gingivalis (Mougeot y cols, 2017).
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Una vez en la circulacidon sanguinea, las bacterias pueden inducir una
respuesta de fase aguda caracterizada por un aumento en el recuento de linfocitos
y la liberacién de citoquinas pro-inflamatorias, las cuales podrian ingresar o influir
en el funcionamiento del cerebro (Wu y cols, 2017; llievski y cols, 2018; Zhang y
cols, 2018; Ding y cols, 2018). Aunque la BHE generalmente impide el ingreso de
sustancias al cerebro, moléculas como las citoquinas pueden ingresar por medio de
capilares de los 6rganos circumventriculares, usando transportadores especificos
de citoquinas, incrementando la permeabilidad de la BHE o mediante
transportadores de las células endoteliales del cerebro (Pan y Kastin, 1999; Banks
y cols 2002; Perry, 2004). En pacientes afectados de EA, la permeabilidad de la
BHE se encuentra alterada y tanto los mediadores pro-inflamatorios generados en
el cerebro pueden salir, como los producidos en otros tejidos pueden ingresar. De
esta manera, no resulta extrafio que pacientes con EA y co-morbilidades tengan
una mayor progresion de la enfermedad. Asi, tampoco resulta extrafio detectar
bacterias, hongos o virus en el cerebro de pacientes con EA considerando que la
BHE no esta cumpliendo su rol protector. A pesar que esta ruptura de la BHE en
pacientes afectados de EA carezca aun de una explicacion bioldgica, ésta termina
transformandose en un riesgo para una mayor progresion de la enfermedad.

Al analizar si P. gingivalis puede ingresar al cerebro de personas que no estén
afectadas de EA, los estudios experimentales y algunos estudios descriptivos han
demostrado que puede ser posible (Tabla N°5). Las bacteremias producidas por P.
gingivalis a lo largo de la vida de la persona podrian generar la formacién de
ateromas. P. gingivalis secreta gingipainas que son capaces de proteolizar
receptores CD14 de células inmunes, colageno tipo | y IV, fibrina, hemoglobina,
lamininas, entre muchas proteinas de la matriz (Cardozo y cols, 2015). En efecto,
P. gingivalis puede ingresar a la capa intima de las arterias y colonizarlas mediante
la accién directa de las gingipainas (Imamura, 2003). Una vez en la arteria, las
células endoteliales responden secretando mediadores pro-inflamatorios que
permitiran la migracién e ingreso de macrofagos al sitio afectado mediante la
secrecion de MMP-2 y MMP-9 (Sorsa y cols, 2004; Zhou y Windsor, 2006). De esta
manera, el ingreso de P. gingivalis y la respuesta pro-inflamatoria inducida ante ella

puede generar una respuesta inmuno-inflamatoria que afecte a los astrocitos de la



36

unidad neurovascular, induciendo su desacople y con ello, la ruptura de la BHE
secundaria a la aterogénesis (Singhrao y cols, 2017; Rokad y cols, 2017).
Recientemente se demostré que el LPS bacteriano puede ingresar al cerebro unido
a lipoproteinas como mecanismo de transporte o mediante sus vesiculas de
membrana extracelular (Jaegery cols, 2009; Vargas-Caraveoy cols, 2017; Vutukuri
y cols, 2018). En efecto, el DNA de P. gingivalis o A. actinomycetemcomitans podria
ingresar al cerebro mediante vesiculas de membrana extracelular (Han y cols,
2019). En un estudio se observo que las vesiculas de membrana extracelular de A.
actinomycetemcomitans pueden ser captadas por macrofagos, lo que activa la
expresion de TNF-a mediante la via de senalizacion TLR-8/NF-kB. Los microRNAs
presentes en las vesiculas de membrana extracelular pueden unirse al Complejo
silenciador inducido por RNA (CISR) del hospedero. También pueden difundir por
la BHE, lo que permite que el DNA de las vesiculas de membrana extracelular
promuevan la neuroinflamacion mediante la activacion de TNF-a (Han y cols, 2019)
(Figura N°3).
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Tabla N°5. Anadlisis P.1.C.O. de los estudios relacionados con posibles vias de diseminacion

de bacterias orales hacia el cerebro. A partir del analisis de la literatura seleccionada en esta

seccién se resumen los principales hallazgos que se relacionan con la deteccion de bacterias orales

en vasos sanguineos del hipocampo, tejido cerebral y ganglios del trigémino. No se encontrd

evidencia que respalde la posible migracion de bacterias orales por via linfatica. ApoE:

Apoliporpoteina E, SCID: ratones afectados de Inmunodeficiencia combinada severa, EA:

Enfermedad de Alzheimer, BHE: Barrera hematoencefalica.

Referencia Poblacién Intervencién Comparacion Resultados
Ratones macho Deteccidon intracerebral
Singhrao y | ApoE-/- Administracion Ratones macho de P. gingivalis y de
cols, 2017 | infectados con °Ta'. i de P. ApoE-/- control. gingipainas — en vasosl
P. gingivalis gingivalis. sanguineos de
-9 : hipocampo.
Microvasculatura del
hipocampo de ratones
Ratones macho Administracion ApoE-/- infectados posee
Rokad y| ApoE-/- oral de p Ratones macho | niveles elevados de
cols, 2017| Infectados con ingivalis ‘| ApoE-/- control. | estrés oxidativo, lo que
P. gingivalis. ging ' produce pérdida de
integridad funcional de la
BHE.
Ratones macho
C57BL, de 6 . . ARN de A.
Inyeccion cardiaca| Ratones macho : .
Han y cols semanas de de Al c57BL de 6 actmomyycetemcom/tal_v
| edad infectados ) ’ s cruza BHE por medio
2019 n A actinomycetemco | semanas de edad d vesicul
con ‘| mitans. sin infeccion. N esiculas
actinomycetemc extracelulares.
omitans.
Tejido cerebral Se detectd Treponema
Riviere y| de pacientes| Deteccion de| Tejido cerebralde ?ral, en ga?gtljlos Qel
cols, 2002 | afectados de| Treponema oral. pacientes sin EA. rgemino, protuberancia,
EA corteza cerebral e
) hipocampo.
Ratones SCID y| Infeccion Se c_ietectc’) DNA de T.
. . . | denticola en el bazo, el
Foschi _vyﬂd—type mtraganal de T. _Raton.e:s SN | - orazen y el cerebro de
cols. 2006 jovenes denticola, P.| infeccion ratones inMUNo-
’ infectados con| gingivalis y T.| bacteriana. deficient I b
bacterias orales. | forsythia. encientes y en el bazo
de ratones wild-type.
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Figura N°3. Modelo del mecanismo de accion del RNAs de Aa dentro de VME en macrofagos
y el cerebro. VME con microRNAs de A. actinomycetemcomitans pueden ser captados por
macrofagos y traspasar la BHE. VME: Vesicula de membrana externa, CISR: Complejo silenciador
inducido por RNA, BHE: Barrera Hematoencefalica. Fuente: Han y cols (2019).

Con relacion a la migracién por la via nerviosa de bacterias orales hacia el
cerebro, existen antecedentes de espiroquetas no orales como B. burgdorferi o T.
pallidum que se identificaron en los axones de los nervios periféricos y dentro del
cerebro de animales experimentales (Sell y Salman, 1992; Cadavid y cols, 2000;
Miklossy y cols, 2006). Aunque existe escasa evidencia publicada de que las
espiroquetas orales puedan invadir los tejidos nerviosos, T. denticola se detect6 en
el nucleo pontino del nervio trigémino e hipocampo tanto de sujetos que fallecieron
por EA como en ratones afectados de lesiones endoddnticas (Rupf y cols 2000;
Riviere y cols, 2002; Foshi y cols, 2006). Estos hallazgos plantean la posibilidad de
que T. denticola ingresa al cerebro utilizando las terminaciones periféricas del nervio
trigémino. Aunque el punto de origen no puede determinarse a partir de estos
estudios, los resultados sugieren que la mayoria de las Treponema spp. tienen la
capacidad de invadir el sistema nervioso central y periférico. Ademas, en modelos
experimentales se describe que bacterias que generan disbiosis respiratoria pueden
migrar al cerebro mediante el bulbo olfatorio (Sundary cols, 2020). Las células de
la vaina olfativa son una prolongacion externa del SNC considerandose parte de él.
En efecto, las células de la vaina olfativa fagocitarian a las bacterias o virus, los que

podrian migrar hacia el interior del cerebro debido a la gradiente de concentracion
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de TNF-a (Leung y cols, 2008). Es asi que algunos estudios han detectado la
presencia de depdsitos de AB y proteina Tau hiperfosforilada en el bulbo olfatorio,
sugiriendo que bacterias respiratorias podrian iniciar los eventos neuroinflamatorios
que finalicen en EA (Christen-Zaech y cols, 2003; Wesson y cols, 2010). No
obstante, la evidencia sugiere que T. denticola puede migrar al cerebro mediante el
nervio trigémino, aunque no existen estudios que demuestren esta via de migracion
de T. denticola u otras bacterias orales.

Con relacion a la vialinfatica es escasa la evidencia que permita considerarla
como una via de diseminacion de bacterias orales hacia el cerebro. Esta hipotesis
surge como una alternativa al detectar la presencia de Treponema oral en el IV
ventriculo cerebral y en el LCE (Riviere y cols, 2002). Anatémicamente, la cavidad
oral y el cerebro se encontrarian comunicados mediante el sistema linfatico, en
particular, el IV ventriculo y los linfonodos de la cavidad oral drenan al linfonodo
cervical profundo medio. La pérdida de dientes y la posterior disminuciéon de la
eficiencia masticatoria afectaria el retorno venoso y linfatico pudiendo facilitar el
ingreso de bacterias a la circulacién linfatica (Nisizaki, 2013; Nedergaard y
Goldman, 2020). De esta manera, se acumularia una mayor concentracion de
mediadores pro-inflamatorios, bacterias y péptidos de AR (Arbel-Ornath y cols,
2013; Hawkes y cols, 2011). También se describe que el envejecimiento conduce a
una disfuncion progresiva de los vasos linfaticos en los tejidos periféricos, asi, en
ratones viejos se mostré una mayor disminucion en el diametroy la cobertura de los
vasos linfaticos meningeos en comparacion con los jovenes (Nagai y cols, 2011;
Louveau y cols, 2017; Da Mesquita y cols, 2018; Farber y cols, 2018). Si bien, no
es clara la migracion de bacterias desde la cavidad oral hacia el cerebro por via
linfatica, la disminucién en el flujo de drenaje podria favorecer la permanencia
cronica de patogenos a nivel cerebral junto a depodsitos AP.
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7.3. Neurobioma: colonizacion transitoria o persistente.

Normalmente, las bacterias o sus factores de virulencia pueden ser
reconocidos por distintos receptores de superficie de las células inmunes. Asi, tanto
el LPS como la capsula de las bacterias Gram-negativas pueden ser reconocidas
por los receptores TLR2, TLR4 o CD14 (Elson y cols, 2007; Diaz-Zufiga y cols,
2015). En el cerebro, las microglias y los astrocitos expresan en su superficie los
mismos receptores y poseen la capacidad para responder ante los antigenos
bacterianos. Curiosamente, los péptidos de AP inducen una respuesta pro-
inflamatoria en estas células mediante la estimulacion de TLR4 (Minagar y cols,
2002; Miyake, 2003). Inicialmente, las microglias se activan y secretan mayores
niveles de IL-1B3, IL-6 y TNF-q, las que son reconocidas por los astrocitos que
responden activando una serie de segundos mensajeros que terminaran en la
produccion de APP y BACE (Takeuchi y Akira, 2001; Takeuchi, 2010; Wu y cols,
2017; llievski y cols, 2018; Zhang y cols, 2018; Ding y cols, 2018) (Figura N°4). Una
citoquina importante en este proceso es IL-17, que en conjunto con las citoquinas
mencionadas, induce en las microglias la secrecion de MMP-2 y MMP-9. En estas
condiciones pro-inflamatorias, IL-17 induce en el astrocito la produccién de AB y las
MMPs, laruptura de la BHE y de esa manera se perpetua el ciclo injurioso (Carson
y cols, 2007).
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Figura N°4. Microglia y Astrocito reactivo. En la inmuno-fluorscencia se muestra una microglia
activada posterior a la inyeccion intracerebral de LPS bacteriano. El esquema gréfica un astrocito
reactivo respondiendo ante la presencia de mediadores pro-inflamatorios. IL: Interleuquina, TNF:
Factor de Necrosis Tumoral, BACE: B-secretasa, APP: proteina precursora de amiloide, iNOS: Oxido

nitrico sintasa inducida. Fuente: Carsony cols (2007).

De forma similar a como sucede con los péptidos de AR, las bacterias podrian
generar los mismos eventos moleculares en las células cerebrales. EI LPS
bacteriano se asocia con la proteina de unién a LPS (del inglés LPS binding protein,
LPB), y este complejo es reconocido por el receptor CD14 y TLR4/MD-2 presente
en las microglias (Minagar y cols, 2002; Miyake, 2003). Las microglias se activan y
secretan las citoquinas pro-inflamatorias con el objetivo de eliminar al agente
infeccioso. Durante este proceso, las microglias secretan IL-17, lo que estimula al
astrocito reactivo a que produzca AB. Se ha propuesto que el péptido AR podria
actuar como un péptido antimicrobiano, enucleando al microorganismo infectante y
facilitando su reconocimiento y posterior fagocitosis (Kumary cols, 2016; Bourgade
y cols, 2016; Gosztyla y cols, 2018; Eimer y cols, 2018). Sin embargo, tal como fue
mencionado anteriormente, P. gingivalis es una bacteria que secreta gingipainas,
las que demostraron ser capaces de degradar AB e insolubilizarlo (Dominy y cols,
2019). En efecto, una vez en el cerebro, P. gingivalis podria ser rodeada de péptido

de AB, utilizandolo como matriz para adherirse y como fuente de nutrientes para su
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metabolismo. Luego, la Apolipoproteina E —principal transportador lipidico a cargo
del clearance del cerebro— rodea este complejo de péptido Ap-bacteria para
facilitar su fagocitosis microglial, pero al encontrarse degradado o insolubilizado se
acumula alrededor de la bacteria (Luo y cols, 2010; Sochockay cols, 2017; Pritchard
y cols, 2017; Lopresti y cols, 2020; Gillet y cols, 2020). Recientemente, a partir de
muestras de cerebros de pacientes que fallecieron o no con EA se identificé que en
el nucleo de las placas seniles existian distintos micro-organismos, o que sugiere
que bacterias pueden migrar a lo largo de toda la vida del individuo, colonizar y
establecer una microbiota caracterizada por un alto contenido localizado de péptido
de AB y no desencadenar EA (Pisa y cols, 2017). Surge entonces la hipotesis
infecciosa de la neuroinflamacién y de la susceptibilidad microbiolégica de la EA
(Ashraf y cols, 2019). Nuestro grupo de investigacion logré demostrar mediante
gPCR e inmunofluorescencia que en un modelo de periodontitis experimental, tanto
los serotipos patogénicos como no patogénicos de P. gingivalis pueden migrar al
cerebro e inducir distintas respuestas inmunes, algunas que generan deterioro
cognitivo y otras que no (Diaz-Zufiga y cols, 2020). Finalmente, la colonizacion
cerebral de microorganismos en el cerebro ha recibido el nombre de neurobioma;
sin embargo, aun quedan preguntas por resolver mediante modelos experimentales
(Figura N°5).

En términos generales, existe evidencia que sustenta la presencia no solo de
bacterias orales, sino también, de virus, bacterias respiratorias o intestinales y
hongos en el cerebro. Asi, las bacterias orales podrian ser detectadas en el cerebro
en distintas etapas o condiciones de la vida del hospedero vy, su efecto benéfico o
patogénico, dependera de su virulencia y de la susceptibilidad del hospedero para
desarrollar una respuesta inmune ante éstas. Por lo tanto, la presente revision logra
demostrar la importancia del eje cavidad oral/cerebro y que se debe considerar el

efecto de bacterias orales en el inicio o progresion de la EA.
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Figura N°5. Neurobioma: relacion entre la enfermedad periodontal y la EA. Las bacterias
periodontales pueden promover la secrecidon de interleucinas como IL-1, IL-6, IL17 y TNF-a. Es
posible que la secreciéon de citocinas implique una infecciéon e inflamacién sistémica que modifique
el entorno cerebral protegido, provocando la activacion de la microglia y neuroinflamacion. EA:
Enfermedad de alzheimer, BHE: Barrera hematoencefalica, LPS: Lipopolisacarido. Fuente:
Elaboracién propia.

7.4. Heterogeneidad de los estudios.

Los estudios analizados en esta revision sistematica de tipo cualitativa se
caracterizaron por ser heterogéneos, por lo tanto, no se realizé analisis estadistico
a los datos.

En los estudios experimentales en animales, la heterogeneidad metodolégica
se relacioné con los diferentes tipos de experimentos, la forma de inducir
periodontitis, el tiempo y la duracion de las infecciones, ademas del tipo de cepa
bacteriana utilizada. En relacién a la induccion de la periodontitis, los autores
mencionaron que fue realizada, por administracion oral (Poole y cols, 2015;
Singhrao y cols, 2017; Ishida y cols, 2017; Rokad y cols, 2017; llievski y cols, 2018;
Dominy y cols, 2019), sonda oral (Ding y cols, 2018), inyeccién en corteza
somatosensorial (Lui y cols, 2017), inyeccion intravenosa (Wu y cols, 2017),

inyeccion intraperitoneal (Zhangy cols, 2018), inyeccion cardiaca (Han y cols, 2019)
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o inoculacion palatina (Diaz-Zuniga y cols, 2020); sin embargo, no especificaron
mayor informacion. Ademas, cabe mencionar que en un estudio no se realizo
induccién de periodontitis, si no que una lesion periapical; dicho estudio fue
incorporado a la revisidon sistematica, ya que analiza periodonto-patégenos y su
migracion a nivel cerebral (Foschi y cols, 2006). En cuanto al tiempo informado de
recoleccion de muestras después de la infeccion también se encontraron diferencias
y el tipo de cepa bacteriana utilizada fue diversa en los estudios: los patdégenos
mencionados fueron los siguientes P. gingivalis, T. denticola, T. forsythia,
Fusobacterium spp y A. actinomycetemcomitans.

Ademas, solo algunos estudios informaron explicitamente las estimaciones del
tamafio de los efectos de la infeccidn bacteriana con medidas de variabilidad, como
la desviacion estandar (Foschiy cols, 2006; Ishida y cols, 2017; Rokad y cols, 2017;
Han y cols, 2019; Diaz-Zufigay cols, 2020) o error estandar de la media (Wu'y cols,
2017; Ding y cols, 2018; Zhang y cols, 2018) y los valores de p-value se informaron
con frecuencia. Es importante mencionar que al no informarse estimaciones en
algunos estudios, el significado exacto de los valores p-value podria
malinterpretarse facilmente con respecto a lo que realmente significa.

En los estudios observacionales la heterogeneidad metodolégica se basé en
las caracteristicas de la poblacion de la investigacion, las muestras evaluadas de
los pacientes que podian corresponder a tejido cerebral post-mortem, suero, FGC
o LCE, las diferentes cepas bacterianas o sus factores de virulencia (LPS y
gingipainas) estudiadas y las diferentes herramientas o pruebas para evaluar nivel
cognitivo. Enrelacion alas caracteristicas de la poblacién, entodos los estudios los
pacientes presentaban EA y los controles generalmente eran sanos o presentaban
otros tipos de demencia (Laugisch y cols, 2018), sin embargo, el rango de edad de
los pacientes seleccionados fue diferente en cada estudio. También en algunos
estudios se evaluo el estado periodontal de los pacientes, utilizando diferentes
criterios tales como los proporcionados por el centro para el control de
enfermedades y la academia americana de periodoncia (CDC/AAP) (Eke y cols,
2012) o por la actual clasificacion y definicién de caso de periodontitis de Tonetti y
cols (2018). En cuanto a las muestras, 5 estudios se basaron en el andlisis de tejido

cerebral post-mortem (Riviere y cols, 2002; Poole y cols, 2013; Emery y cols, 2017;



45

Dominy y cols, 2019; Siddiqui y cols; 2019) y los demas en suero, FGC, LCE o
plasma (Kamer y cols, 2009; Sparks y cols, 2012; Noble y cols, 2014; Ide y cols,
2016; Laugisch y cols, 2018; Leblhuber y cols, 2020). En relacion a la evaluacion
cognitiva de los pacientes, ésta se realiz6 mediante diferentes métodos en los
estudios, tales como: un mini examen del estado mental (MMSE), una prueba de
dibujo del reloj (CDT) o una escala de evaluacion cognitiva de la EA (ADAS-cog),
herramientas que miden distintas formas de deterioro cognitivo y no son

conducentes al diagndstico de EA per se.

7.5. Analisis del riesgo de sesgo

La evaluacion del riesgo de sesgo de los estudios in vivo en animales se
calificé generalmente como "Poco claro", debido a la falta o ausencia de
informacion. Por ejemplo, en los dominios n° 1 y 3 de la herramienta SYRCLE, en
ningun estudio se menciond explicitamente algun método de asignacién al azar y
no se describié a ninguna persona a cargo de la asignacion aleatoria de animales a
los grupos de intervencién. La mayoria de las calificaciones de "Poco claro" estaban
relacionadas con los items del SYRCLE que evaluaban la aleatorizacién antes de
laintervencion o durante la evaluacién de resultados. Estos hallazgos reconocen un
importante "sesgo de informacién". Cabe mencionar que varias pautas para
estudios con animales, como SYRCLE, consignhan qué factores podrian influiren los
resultados. Tanto el estrés producido por la exposicion a laluz dentro de las jaulas
como un aumento de la temperatura, serian capaces de generar cambios en el
metabolismo o farmacodinamia en los animales (Hooijmans y cols, 2014). Por lo
tanto, se debe prestar atencidn especial a las instalaciones de alojamiento de
animales, la manipulacion del personal y los protocolos de aleatorizacion, que
podrian ayudar a evitar sesgos en los estudios.

La evaluacion del riesgo de sesgo de los estudios observacionales en
humanos, por medio de la herramienta Newcastle-Ottawa se calificaron
generalmente con calidad moderada. En la seccion de seleccién la mayoria de los
estudios cumplieron los 4 item, lo que indica que la eleccién de los grupos fue
generalmente adecuada. En relacion a la seccion de comparacion solo un estudio

no considero la edad o el sexo de los pacientes con EA (Dominy y cols, 2019), sin
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embargo, casi la totalidad de los estudios no evaluaron otros factores de riesgo
adicionales, debido a ello podria existir “sesgo de confusién”. En cuanto ala seccion
de exposicidon o de resultados, 4 de los 11 estudios no mencionaron en su
metodologia el cegamiento de los profesionales a cargo del registro de los
resultados (Riviere y cols, 2002; Poole y cols, 2013; Emery y cols, 2017; Siddiqui y
cols, 2019), lo cual significa que podrian presentarriesgo de "sesgo de informacion”.
Por otra parte, cabe mencionar que en 9 de los 11 estudios no se perdieron
pacientes de los estudios durante el seguimiento o los sujetos perdidos fueron
menor o igual al 20% (Riviere y cols, 2002; Kamer y cols, 2009; Sparks y cols, 2012;
Poole y cols, 2013; Noble y cols, 2014; Emery y cols, 2017; Laugisch y cols, 2018;
Siddiquiy cols, 2019; Dominyy cols, 2019), por lo que es poco probable que induzca
sesgo. Si bien la calidad de los estudios tuvo una tendencia a ser moderada es
importante tener en consideracion que algunas de estas investigaciones no estan
libres de presentar alguntipo de sesgo.

Los informes deficientes de las estimaciones y el riesgo de sesgo presentes
en algunos estudios tanto in vivo como observacionales, indican la necesidad de
una interpretacion cautelosa de los resultados. Seguir pautas para estudios en
animales u observacionales como SYRCLE o Newcastle-Ottawa en futuras
investigaciones podrian ayudar a disminuir el riesgo de sesgo y homogeneizar los
estudios permitiendo una evaluacién y sintesis adecuadas de los resultados.
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. CONCLUSIONES

. P. gingivalis, A. actinomycetemcomitansy T. denticola se detectan en cerebros
tanto de roedores como de humanos, en presencia o ausencia de periodontitis.

.Los estudios han demostrado la presencia de los factores de virulencia de P.
gingivalis en el hipocampo, IV ventriculo y LCE, en pacientes cony sin EA, lo que
sugiere que independiente del estado cognitivo, bacterias orales pueden migrar

al cerebro.

. Existe evidencia que sugiere la existencia del eje cavidad oral/cerebro, el cual se
define como la comunicacion de los tejidos orales con el cerebro, mediante la
inervacion de los tejidos o las circulaciones sanguineas o linfaticas. Asi, las

bacterias orales podrian migrar al cerebro siguiendo la ruta nerviosa o vascular.
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