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El presente trabajo de tesis se realizd en la Maestria de Odontologia Infantil de la
Facultad de Odontologia de la Universidad Auténoma de Yucatan y el Laboratorio de
Biologia Periodontal de la Universidad de Chile, bajo la direccion de la MIE Alicia
Leonor Pinzéon Té¢ y el Dr. Victor Manuel Martinez Aguilar. Los resultados de este
estudio son parte del proyecto de investigacion "Experimental periodontal infection
induced by Porphyromonas gingivalis or Aggregatibacter actinomycetemcomitans and
its association with Alzheimer’s disease. Looking for the potential risk factor”, by

Regional Development Program de la TADR.



El objetivo del presente estudio fue determinar la presencia de marcadores
moleculares y microbioldgicos asociados a enfermedad periodontal y enfermedad
Alzheimer (EA) en pacientes afectados de Sindrome de Down (SD). Por factores propios
del Sindrome de Down, las personas con la condiciéon poseen una mayor facilidad a
desarrollar enfermedad periodontal y EA. Por su parte, la enfermedad periodontal puede
afectar el inicio o progresion de la EA. Particularmente, en pacientes con SD esta
progresion puede ocurrir a edades mds tempranas que en pacientes no afectados por
dicha enfermedad. De esta manera, la presencia de enfermedad periodontal en pacientes

con SD podria contribuir a la patogénesis de la EA.

Se estudiaron de manera prospectiva pacientes con y sin SD, y se determind el
estado periodontal de estos, para correlacionar con la muestra bioldgica. Se recolectaron
muestras de microbioma gingival para detectar la presencia de P. gingivalis, y fluido
crevicular gingival, para estudiar citoquinas pro y antiinflamatorias y el marcador de

enfermedad de Alzheimer ApoE-g4.

El estudio de carga bacteriana periodontal permitio establecer una correlacion
entre P. gingivalis y la severidad en las etapas tempranas de enfermedad periodontal de
las personas con Sindrome de Down. El estudio de las citoquinas recolectadas de sitios
periodontales, revelaron no tener ninguna distincién en su secrecion, a excepcion de la
IL-1B. Al estudiar los marcadores de EA., se detectd ApoE-e4, la cual fue secretada en
mayores concentraciones en los pacientes afectados de periodontitis etapa Il y IV. De
esta manera, se establecieron asociaciones entre estadios de periodontitis con carga

bacteriana y niveles de ApoE-¢4.
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El Sindrome de Down (SD) consiste en la expresion adicional de forma completa
o parcial del cromosoma 21. Las personas con SD, dependiendo del grado de afeccién
cognitiva que padecen, pueden sufrir alteraciones en su calidad de vida, debido a
factores de salud, social o psicologico. Se ha observado que los pacientes con SD se
encuentran bajo mayor riesgo a desarrollar enfermedades crénico-infecciosas debido al
genotipo inflamatorio propio de la condicion, principalmente relacionado con
alteraciones anatomicas, alteraciones en el timo, y problemas de inmunidad.
Estomatoldgicamente, se ha reportado en la literatura que la afeccion odontolégica mas
comun es la enfermedad periodontal (EP), caracterizada por la presencia de bacterias
altamente patogénicas, un elevado componente inflamatorio y una rapida progresion. La
EP, es una patologia inflamatoria desencadenada por un microbioma subgingival
disbidtico. La colonizacién del microbioma por bacterias keystone en edades tempranas
puede predisponer al hospedero a desencadenar EP. No obstante las bacterias keystone
son la causa principal de la disbiosis y la respuesta inmune del hospedero es la
responsable de la destruccion de los tejidos de soporte de los dientes. Los trastornos
inmunitarios han sido citados como la principal razén de la presencia de gingivitis o
periodontitis, esto debido a la reducida actividad de neutrofilos, macrofagos, células
dendriticas y linfocitos T. La disbiosis generada en el microbioma induce la produccion
de moléculas pro-inflamatorias, las cuales tienen un efecto tanto local como sistémico.
Recientemente, se ha especulado que la presencia de moléculas inflamatorias en la
circulacion periférica derivada de ciertas enfermedades inflamatorias crénicas puede ser

un factor de riesgo de neuroinflamacion.

Adicionalmente a la predisposicion de la EP en sujetos con SD, estos tienen una
alta predisposicion a desarrollar algun tipo de demencia, tal como la Enfermedad de
Alzheimer (EA). La EA es una condicion neurodegenerativa caracterizada por la
deposicion de B amiloide en forma de placas amiloides y la hiperfosforilacion de la
proteina Tau, que conforma ovillos neurofibrilares. La acumulacién progresiva de ambas

moléculas determina la neurotoxicidad que lleva a la falla sindptica y progresiva muerte



neuronal. La relacion entre las tres condiciones SD, EP, y EA es actualmente objeto de
estudio, ya que existen factores prevenibles, como la EP, que pueden llevar a la
deteccién oportuna en pacientes con SD, y asi predecir o prevenir la exacerbacion de
EA, y/o prolongar su aparicion. Con estas bases, se establece como pregunta de
investigacion: ¢Cudles son los marcadores moleculares asociados a enfermedad de

Alzheimer en personas con Sindrome de Down?



1. SINDROME DE DOWN

El sindrome de Down (SD) es el trastorno del neurodesarrollo méas prevalente a nivel
mundial, con una etiologia genética claramente identificada (1). Esta condicion es una
de las causas principales de discapacidad intelectual, junto con numerosas condiciones
sistémicas, incluyendo alteraciones en el aprendizaje y memoria, enfermedades
cardiacas congénitas, anormalidades respiratorias, problemas endocrinos, historial de
episodios epilépticos, problemas gastrointestinales, enfermedad de Alzheimer (EA),
alteraciones hematoldgicas, anormalidades inmunoldgicas, apnea obstructiva del suefio,
problemas visuales, problemas auditivos y enfermedad de Hirschprung (1-6). Fisica y
anatomicamente, los pacientes presentan facies particulares, en muchos casos llevando a
anormalidades craneofaciales avanzadas e hipotonia desde la infancia temprana (1). Los
pacientes con SD, a pesar de tener un aceptable grado de integracién social en distintos
contextos, aun encuentran dificultades al momento de recibir atencion en salud bucal. La
falta de concientizacion por parte de los padres/cuidadores, el miedo y ansiedad por
parte de los pacientes y la falta de profesionales preparados para otorgar la atencién
adecuada a estos pacientes, se citan como factores de riesgo sociales y ambientales para

el desarrollo de patologias bucales en esta poblacion (2).

John Langdon describié la entidad clinica por primera vez, a mitades del siglo XIX'y
desde 1959, el fenotipo del SD ha sido asociado con una trisomia para el cromosoma 21.
La mayoria de los casos de SD no son heredados, pero resultan en errores en la division
celular durante las etapas de desarrollo del oocito, espermio o embrion. La trisomia del
cromosoma 21 es responsable del 90-95% de los casos. Esta trisomia es el resultado de
un fallo de segregacion cromosémica normal, lo cual lleva a una produccion de un
gameto conteniendo dos copias del cromosoma 21. Entre el 2 al 4% de los casos, la
presencia se debe a un mosaico genético, una condicion en donde los individuos tienen

lineas celulares tanto trisomicas y euploidias —conteniendo 46 cromosomas y dos



copias del cromosoma 21—. Esto se puede deber a un fallo en un cigoto normal con 46
cromosomas, que sufre un error mitético temprano o un paciente con trisomia 21, que
puede sufrir un error mitdtico que permite que algunas células regresen a un cariotipo
normal. La falta de disyuncion meidtica maternal representa el 88% de los casos, lo cual
resulta relevante, ya que esta informacion ha permitido identificar factores de riesgo a la
madre y disefiar estrategias de prevencion (1,2). La literatura actual sugiere que se le
debe dar un mayor peso a las diferencias genotipicas de los pacientes y no reportarlas de
manera homogénea, ya que existen diferencias fenotipicas y rasgos particulares de cada
una, que pueden llevar a un mejor entendimiento de cada caso en particular, tanto al

momento de realizar investigacion, como de atender en salud (7).

La prevalencia del SD varia dependiendo del pais que se estudia, existiendo factores
socioculturales y econdémicos de por medio; de estos la edad materna promedio y la
valoracion prenatal se reportan como aquellos factores méas homogéneamente
influyentes en todas las poblaciones (1). La Organizacion Mundial de la Salud, estima
que la prevalencia de SD es de uno por cada 1,000-1,100 nacimientos vivos (8).
Reportes de los sistemas de salud en el Reino Unido han reportado la prevalencia de 6.3
por cada 10,000 nacimientos. En Estados Unidos, de 8.27 por cada 10,000 nacimientos
(9,10). En México, tanto el Registro y Vigilancia de Malformaciones Congénitas
Externas, en su reporte del 2008-2013, asi como Sierra Romero et al. en su revision de
certificados de nacimientos vivos y de muerte fetal en el periodo 2008- 2011 ocurridos a
nivel nacional, reportaron tasas del 3.55 y 3.73 respectivamente, por cada 10,000
nacimientos mexicanos(11,12). En el estado de Yucatan, se estima que la tasa de
nacimiento de personas con Sindrome de Down, es de 3.84 por cada 10,000 nacimientos,

posicionado al estado en el segundo cuartil de prevalencia a nivel nacional(11).

Orofacial y bucalmente, la condicion presenta caracteristicas particulares
ampliamente descritas en la literatura. Fisicamente, se observan rasgos tales como:
menton pequefio, ojos rasgados, boca pequefia, y tonicidad muscular deficiente,
presencia de mordida abierta, mordida cruzada, overjet aumentado, mayor incidencia de
clase 111 esqueletal, retrasos en los patrones eruptivos y variaciones morfologicas (1). En

cuanto a tejidos blandos, los hallazgos comunes incluyen: lenguas fisuradas, protrusivas



acompafiadas de una pseudomacroglosia, lo que en ocasiones lleva a la respiracién
bucal, problemas de motricidad oral y dificultades al momento de la masticacion y

deglucién (2).

La prevalencia e incidencia de caries en pacientes con SD es materia de debate
en la literatura cientifica, con esta de forma general aceptando que existe una
prevalencia igual o0 menor que en personas sin SD (13,14). Un metaanalisis y revision de
sistematizada realizado por Deps et al. (2015) sugiere que existe una menor prevalencia
de caries en la poblacion con SD, mientas que la revision sistematizada de Moreira et al
(2016), sugiere que no existe suficiente evidencia para determinar esta hipotesis (13,14).
Las causas citadas en este ambito han considerado la erupcion tardia, los espacios
interdentales aumentados, la oligodoncia congénita y ciertas caracteristicas salivales
(14). Sin embargo, se han citado factores que pudiesen determinar la variabilidad en la
presencia de lesiones cariosas como son el grado de discapacidad intelectual padecido, la
presencia o falta de programas preventivos en salud bucal y la poca concientizacién en

practicas preventiva por parte de los padres y/o cuidadores de la persona (2).

1.2 SALUD PERIODONTAL EN PACIENTES CON SD

En la literatura estd ampliamente descrito que los pacientes con SD tienden a
padecer enfermedades periodontales con una mayor prevalencia, cuando son
comparados con poblaciones sin la condicion (15). La Academia Americana de
Periodoncia y la Federacién Europea de Periodoncia reconocen en su ultima revisién de
manifestaciones de condiciones sistemicas que afectan al periodonto, que existe
evidencia moderada que indica que el SD estd asociado con pérdidas de tejido
periodontal. Ademas, reconocen que la presencia o severidad de la enfermedad se
manifiesta a edades mas tempranas, cuando esto se compara con la poblacién sin SD
(16). No obstante la periodontitis suele manifestarse durante la adolescencia, en una
poblacion de pacientes de 6 afios de edad afectados de SD se observd una prevalencia
anormal de 36% de bolsas periodontales, un mayor sangrado e inflamacion gingival
(17-19).



En los pacientes afectados de SD la mayor prevalencia de enfermedades
periodontales se relaciona con factores locales y sistémicos propios de su condicion(20).
Las causas locales incluyen higiene oral reducida en pacientes con discapacidades
intelectuales mas avanzadas, mayor facilidad para la existencia de depositos de calculo,
macroglosia, morfologia dentaria anormal, maloclusiones, anormalidades del tejido
gingival y alteraciones en la saliva (2). Particularmente, la saliva de los pacientes con
SD tiene una variacion en cuanto a cantidad, flujo, pH, niveles de electrolitos y carga
bacteriana (2,18). Factores como la alta presencia de IgA, una alta capacidad
antioxidante y altos niveles de bicarbonato son caracteristicas consideradas “protectoras”
para el desarrollo de lesiones cariosas (2). Sin embargo, distintos estudios han detectado
una mayor concentracion de P. gingivalis, T. denticola, Fusobacterium nucleatum,
Prevotella intermedia, P. nigrescens, y A. actinomycetemcomitans en saliva de pacientes

con SD, reforzando la teoria de una mayor presencia de periodonto-patogénos (18,21).

Con relacion a las causas sistémicas se ha consensuado que la mayor presencia de
afecciones periodontales se debe a la disminucion de su capacidad inmunoldgica. En
efecto, una actividad reducida de neutrdfilos y linfocitos T se ha reportado en los
pacientes afectados de SD, asi como una produccion aumentada de mediadores
inflamatorios y enzimas proteoliticas. De igual manera, en el fluido crevicular gingival
se han identificado una cantidad mayor de marcadores inflamatorios (PGE2, TNF-a,
INF-y y SOD 1) siendo éstos indicadores de inflamacion localizada (22). EI componente
inflamatorio de las afecciones periodontales es significativo, debido tanto a las
caracteristicas fenotipicas del SD, como a la funcion alterada de los neutrofilos y una
mayor susceptibilidad microbiana (23). EI compromiso inmunoldgico de estos pacientes
es el responsable de su inmunidad disminuida, lo que permite una disbiosis del
microbioma ante pequefios cambios en la inmunidad, en el ambiente, en la dieta 0 en
otro factor (15).



2. ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa, siendo la
causa mas comun de demencia y trastornos cognitivos degenerativos en la poblacién
mundial (24,25). La EA en pacientes sin compromisos sistémicos tiene dos
presentaciones: la EA de inicio tardio que se presenta en pacientes de 65 afios 0 mas y se
asocia con un estado cronico inflamatorio-degenerativo. Y la EA de inicio precoz, que se
presenta a los 45 afios y se debe a una carga genética. Ambos tipos representan un reto
para los que la padecen, sus familiares, cuidadores y el personal que trabaja con
ellos(26). Se estima que la EA de presentacion tardia equivale al 90-95% de los
diagnosticos, siendo la EA de inicio precoz menor al 10% restante el EA precoz (27).
Ambos tipos de EA comparten tanto componentes inflamatorios y genéticos, como
desafios para su manejo preventivo, clinico y terapéutico (28). La prevalencia global de
la condicion se estima que es de un 4.7% entre los individuos mayores de 60 afios (27).
En México, la Encuesta Nacional de Salud y Envejecimiento reporta una prevalencia de
la condicion del 3.3% (29).

Existen diversos factores de riesgo para desarrollar EA determinados por rasgos
especificos de cada individuo. Existen factores de riesgo modificables y no
modificables. Entre los factores de riesgo modificables podemos enumerar una serie de
condiciones o enfermedades cronicas no trasmisibles, tales como: la diabetes,
hipertension, el sindrome metabdlico, la obesidad, el tabaquismo, la historia de accidente
cerebrovascular, depresion, y las lesiones severas por trauma (26,27). Por otra parte, los
factores de riesgos no modificables incluyen: el género femenino (1.5 mas riesgo de
desarrollo), historia familiar de EA, Sindrome de Down, sobreexpresion del alelo de la

Apolipoproteina (APOg) en su isoforma -€4 y la amiloidosis cerebral (25,28).

A nivel molecular, la EA es una enfermedad neurogenerativa irreversible que
consiste en la interrupcion sinaptica intra y extracelular (24,25). La acumulacién de la
proteina amiloide B (Ap) insoluble en forma de oligdmeros (ABOs) en el cerebro induce
una respuesta inflamatoria en la microglia y astrocitos. Esta inflamacion es capaz de
alterar la fisiologia neuronal generando la hiperfosforilacion de la proteina asociada a

microtUbulos de la neurona, Tau. La proteina Tau hiperfosforilada se acumula en el



soma de las neuronas, generando alteraciones en la actividad sinaptica. Posteriormente,
la neurotoxicidad lleva a la muerte neuronal y con ello, la salida de la proteina Tau

hiperfosforilada al cerebro y su acumulacion en forma de ovillos neurofibrilares (24).

El inicio de la cascada amiloide, la teoria méas aceptada para explicar el inicio de
la EA, es la neuroinflamacion. Numerosos estudios han demostrado que un estado
inflamatorio cronico es capaz de afectar la homeostasis cerebral (30,31). En efecto, los
mediadores inflamatorios son capaces de difundirse desde la circulacion periférica hacia
el cerebro, afectando la funcion de las microglias que reaccionan en respuesta a estos
mediadores (32). Las microglias activas, especificamente en su fenotipo M1-
proinflamatorio secretan una mayor cantidad de mediadores, generando alteraciones
metabdlicas, energéticas y oxidativas en los astrocitos y las neuronas. Los astrocitos
reactivos secretan en respuesta a esta inflamacion, mayores niveles de Ap que
rapidamente es oligomerizado a ABOs u otra conformacioén insoluble. Los ABOs inducen
una mayor activacion de las microglias, lo que desencadena un ciclo neuroinflamatorio
vicioso (33-36). En la literatura se ha descrito que ciertos microorganismos son capaces
de migrar desde el epitelio intestinal, respiratorio u oral hacia el hipocampo o corteza
cerebral (37-42) . Asi, estos datos sugieren que las bacterias orales podrian migrar al
cerebro, ser reconocidas por las microglias y activar una respuesta inmune que genere
mayor produccion de AP (43,44). En efecto, los astrocitos reactivos podrian secretar
Amiloide como péptido antimicrobiano, el cual es utilizado por los microorganismos
como medio de anclaje y sustrato para poder establecer una nueva colonia (36). La
presencia de un nucleo de microorganismos en las placas seniles ha sido documentado
en sujetos que fallecieron por EA y se detectd la presencia del virus del herpes simplex
tipo 1(45,46). Luego, la molécula transportadora Apo-g4 reconoce este complejo y
permite su fagocitosis y procesamiento por las microglias (46). Sin embargo, en
presencia de microorganismos patogenos, este péeptido de amiloide se insolubiliza y no
puede ser fagocitado, generando la acumulacion en el cerebro, la consecuente respuesta

inflamatoria y acumulacién de Apoe4 (47).



2.1 ApoE-¢4

La ApoE es una lipoproteina de 299 aminoacidos que es producida por
hepatocitos, macrofagos y adipocitos en los tejidos periféricos y por astrocitos en el
sistema nervioso central (48,49) . Su funcidn principal es transportar colesterol y otros
lipidos en el plasma (28,50). Existen 4 isoformas de la ApoE, cada uno con distimta
prevalencia en los distintos tejidos donde se expresa. Asi, el gen ampliamente
reconocido como aquel de mayor riesgo o susceptibilidad para ayudar a desarrollar la
cascada amiloidea es de la apolipoproteina-E (APOE), especificamente cuando se trata
de su isoforma &4 (25). En el sistema neuronal permite el mantenimiento de las sinapsis,
asi como para la reparacion tisular y, usualmente, solo se expresa en situaciones de
estrés o dafio (51,52). El cerebro es el 6rgano mas rico en lipidos, lo cual determina que
la funcion de las lipoproteinas, el colesterol y la homeostasis lipidica son criticas para
una funcion cerebral normal, la reparacion de las membranas, el remodelamiento y la

plasticidad neuronal (53).

Todos los seres humanos heredan el gen de la APOE &2, €3, 0 €4, de cada padre.
La forma de €3 es la m&s comun, con una presencia de 50 a 90 % en los individuos,
seguida de la €4 con un 5 a 35% y €2 con 1 a 5%. De ellas, el tener la forma &4
incrementa el riesgo de que un individuo padezca EA, mientras que la forma &2 puede
disminuir el riesgo, cuando estas se comparan a la forma €3 (24,54). La isoforma de
ApoE-g4 posee una capacidad reducida de prenilacion, lo cual puede resultar en una
proteccion neuronal o capacidad reparativa reducida en la induccion de una mayor

acumulacién de AP, y en la activacion de los astrocitos reactivos (50,55,56).

No obstante, los astrocitos reactivos y las microglias son esenciales para el
clearence de los péptidos solubles de AP, que existe evidencia sugerente que ApoE-&4
puede exacerbar la produccion de AB. La hip6tesis para explicar este comportamiento
depende de la falta de capacidad de participar en el clearence del péptido de Ap, lo que
realmente le confiere la capacidad de ser un factor de riesgo para EA a ApoE-&4 (49,57).
Contrariamente, se ha determinado que los receptores de ApoE pueden tener un efecto

importante en la modulacion del trafico de la proteina precursora de amiloide (del inglés
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amyloid precursor protein, APP) (proteina precursora amiloidea, la cual tiene la funcién
de secretar AB) (31,58)

3. ENFERMEDAD PERIODONTAL

Las enfermedades periodontales (EP) son un conjunto de patologias crénicas no
transmisibles caracterizadas por la inflamacion o destruccion del periodonto de
proteccion (epitelio gingival oral, epitelio del surco y epitelio de unién) e insercién
(cemento radicular, hueso alveolar y ligamento periodontal) (59). Entre las EP se
distinguen dos grandes grupos: la gingivitis, caracterizada por la inflamaciéon de los
tejidos de proteccion del diente y una respuesta predominantemente inflamatoria vy, la
periodontitis, caracterizada por la destruccion de los tejidos del periodonto de insercion

y la inflamacién del periodonto de proteccion (60).

La periodontitis se manifiesta cuando se produce la disbiosis del microbioma
subgingival, la que induce una respuesta inmuno-inflamatoria (59). Debido al alto
componente inflamatorio y microbiol6gico que se genera durante la fase destructiva e
inflamatoria durante la periodontitis, es que se han observado efectos en otros tejidos u
organos, lo que ha permitido establecer relaciones entre las EP con enfermedades
cardiovasculares, parto prematuro con bajo peso al nacer, obesidad, estrés, entre otras
condiciones sistémicas (16,61). Recientemente, se ha descrito una potencial asociacion
entre la periodontitis y la EA, sin embargo, aun no existen estudios clinicos que puedan
identificar la principal razén de esta asociacion, sin embargo, existe un creciente cuerpo

de evidencia detras de la explicacion de sus mecanismos (62).

3.1.EPIDEMIOLOGIA

A nivel mundial la EP representa la 62 ligar en prevalencia entre las enfermedades
cronicas no trasmisibles, con una tasa estimada de prevalencia del 11.2%, o 743
millones de personas a nivel mundial (63). Histéricamente, se ha reportado una mayor

prevalencia de EP en adultos que en pacientes jovenes, con una incidencia incrementada
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en personas de 30 a 40 afios (64). Sin embargo, la literatura apunta a mayores
prevalencias de acumulacién de célculo y sangrado periodontal en pacientes jovenes de
paises en vias de desarrollo (prevalencia del 35 al 70%), que en paises desarrollados
(prevalencia del 4 a 34%) (61,65). En este marco, se ha estudiado que las poblaciones
Latinoamericanas cuentan con la mayor prevalencia de la EP a nivel mundial, con un
20.4% (63). Se sugiere que los factores de riesgo principales para el desarrollo de
enfermedades periodontales en Latino América son: genero (masculino), nivel
educativo, nivel socio econdmico, tabaquismo y obesidad (66). En Meéxico,
especificamente, se ha estudiado que la prevalencia de gingivitis varia entre 13-70% en
poblaciones infantiles y adolescentes (67—69). Botero et al. sugieren que hallazgos
comunes en los estudios de las enfermedades periodontales en jovenes y adolescentes en
México normalmente concuerdan en que existe un control deficiente de microbioma
deficiente y existe una mayor presencia de la enfermedad en niveles socioecondmicos

mas bajos (70).

3.2 ETIOPATOGENIA

Las EP se desencadenan por comunidades polimicrobiales que inducen una
disbiosis caracterizada por el crecimiento excesivo de bacterias keystone. Si bien estas
bacterias se detectan tanto en salud como EP, se ha especulado que la disbiosis se genera
por alteraciones en el hospedero, condiciones genéticas y algunos factores ambientales
(71,72). Entre los patégenos periodontales, se describen los patobiontes, que son
microorganismos comensales que cuentan con el potencial de inducir la patologia
periodontal, y los patégenos keystone que son patégenos especificos con un potencial
desproporcionalmente méas grande de producir un efecto nocivo a su ambiente, aunque
no existan en grandes cantidades (59,73). Los patgenos keystone y patobiontes son
residentes del microbioma subgingival y, en las condiciones mencionadas anteriormente,
incrementaran su metabolismo, nimero o virulencia generando la disbiosis (73,74).
Entre las bacterias keystone se describen bacterias Gram-negativas anaerobias tales
como Aggregatibacter actinomycetemcomitans, P. gingivalis, T. denticola, Tannerella

forsythia y Filifactor alocis (75-77).
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Una vez generada la disbiosis, las bacterias keystone tienen la capacidad de
invadir al hospedero y alojarse en el tejido conectivo subyacente al epitelio de union.
Ahi, seran reconocidos por neutréfilos, macrofagos o células dendriticas, con el objetivo
de fagocitarlos y procesarlos (74,75) Sin embargo, estas bacterias tienen la capacidad de
evadir la respuesta inmune e incrementar su nimero, lo que genera un aumento de su
virulencia. Posteriormente, las células presentadoras de antigeno que reconocen a estas
bacterias inducen una respuesta inmuno-inflamatoria. Una vez en el linfonodo, las
celulas presentadoras de antigeno expresan a la molécula mayor de histocompatibilidad
tipo 11 (del inglés major histocompatibility complex type 1I, MHC-I1)en su superfencia
con el antigeno, moléculas co-estimuladoras y citoquinas a los linfocitos T CD4+ nalive,
los que, reconocen a todo este complejo e inducen su diferenciacion a los distintos
fenotipos efectores de linfocitos T colaboradores (del inglés T helper, Th) (78). Los
linfocitos Th diferenciados migraran hacia el sitio periodontal donde se produjo la
invasion bacteriana para ejercer su rol inflamatorio (Thl), modulador (Th2), pro-
resortivo (Th17) o inmuno-regulador (T regulador). Los linfocitos Thl y Thil7
secretardn una serie de moléculas inflamatorias capaces de activar a los preosteoclastos
y osteoclastos. Asi, esta respuesta inmune inducida ante ciertas bacterias es la
responsable de la destruccion del hueso alveolar, caracteristica principal de la
periodontitis (79). Las citoquinas del perfil inflamatorio TNF-a, la IL-1p y la IL-6 son
las primeras en ser secretadas por las células inmunes y promueven la secrecion de
metaloproteinasas de matriz (del inglés matrix metalloproteinases, MMPs) y el ligando
de receptor activador para el factor nuclear xB (del inglés ligand of the receptor
activator of nuclear factor B, RANKL) para promover la migracion celular y
destruccion tisular (80,81). Asi, la respuesta Thl y Th17 inducida ante ciertas bacterias

es la responsable de la destruccién de los tejidos durante la periodontitis (82,83).

3.2.1. Porphyromonas gingivalis

Porphyromonas gingivalis es una bacteria gram-negativa anaeorobia Yy
asacarolitica. P. gingivalis posee distintos factores de virulencia que le otorgan

funciones diferentes y se asocian con su patogenicidad: gingipainas, fimbria,
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lipopolisacarido (LPS) y la capsula. Los polisacaridos capsulares o antigenos K
constituyen la principal macromélecula de la superficie celular de P. gingivalis. Si bien,
no es la Unica que constituye la membrana externa, es la responsable de su
serotipificacion, definen su clasificacion taxonémica y contribuyen a su virulencia (84—
86). Sobre la base de su antigenicidad se describen 6 serotipos capsulares (K1 a K6) y un
serotipo no encapsulado o K- (86,87). Los polisacaridos capsulares se caracterizan por
permitir la autoagregacion entre las bacterias, adherirse a las células del epitelio de
union y coagregarse con otras especies bacterianas (87-89). En particular, en pacientes
afectados de periodontitis se detectan mayores niveles de Inmunoglobulina (Ig) G en
respuesta al polisacarido capsular del serotipo K1. Sin embargo, también se han
identificado anticuerpos contra los polisacaridos capsulares de los serotipos K1 a K6 en
distintas condiciones de salud o enfermedad periodontal (90). En modelos animales,
mientras la inmunizacién con los serotipos K1 o K2 genera abscesos y muerte de los
animales afectados, la inmunizacion con el serotipo K- demuestra una menor virulencia
(90,91). En este contexto, en modelos experimentales de periodontitis se demostré que el
serotipo K1 genera abscesos en sitios distantes al sitio de inoculacién, mayor resorcion
6sea y una respuesta predominantemente Thl y Th17, en comparacién al serotipo K-
(78,87,92). Estos datos se asocian con estudios in vitro, donde monocitos se
diferenciaron a células dendriticas y estimularon con los distintos serotipos capsulares de
P. gingivalis, detectandose un incremento en los niveles de citoquinas proinflamatorias
ante la presencia de los serotipos K1 o K2, una respuesta moduladora ante K5 o K6 y
una respuesta reguladora ante K (93,94). Al evaluar la respuesta en linfocitos TCD4+
activados por células dendriticas estimuladas con los distintos serotipos de P. gingivalis
se detectd una respuesta Thl y Th17 ante los serotipos K1 o K2, una respuesta Th2 ante
K5 0 K6 y una respuesta Treg (95). En conjunto, estos datos permiten concluir que los
polisacaridos capsulares son un componente central en la respuesta del hospedero ante
P. gingivalis y la presencia y naturaleza de los polisacaridos capsulares puede influir en

el inicio o progresion de la enfermedad (87,96-98).
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4. ENFERMEDAD DE ALZHEIMER Y SU ASOCIACION CON LA ENFERMEDAD
PERIODONTAL

En los Ultimos afios, diversos estudios han tratado de establecer la posible
asociacion entre la EP y la EA, tanto a nivel molecular o microbioldgico, como a nivel
epidemioldgico. En este sentido, se ha descrito que pacientes afectados de EA tienen una
mayor incidencia de EP y, pacientes afectados de EP poseen un estado cognitivo
deteriorado en comparacién a sujetos no afectados de EP. Entre las posibles causas de
esta potencial asociacion han surgido la presencia de mediadores inflamatorios a nivel
de circulacion periférica, la presencia de bacterias anaerobias en otros tejidos que
provienen del periodonto o la pérdida de dientes debido a la EP (99,100). En este
contexto, los sujetos afectados de periodontitis tendrian 1.7 veces mas probabilidades de
desarrollar EA (101). Actualmente, la periodontitis provoca una respuesta inflamatoria
sistémica y es capaz de inducir distintos estados sistémicos inflamatorios, entre ellos la
neuroinflamacién mediante la difusién de mediadores proinflamatorios periodontales
hacia el cerebro (102,103). Las citoquinas periféricas asociadas con periodontitis tienen
la capacidad de difundir a la circulacion periférica, lo cual activa una inflamacion
sistémica, teniendo efectos sobre la funcién del sistema nervioso central (102). Los
mecanismos mediante los cuales estas citoquinas pueden afectar la funcion del sistema
nervioso central, involucran la difusion por la barrera hematoencefélica directamente o
incrementando su permeabilidad a través de la activacion o destruccion de las uniones de
células endoteliales microvasculares (104,105). Se ha comprobado el flujo de citoquinas
como IL-1, IL-6 y TNF-a de la sangre periférica al sistema nervioso central en modelos
de periodontitis y en pacientes afectados de periodontitis (104,106). La exposicién
prolongada de estas citoquinas puede desencadenar el breakdown de la barrera
hematoencefalica, permitiendo la entrada de otros productos citoquimicos, células
inmunes y organismos a las regiones cerebrales, lo cual posteriormente tendria un efecto
sobre las microglias, permitiendo su activacién y toda la cascada inflamatoria

anteriormente mencionada (107-110).

La hipotesis actual establece que las bacterias o moléculas bacterianas

periodontales pueden invadir el cerebro directamente a través de la via sanguinea o vias
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periféricas. Debido a que las bacterias periodontales son capaces de invadir un epitelio
relativamente intacto como es el caso de un surco periodontal, éstas también tienen la
capacidad de acceder al hospedero mediante la circulacion periférica (62,111) Se han
encontrado bacterias periodontales en tejidos extraorales, tal como en cerebros de
pacientes afectados de AD (43,112). Durante la periodontitis, el sistema del
complemento puede ser iniciado por las 3 vias: la via clésica puede iniciarse por
proteinas neurotdxicas derivadas de patdgenos o células dafiadas, la via ligada mediante
los carbohidratos de las superficies bacterianas, o por la via alterna mediante los
polisacaridos bacterianos (103). Las moléculas del sistema del complemento pueden
acceder al cerebro desde la circulacion periférica mediante a difusion por una barrera
hematoencefélica (BHE) dafiada. Estas moléculas también pueden ser producidas
localmente en el cerebro a través de las glias o neuronas en condiciones pro-
inflamatorias (113). Especificamente, se ha observado que P. gingivalis puede adherirse
a los eritrocitos y evadir a los neutréfilos y células B, pudiendo ser una via de acceso al
cerebro (114). Ademas de cruzar la BHE, los microorganismos y las citoquinas pro-
inflamatorias en la circulacion sistémica puede acceder el sistema nervioso central
mediante los érganos circumventriculares y las regiones del plexo coroideo, las cuales
estan expuestas a circulacion sistémica y libres de BHE (49,115) . Otra posible ruta de
ingreso al sistema nervioso central es a traves de las regiones perivasculares, las cuales
se conectan con el espacio subaracnoideo (116,117). El liquido cerebroespinal (LCE) en
el espacio subaracnoideo provee un acceso a todas las partes del sistema nervioso central
y su reabsorcion a la circulacion venosa provee una potencial comunicacion entre el
sistema nervioso central y el sistema linfatico, por lo tanto, este sistema también provee
una potencial via de acceso de los patdgenos a las areas del sistema nervioso central
(113,117). Todas estas vias sugieren que la migracion de las bacterias periodontales o
sus factores de virulencia pueden inducir la activacién de las microglias, produciendo
citoquinas del perfil M1 tales como TNF-a, IL-1p e IL-6, las que podrian amplificar la

respuesta inflamatoria y crear un circuito nocivo (118,119).
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5. ENFERMEDAD DE ALZHEIMER Y SU ASOCIACION CON EL SINDROME DE
DOWN

Las personas con SD se caracterizan por poseer un riesgo genético para
desarrollar la EA de inicio precoz (120,121). La neuropatologia presentada en personas
con SD se asocia a defectos neurogenéticos, anormalidades del desarrollo cerebral y
discapacidades cognitivas, siendo un factor de riesgo para desarrollar la EA (121).
Varios estudios sugieren que existe una neuropatogénesis cerebral desde etapas
gestacionales en las personas con SD. En efecto, en la 21era semanas de gestacion de
pacientes con SD se observa una disminucion en la cantidad de células en el hipocampo
y las regiones subyacentes cuando se compara con personas sin esta condicion (122). De
igual manera, en fetos con SD se ha observado que existen alteraciones neuroldgicas en
el desarrollo que incluyen: interrupciones en la neurogénesis, sinaptogenesis y

mielinizacion (123).

Una de las principales razones genéticas del desarrollo de EA en pacientes
afectados de SD es la sobreexpresion del gen APP, especialmente, en personas con la
trisomia 21 completa (124,125). La sobre-expresion de APP se ha relacionado con un
incremento en la secrecion del péptido AP, lo cual sugiere una mayor susceptibilidad
para desarrollar eventos neurodegenerativos desde etapas tempranas de la vida (58).
Ademaés, las personas con SD pueden tener deposicion de AP desde la infancia y
adolescencia, siendo significativa la presencia de estos depositos a los 20 afios (123-
125). Otro aspecto genético interesante es el rol de APOE en los pacientes con SD,
existiendo resultados contradictorios en la literatura actual. Hithersay et al sugieren que
los pacientes con SD que poseian el alelo de ApoE-¢4 tienen mayor acumulacion
colesterol y por tanto, un mayor riesgo de desarrollar demencia (126,127). En términos
generales, la evidencia sugiere que la sobreexpresién de APP, una mayor presencia de
ApoE-¢4 y la disminucion del clearence de AP generard una mayor y méas temprana
deposicion de placas amiloides en las personas con SD. Sin embargo, se sugiere que la
relacion e importancia de ApoE-g4 en la neuropatogénesis de EA en SD es un campo
infraestudiado y sigue existiendo falta de evidencia que sustente esta hipotesis
(120,128).
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En el aspecto inflamatorio, el genotipo pro-inflamatorio en las personas con SD
esta relacionado con el desarrollo de la EA. Muchos genes codificados en el cromosoma
21 regulan las respuestas inmunologicas, como son: f4PP, BACE2, S100B, CXADR,
SOD1, FNAR2, FNARL, y IFNGR2 (129). En el caso de las microglias se reporta que
estos genes favorecen las respuestas M1, proponiéndose que el estado M1 es mas
prevalente en las personas con SD(129-131). En las microglias, la presencia de IFN-y
induce un incremento en la secrecién de citoquinas del perfil M1, tales como IL-1p, IL-
6, IL-12, IL-23 y TNF-a, la inhibicién de IL-10 y la sobre-expresion de APP, las que en
su conjunto, crean un estado proinflamatorio persistente (129,132). No obstante, las
personas afectadas de SD tienen una mayor predisposicion a estar en un estado
proinflamatorio, se ha descrito la presencia de un fenotipo M2 lo que ha sido motivo de
estudio (133).

6. EFECTO PERIODONTAL DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER EN EL
SINDROME DE DOWN

La predisposicion de las personas afectadas de SD para tener enfermedades
neurodegenerativas a edades mas tempranas debido a su susceptibilidad genética para
desarrollar un estado proinflamatorio, también se ha descrito para desarrollar otras
patologias. En efecto, las EP en personas con SD puede ser mas agresivas, lo que podria
contribuir con la inflamacion cerebral, neurodegeneracion y un mayor deterioro
cognitivo (134). El sistema inmune de las personas con SD, con sus alteraciones
genotipicas, los defectos en la activacion de los linfocitos T y la funcién de los
plasmocitos, genera un estado de susceptibilidad proinflamatoria (135). Estas
deficiencias en el sistema inmune pueden aumentar la susceptibilidad para las bacterias
del microbioma subgingival generen la disbiosis, lo que contribuird a un mayor estado
inflamatorio (15,16,42,102,103). Una vez establecida esta inflamacion sistémica, las
bacterias periodontales, los productos bacterianos y las citoguinas inducidas tanto a nivel
local como sistémico, pueden llegar al cerebro y amplificar las respuestas

proinflamatorias (111). El efecto, a nivel de microglias estas moléculas exacerbaran la
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respuesta M1 ya sensibilizada por los factores propios del SD, resultando en una
respuesta inflamatoria méas nociva, una mayor fosforilacién de la proteina Tau y una
mayor progresion de la EA(134,136). La presencia de los mediadores inflamatorias
secretadas por las células M1 incrementaran la expresion de APP, contribuyendo a una
mayor secrecion de AP (137). A su vez, la poca capacidad de clearence de ApoE-¢4
podria contribuir a la mayor acumulacion de AB (137,138). En términos generales, la EP
podria afectar a pacientes afectados de SD en edades tempranas, pudiendo contribuir al
desarrollo de EA o bien, las personas afectadas de EA con SD podrian desarrollar como
consecuencia de su estado cognitivo una EP en etapas mas tempranas. Asi, en pacientes
afectados por SD, tanto la EP como la EA se puede presentar en edades mas tempranas y
con una mayor progresion y severidad en comparacion con personas no afectadas de SD
(134).
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Se ha propuesto que la EP puede iniciar o contribuir a la patogénesis de la EA
mediante diversos mecanismos. Pacientes afectados de EP se caracterizan por un estado
inflamatorio caracterizado por niveles elevados de IL-1B, IL-6 y TNF-qo, lo cual
contribuye con otras patologias inflamatorias, tales como las enfermedades
cardiovasculares, quienes también han sido identificadas como factores de riesgo para la
EA. Los mecanismos que han asociado el desarrollo de patologias sistémicas por EP en
pacientes con SD incluyen factores locales y sistémicos que varian segun el genotipo del

SD, los fenotipos propios de cada sujeto y las condiciones socio-ambientales.

La EP que se presenta en pacientes con SD suele ser mas severa y, de forma
general, la EP en sujetos con SD aparece en edades mas tempranas en comparacion con
la aparicion de los primeros signos de deterioro cognitivo. El sistema inmunoldgico
debilitado en pacientes con SD puede inducir la disbiosis del microbioma subgingival,
con respuestas inflamatorias locales mas severas. Basado en esto, las bacterias
periodontales, sus factores de virulencia y las citoquinas producidas local y
sistémicamente podrian migrar al cerebro a través de la circulacion periférica o las
terminaciones nerviosas periféricas e inducir una respuesta inmuno-inflamatoria cerebral
0 exacerbar un proceso inflamatorio existente. Asi, en las microglias, la presencia de
factores genéticos predisponentes de SD generaria una mayor respuesta inflamatoria,
caracterizada por una sobre-expresion de APP y B-secretasa y mayores niveles de IL-18,

IL-6 y TNF-a, induciendo neuroinflamacién y mayor progresion de la EA.

Es de relevante importancia notar la tasa de nacimientos de personas con
Sindrome de Down en el estado de Yucatan, y como esta se encuentra encima de la
media nacional. Este dato estadistico permite contextualizar la presencia de la condicion
en el estado, asi agregandole importancia al desarrollo de estudios alrededor de esta.

En términos generales, la EP puede afectar el inicio o progresion de la EA en
pacientes con SD en edades mas tempranas que en pacientes no afectados de SD. Asi, la

presencia de EP en pacientes con SD podria contribuir a la patogénesis de la EA, por lo
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que este estudio se considera pertinente. De este modo, el control de la salud oral en
pacientes afectados de SD no solo mejoria la calidad de vida, sino que incrementaria la
esperanza de vida, mejorando su envejecimiento. El entender la relacion de los
mecanismos moleculares o microbioldgicos que asociarian a estas patologias contribuira
a entender el comportamiento de estas patologias y, por tanto, a la generacion de
medidas preventivas para la EA y la EP en pacientes afectados de SD. Esto permitira
establecer un rol mas central del odontdlogo en el cuidado permanente de los pacientes

afectados de este sindrome y a la creacion de nuevas politicas publicas de salud.
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Determinar la presencia de marcadores moleculares asociados a enfermedad

periodontal y enfermedad Alzheimer en pacientes con Sindrome de Down.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:
1. Determinar la presencia de Porphyromonas gingivalis en muestras de

microbioma oral subgingival de pacientes afectados de Sindrome de Down

2. Cuantificar los niveles producidos de ApoE-g4 y mediadores inflamatorios en

muestras de fluido crevicular gingival en pacientes con Sindrome de Down.

3. Correlacionar el estado periodontal con la presencia de los marcadores de
inflamacion, destruccion periodontal o microbioldgicos y marcadores de
Enfermedad de Alzheimer en muestras de fluido crevicular gingival de pacientes

afectados de Sindrome de Down.
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DISENO DEL ESTUDIO

Observacional, descriptivo, analitico, prospectivo y transversal.

VARIABLES Y ANALISIS ESTADISTICO

Sindrome de Down: Trastorno genético del neurodesarrollo caracterizado por la
trisomia, en algun grado, del cromosoma 21 (Resultando en tres genotipos: trisomia 21,
mosaicismo y traslocacién Robertsoniana). La condicién se encuentra cercanamente
ligada a maltiples manifestaciones fenotipicas y comorbilidades sistémicas que tienen un
impacto biopsicosocial en la vida de las personas que lo padecen y quienes tratan con

estas personas.

Salud Periodontal: Estado caracterizado por una ausencia o niveles minimos de

inflamacion clinica en un periodonto con estructuras de soporte normales.

Gingivitis: Infamacion gingival localizada, reversible, iniciada por bacterias del
microbioma oral que se forma en los dientes y tejidos gingivales. Se caracteriza por no
presentar perdidas de las estructuras gingivales y periodontales, y representa el paso

previo a la enfermedad periodontal.

Periodontitis: Patologia inflamatoria desencadenada por un microbioma
subgingival disbidtico. En sus diferentes formas (localizada-generalizada, etapas I-1V, y
grados A, B, C), tiene la capacidad de estimular la secrecion de distintos moduladores
inflamatorios que provocan una respuesta inflamatoria local, llevan a la destruccion de
los tejidos periodontales, y a su vez pueden estimular una respuesta inflamatoria

sistémica secundaria.

Porphyromonas gingivalis: Bacteria Gram-negativa anaerobia, asacarolitica, que

posee multiples factores de virulencia y capacidad para migrar a tejidos extraorales. Se
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le ha reconocido como un patégeno keystone, clave para el desarrollo de enfermedades

periodontales.

Citoquinas: Proteinas moduladoras claves en la homeostasis y los procesos
inflamatorios. Estas actan como una primera respuesta contra patdégenos, estimulando
sitios de proteccion y células de tejido conectivo a través de linfocitos y poblaciones
celulares accesorias. Estas se estudian segin su funcion, como son: citoquinas
proinflamatorias: IL-1p, IL-2, IL-6, IL-9, IL-12, IL-13, IL-21 e IL-27, citoquinas
prosteoresortivas: I1L-17, I1L-22 e IL-23, citoquinas inmunomoduladoras: IL-4, IL-5 y

citoquinas inmunoreguladoras: 1L10.

ApoE-¢4: Apoproteina derivada de la apolipoproteina E (gen APOE),
transportadora de lipoproteinas, vitaminas liposolubles y colesterol, principalmente en el
sistema linfatico, higado, rifién cerebro y sistema nervioso. La isoforma &4 es una de sus

tres isoformas, y se relaciona con las fallas de desecho de lipidos y colesterol.

Los datos recabados durante el estudio fueron organizados en una hoja de
Microsoft Excel. La informacion de los pacientes incluy6: edad, sexo, lugar de
residencia, escolaridad, diagnostico periodontal, media de profundidad de sondaje,
media de nivel de insercion clinica, media de pérdida de insercién clinica del diente
sondeado porcentaje de placa y porcentaje de sangrado. Los datos periodontales clinicos
fueron estudiados segun el diagnostico periodontal, utilizando estadistica descriptiva.
Los datos analiticos se analizaron estadisticamente usando el software SPSS v.15.0
(Lead Technologies Inc., Charlotte, NC, USA). La carga bacteriana de P. gingivalis y
profundidad de sondaje, asi como nivel de pérdida de insercion clinica fueron estudiadas
con una correlacion de Pearson. Para estudiar la relacion entre los estados periodontales
se realizd una correlacion de Spearman, estableciendo el coeficiente de correlacion. Se
correlaciond el diagndstico y la etapa periodontal de cada citoquina con una prueba de
ANOVA post hoc Tukey. La ApoE-e4 fue correlacionada con el estado periodontal
utilizando una prueba de ANOVA post hoc Tukey. Los datos se consideraron

estadisticamente significativos cuando el valor de p-<0,05.
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POBLACION DE ESTUDIO
1. MUESTRA

Se incluyeron a pacientes entre 8 y 40 afios, con Sindrome de Down, que
acudieron a la Facultad de Odontologia de la Universidad Autonoma de Yucatan
(UADY) en el periodo de mayo 2019-noviembre 2020. Todos los pacientes se reclutaron
por caso consecutivo y cumplieron con los siguientes criterios: no estar consumiendo
analgésicos esteroidales, no esteroidales o antibidticos al menos 6 meses antes, no haber
sufrido accidentes vasculares encefalicos, no haber recibido tratamiento periodontal
previo a 6 meses. Como controles se incluyeron sujetos sin ninguna enfermedad, entre
15 y 30 afios de edad, quienes asistieron a la clinica odontologica de periodoncia de la
Universidad Auténoma de Yucatdn y que, al momento de realizar el examen

periodontal, se detectaron indices periodontales compatibles con salud periodontal.

2. CRITERIOS DE INCLUSION

2.1 Sujetos, hombres y mujeres, de 8 a 40 de edad con Sindrome de Down que contaron
con un consentimiento informado para participar en el estudio por parte de su

representante legal en los casos necesarios.

2.2 Sujetos, hombres y mujeres, de 8 a 40 de edad sin Sindrome de Down que contaron
con un consentimiento informado para participar en el estudio por parte de su

representante legal en los casos necesarios.

3. CRITERIOS DE EXCLUSION
3.1 Sujetos fumadores o alcohdlicos.

3.2 Sujetos que hayan recibido tratamiento antibiotico seis meses anteriores a la

aplicacion del estudio.
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3.3 Sujetos que hayan recibido tratamiento periodontal seis meses previos a la aplicacién
del estudio.

3.4 Sujetos con Sindrome de Down inhabilitados para colaborar con el estudio por

presentar discapacidad intelectual avanzada.

METODOLOGIA

Los pacientes con SD se recibieron en los servicios de Odontologia Infantil
(pregrado y posgrado) de la Facultad de Odontologia de la UADY, primeramente,
siendo examinados para determinar el cumplimiento con los criterios de inclusién. Los
pacientes sin SD se recibieron en el servicio de la Especialidad de Periodoncia de la
Facultad de Odontologia de la UADY, siendo examinados para determinar el
cumplimiento con los criterios de inclusion. Posterior a esto, se tomaron datos de
historica clinica, y firma del consentimiento informado por parte del responsable legal
(Anexo N°1 y Anexo N°2). La metodologia de recoleccion de la muestra fue la misma

para ambos grupos de estudio.

Examen Clinico y periodontograma

A cada paciente se le realizd el examen periodontal por un operador. Los datos
que se registraron fueron los siguientes: indice gingival, profundidad al sondaje,
posicién de la encia marginal, nivel de insercion clinico y el indice de placa en 6 sitios
periodontales por diente, excluyendo los terceros molares. El sondeo fue realizado con
una sonda estéril North Carolina (Hu-Friedy®) para cada paciente, utilizdndose un
espejo N° 5 para separacion de carrillos y apoyo a la visualizacion. El periodontograma
utilizado fue el Periodontal Chart, disponible gracias al programa disefiado por la
Universidad de Berna y de acceso gratuito: http://www.periodontalchart-online.com/es/
(Anexo N°3).


http://www.periodontalchart-online.com/es/
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El diagnostico del estado de salud periodontal se realizd segun la clasificacion de
las enfermedades periodontales vigente(60). Es importante mencionar que, a pesar de
que el Sindrome de Down se presenta como una condicion asociada a pérdidas de tejido
periodontal, la clasificacion de las enfermedades periodontales no presenta una
especificacion para este grupo y, por consiguiente, se usaron los criterios universales de
la clasificacion(16). El diagndstico de “salud periodontal”, se determing utilizando los
criterios presentados de salud periodontal clinica definido como un estado caracterizado
por una ausencia o niveles minimos de inflamacion clinica en un periodonto con
estructuras de soporte normales(139). El diagnostico de gingivitis se establecio cuando
se detectd cuando existié un sangrado al sondeo entre >10% (localizada) y >30%
(generalizada); en pacientes con un periodonto reducido se consideré una pérdida de
insercion y sangrado al sondeo con >10%, y sin sangrado al sondeo y sitio de sondeo
con >4 mm. de profundidad(140). La periodontitis se diagnosticd segun los criterios
clinicos segun la etapa presentada. Las etapas de la periodontitis se definieron segln los

criterios definidos en la actual clasificacion de las enfermedades periodontales(141).

Los pacientes con SD afectados de gingivitis o periodontitis fueron designados a
alumnos de la Maestria en Odontologia Infantil de la UADY, para recibir tratamiento
odontoldgico integral como parte del programa. Los pacientes sin SD afectados de
gingivitis o periodontitis fueron designados a alumnos de la Especialidad en Periodoncia

de la UADY, para recibir tratamiento odontoldgico integral como parte del programa.

Obtencidn de Fluido Crevicular Gingival

Posteriormente, a cada paciente se le tomaron muestras de fluido crevicular
gingival y muestra bioldgica. Brevemente, las muestras de fluido crevicular gingival se
tomaron segun el protocolo reportado por Vernal et al (142). El diente que tuvo el
mayor valor detectado en las bolsas periodontales del examen periodontal se aisl6 de
manera relativa, elimino la biopelicula supragingival con una cureta Gracey 11-12 o 13-
14 estéril e introdujo un PerioPaper® (OralFlow Inc) en el surco gingivo-dentario o saco

periodontal durante 1 min. Posteriormente, se introdujo en un tubo estéril rotulado con
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los datos del paciente y almacend a 4°C hasta su traslado al ultracongelador del
laboratorio de microbiologia oral de la Facultad de Odontologia UADY, para
almacenarse a -80°C. Las muestras contaminadas con sangre o saliva se descartaron.
Posteriormente, se adiciond 100uL de tampon de fosfato salino (PBS) estéril y se
centrifug6 a 10.000 x g durante 15 min a 4°C. La muestra eludida se almaceno

nuevamente a -80°C hasta su analisis.

Obtencidn de la muestra microbiolégica

Los sitios periodontales seleccionados se aislaron en forma relativa con torundas
de algoddn y se secaron suavemente con aire a presion. Se seleccionaron al menos 2
sitios en dientes distintos con la mayor profundidad al sondaje y se realizo el protocolo
establecido por Abusleme et al (143). En pacientes sin enfermedad periodontal, se tomd
la muestra de microbioma supragingival. Para los pacientes con algun grado de
enfermedad periodontal, el microbioma supragingival se elimin6 utilizando una cureta
Gracey 11-12 o 13-14 estéril para evitar contaminar la muestra. Una nueva cureta estéril
se introdujo subgingivalmente hasta lograr una minima resistencia tisular y se retird
arrastrando el microbioma subgingival. Las muestras contaminadas con sangre o saliva
se descartaron. La muestra se depositdé en un tubo Eppendorf con 1mL de medio de
transporte microbioldgico RTF a pH 8 (Reduced Transport Fluid, que contiene: 200
mg/L de ditiotreitol y 0,1mg/L de resarzurina) almacenandolo a 4°C hasta su traslado al
ultracongelador del laboratorio de microbiologia oral de la Facultad de Odontologia
UADY, para almacenarse a -80°C. Posterior a la recoleccion, se realiz6 una liofilizacion
de las muestras, segun la técnica descrita por Martinez-Aguilar et al., para el transporte

de estas al Laboratorio de Biologia Periodontal de la Universidad de Chile (144).
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Procesamiento de las muestras
Identificacién de P. gingivalis mediante qPCR

Antes de 2 horas de su obtencion se realiz6 un pool de las muestras
microbioldgicas por cada paciente y se agitaron vigorosamente. A partir de este pool se
obtuvieron 100 pL diluidos en serie logio en amortiguador fosfato salino (PBS) y 100 uL
de la dilucion se sembrara en medio de cultivo para la identificacién de Porphyromonas

gingivalis.

La identificacion de P. gingivalis se realizd mediante amplificacion de la
subunidad de rRNA 16S por gPCR. Se extrajo el DNA total utilizando un kit de
extraccion estdndar de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Favorgen Biotech
Corp., Taiwan). Para la cuantificacion absoluta, a partir de 50 ng de DNA se
amplificaron mediante qPCR la subunidad rRNA 16S, utilizando partidores especificos
(Tabla 1) y el kit SuperScript Strand 111 y utilizando un termociclador gPCR StepOne
Plus (Applied Biosystem, CA, USA) se realiz6 el siguiente protocolo de amplificacion:
un ciclo de 95°C durante 3 min y 40 ciclos de 95°C durante 3 seg y 60° durante 30 seg.
Como control positivo de P. gingivalis se utilizo DNA extraido de la cepa P. gingivalis
ATCCe49417Tm.

Tabla 1. Partidores utilizados para la identificacion de P. gingivalis y control positivo de

16S DNA
Bacteria Partidor Forward Partidor Reverse
16S DNA aaacccaatctctgagttcttcttc atgccaacttgacgttaaat
P. gingivalis ATCC® aggcagcttgccatactgeg actgttagcaactaccgatgt

49417™
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Cuantificacion de proteinas mediante inmunoensayo Multiplex

A partir de muestras de fluido crevicular gingival se realizé la cuantificacion de
los niveles de secrecion de las moléculas IL-1p, IL-2, IL-6, IL-9, IL-12, IL-13, IL-21 e
IL-27, 1L-17, 1L-22, IL-23, IL-4, IL-5 e IL10 mediante inmunoensayo Multiplex,

siguiendo las instrucciones del fabricante (Invitrogen™ Cytokine 25-Plex Human Panel-

Thermo Fisher Scientific®) disponibles en linea
(https://www.thermofisher.com/document-connect/document-
? = 0, 0, 0, i 0, 0, 0
manuals% HC0009M L g 0 pdf&ti H NA4gQ310b2tpbmUgTWEN

bmV0aWMgMjuUtUGxleCBQYWS5IbA==) vy evalud la absorbancia usando un lector

automatizado de placas del sistema Luminex™ (Bio-Tek, Winooski, VT, USA).

Cuantificacion de ApoE-¢4 mediante ELISA

A partir de 100 pL de eluido de fluido crevicular gingival se cuantificaron los
niveles de ApoE-e4 mediante inmunoensayo ELISA, siguiendo las instrucciones del
fabricante (Invitrogen™ Apolipoprotein E4 Human ELISA Kit- Thermo Fisher
Scientific®) disponibles en linea (https://assets.thermofisher.com/TFS-
Assets/LSG/manuals/EHAPOE4.pdf) y evalué la absorbancia usando un lector
automatizado de placas del sistema Luminex™ (Bio-Tek, Winooski, VT, USA).

Analisis de los Datos

Los datos de los niveles de secrecion de las moléculas se expresaron como el
promedio de la concentracion (pg/mL) * desviacion estandar y la carga bacteriana en
valores promedio de las UFC/mL + desviacion estandar. La distribucion de los datos se
determind usando la prueba de Levene y se analizaron utilizando la prueba ANOVA-

Tukey. Los datos se analizaron estadisticamente usando el software SPSS v.15.0 (Lead


https://www.thermofisher.com/document-connect/document-connect.html?url=https%253A%252F%252Fassets.thermofisher.com%252FTFSAssets%252FLSG%252Fmanuals%252FLHC0009M_Lot_1402357.pdf&title=SHVtYW4gQ3l0b2tpbmUgTWFnbmV0aWMgMjUtUGxleCBQYW5lbA==
https://www.thermofisher.com/document-connect/document-connect.html?url=https%253A%252F%252Fassets.thermofisher.com%252FTFSAssets%252FLSG%252Fmanuals%252FLHC0009M_Lot_1402357.pdf&title=SHVtYW4gQ3l0b2tpbmUgTWFnbmV0aWMgMjUtUGxleCBQYW5lbA==
https://www.thermofisher.com/document-connect/document-connect.html?url=https%253A%252F%252Fassets.thermofisher.com%252FTFSAssets%252FLSG%252Fmanuals%252FLHC0009M_Lot_1402357.pdf&title=SHVtYW4gQ3l0b2tpbmUgTWFnbmV0aWMgMjUtUGxleCBQYW5lbA==
https://www.thermofisher.com/document-connect/document-connect.html?url=https%253A%252F%252Fassets.thermofisher.com%252FTFSAssets%252FLSG%252Fmanuals%252FLHC0009M_Lot_1402357.pdf&title=SHVtYW4gQ3l0b2tpbmUgTWFnbmV0aWMgMjUtUGxleCBQYW5lbA==
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Technologies Inc., Charlotte, NC, USA). Las diferencias se consideraron

estadisticamente significativas cuando el valor p <0,05.

ASPECTQOS ETICOS

La presente investigacion se llevo a cabo bajo las consideraciones éticas que van
aparejadas y que se cumplen de acuerdo con la Declaracion de Helsinki de la Asociacién
Médica Mundial. Esta sujeta a normas éticas que sirven para promover el respeto a todos
los seres humanos y para proteger su salud y sus derechos individuales. Ninguna persona
competente debe ser incluida en un estudio, a menos que ella acepte libremente o bien la

persona gue se encuentre en desacuerdo debe ser respetada su decision(145).

En la investigacion médica, es deber del médico proteger la vida, la salud, la
dignidad, la integridad, el derecho a la autodeterminacién, la intimidad y la
confidencialidad de la informacion personal de las personas que participan en

investigacion(145).

La investigacion médica en seres humanos debe conformarse con los principios
cientificos generalmente aceptados y debe apoyarse en un profundo conocimiento de la
bibliografia cientifica, en otras fuentes de informacidén pertinentes, asi como en
experimentos de laboratorio correctamente realizados y en animales, cuando sea
oportuno. Se debe cuidar también del bienestar de los animales utilizados en los

experimentos(145).

En toda investigacion en seres humanos, cada individuo potencial debe recibir
informacién adecuada acerca de los objetivos, métodos, fuentes de financiamiento,
posibles conflictos de intereses, afiliaciones institucionales del investigador, beneficios

calculados, riesgos previsibles e incomodidades derivadas del experimento(145).

Tanto los autores como los editores tienen obligaciones éticas. Al publicar los resultados
de su investigacion, el médico estd obligado a mantener la exactitud de los datos y
resultados. Se deben publicar tanto los resultados negativos como los positivos o de lo

contrario deben estar a la disposicion del publico(145).
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RESULTADOS

En el estudio se incluyeron 25 sujetos con Sindrome de Down, entre 8 y 32 afios
que acudieron al servicio de odontologia infantil de la Universidad Auténoma de
Yucatan, todos originarios del estado de Yucatan. ElI 52% de los pacientes fueron
hombres (n=13), y el 48% (n=12) mujeres. Dentro del grupo control, se incluyeron a 7
sujetos entre 15 y 30 afios. De estos 4 fueron hombres y 3 mujeres. En la tabla N°2, se

presentan los datos periodontales por grupos de diagndstico periodontal.

Tabla 2. Datos periodontales por grupos de diagnésticos periodontal

Salud Profundidad  Perdidade  Sangradoal  Porcentaje de N
Periodontal de sondaje Insercién sondaje (%) Placa (%) total
(mm) (mm)
Grupo 2,7+ 0,48 12,725 53+29 12+ 0,54 7
Control (sin
SD)
Sano 1,7+£038 -1.76+0,38 261,24 10+0,81 3
Gingivitis 2.02+0,08 -2.02+0,08 13,5%5,04 15+484 4
Periodontitis  2.81+0,21 -2.78+0,20 184+7,31 2585+739 7
Etapa |
Periodontitis  3.12+0,35 -3,1+£0,33 30,57£9,37 22,14+1161 7
Etapa Il
Periodontitis  3.65+0,36 -3.45+0,37 49,5+17,29 48 + 19,19 4

Etapa I11-1V

Carga bacteriana de P. gingivalis

La presencia de P. gingivalis fue determinada mediante la cuantificacion absoluta

para determinar la carga bacteriana, definida en UFC/mL. Al evaluar la carga bacteriana
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segun los distintos grados de profundidad al sondaje. Al observar los sacos periodontales
de 5 mm se detectd una elevada carga bacteriana en comparacion con sitios de 2 0 3 mm
de profundidad (Figura N°1).

Carga bacteriana

o
ﬁ
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lll|

0.0 T T T T
2 3 4 5

Profundidad de Sondaje (mm.)

P. Gingivalis (UFC/mL)

Figura 1. Presencia de P. gingivalis relacionada a la profundidad de sondaje. A partir de
32 muestras de fluido crevicular gingival se cuantifico la carga bacteriana mediante
gPCR. Los datos se agruparon segun la profundidad al sondaje del sitio donde se obtuvo

la muestra. UFC: Unidades formadoras de colonias, mm: milimetros. *p<0,05,
**p<0,001.

Al evaluar la carga bacteriana segun la pérdida de insercion, no se observaron
diferencias significativas entre la carga bacteriana y la pérdida de insercion clinica
(Figura N°2).
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Figura 2. Presencia de P. gingivalis relacionada a la perdida de insercion clinica. A
partir de 32 muestras de fluido crevicular gingival se cuantificé la carga bacteriana
mediante qPCR. Los datos se agruparon segun la profundidad al sondaje del sitio donde

se obtuvo la muestra. UFC: Unidades formadoras de colonias, mm: milimetros.

Para estudiar la relacion entre los diagndsticos periodontales y la carga bacteriana
de P. gingivalis, se realiz6 una correlacion de Spearman, estableciendo el coeficiente de
correlacion (Figura N°3). Al analizar la carga bacteriana en Salud, Gingivitis, o las
periodontitis etapa | o Il se logré detectar una correlacién positiva entre la carga
bacteriana y la profundidad del sondaje. Contrariamente, al evaluar la periodontitis etapa

I11'y IV, se detectd una correlacion negativa.
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Figura 3. Correlacion entre los diagndsticos periodontales y la carga bacteriana de P.
gingivalis. A partir de la carga bacteriana detectada en 32 muestras de fluido crevicular
gingival se correlacionaron los niveles de bacteria y el diagndstico periodontal utilizando

el coeficiente de Spearman. UFC: Unidades formadoras de colonias, mm: milimetros.

Cuantificacion de Mediadores Inflamatorios

A partir de las muestras de fluido crevicular gingival se cuantificaron los niveles
de IL-1pB, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-12, IL-13, IL-17, IL-21 IL-22, IL-23, e IL-27
(Figuras 4 a 7). Al evaluar los niveles secretados de las citoquinas pro-inflamatorias IL-
1B, IL-2, IL-6, IL-9, IL-12, IL-13, IL-21 e IL-27 en periodontitis etapa Il y IV se
detecté un incremento en los niveles de secrecion de IL-1f en comparacion con los
sujetos afectados de periodontitis etapa | y Il o sanos. Para las otras citoquinas no se
detectaron diferencias entre las condiciones periodontales. Una tendencia a una mayor
concentracion entre los sujetos sanos con periodontitis etapa 111 y 1V para IL-9, IL-21 e
IL-27.
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Figura 4. Cuantificacion de citoquinas pro-inflamatorias. A partir de 20 muestras de

fluido crevicular gingival de pacientes afectados de periodontitis 0 sujetos sanos se

cuantificaron los niveles secretados de las moléculas pro-inflamatorias IL-1p, IL-2, IL-6,
IL-9, IL-12, IL-13, IL-21 e IL-27. pg: picogramo, IL: interleuquina. **p<0,001,
***n<0,0001.

Al evaluar los niveles secretados de las citoquinas pro-resortivas IL-27, 1L-22 e

IL-23 observamos que en los sujetos afectados de periodontitis existe una tendencia a un

mayor nivel secretado en comparacion con salud (Figura N°5).
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Figura 5. Cuantificacion de citoquinas pro-resortivas. A partir de 20 muestras de fluido

crevicular gingival de pacientes afectados de periodontitis 0 sujetos sanos se

cuantificaron los niveles secretados de las moléculas pro-resortivas IL-17, IL-22 e IL-23.

pg: picogramo, IL: interleuquina.

Posteriormente, al cuantificar los niveles de las moléculas inmuno-moduladoras

IL-4 e IL-5, en periodontitis se observ6 una disminucion en los niveles secretados de IL-

4, sin alcanzar la significancia estadistica. Para IL-5 no hubo diferencias (Figura N°6).
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Figura 6. Cuantificacion de citoquinas inmunomoduladoras. A partir de 20 muestras de

fluido crevicular gingival de pacientes afectados de periodontitis 0 sujetos sanos se

cuantificaron los niveles secretados de las moléculas pro-inflamatorias. pg: picogramo.
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Finalmente, al evaluar los niveles secretados de la molécula inmuno-reguladora
IL-10 no se detectaron diferencias en los niveles secretados entre las distintas

condiciones (Figura N°7).
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Figura 7. Cuantificacion de citoquinas inmuno-reguladoras. A partir de 20 muestras de
fluido crevicular gingival de pacientes afectados de periodontitis 0 sujetos sanos se
cuantificaron los niveles secretados de las moléculas pro-inflamatorias. pg: picogramo,

IL: interleuquina.

En términos generales, la figura N°8 representa un mapa de calor con los niveles
de las citoquinas caracteristicas para los distintos fenotipos efectores de linfocitos Th:
IL-1B (Thl), IL-4 (Th2), IL-9 (Th9), IL-10 (Treg), IL-17 (Th17) e IL-22 (Th22).
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Salud: 1-2 1 45,10 - 50.00
2 40.10 - 45.00
3 30.10 - 40.00
Gingivitis: 3-4 4 18.10 - 30.00
5 17.10 - 18.00
16.10 - 17.00
Peric |- 5-7 6 15.10 - 16.00
7 10.10 - 15.00
B 9.10 - 10.00
9 8.10-9.00
_ 10 2.10-8.00
Pario II: 312 11 191 _zm
12 1.81-1.90
13 1.71-1.80
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16
LB -4 IL-9 L1017 1122 pg/mL

Figura 8. Gréafico de calor de fenotipos efectores Th. En la grafica se representan las
concentraciones de las citoquinas representativas de cada fenotipo efector de los
linfocitos Th con relacion al diagndstico periodontal.

Cuantificacion de Apolipoproteina €4

A partir de las muestras de fluido crevicular gingival se cuantificaron los niveles
secretados de ApoE-e4. En muestras de sujetos afectados de periodontitis etapa 11 'y IV
se detectd un incremento en los niveles de ApoE-g4 en comparacion con los sujetos
afectados de periodontitis etapa | y 11 0 sujetos sanos (Figura N° 9).
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Figura 9. Cuantificacion de ApoE-¢4. A partir de muestras de fluido crevicular gingival
se cuantificaron los niveles de secrecion de la ApoE-g4 mediante ELISA. ApoE-&4:
Apolipoproteina E €4, pg: picogramos. ***p<0,0001.

Finalmente, se realizdé una comparacion entre la carga bacteriana de P. gingivalis
en UFC/mL con las concentraciones de ApoE-¢4 en pg/mL mediante una grafica de
calor, con los diferentes diagnosticos periodontales, observandose distintas

concentraciones segun la etapa periodontal y carga bacteriana (Figura N° 10).
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Figura 10. Grafica de calor comparando las concentraciones de ApoE-g4 y la carga

bacteriana segun los estadios de periodontitis. A partir de las muestras mencionadas se

representan los valores individualizados de ApoE-&4 y la carga bacteriana.
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DISCUSION

El presente trabajo corresponde al primer estudio existente que intenta
determinar la posible asociacion entre el SD, la EP y la EA, mediante la cuantificacion
de marcadores de cada enfermedad. Nuestros datos lograron demostrar que en los
sujetos afectados de SD existe una mayor prevalencia de periodontitis y, en esta
condicién, existe una relacion entre la carga bacteriana y una mayor cantidad de
profundidad al sondaje. Ademas, existe una correlacion entre la carga bacteriana y la
severidad de EP, definida por el diagndstico establecido en la nueva clasificacion de las
EP. Contrariamente, en periodontitis etapa Il y IV se detectd una menor carga
bacteriana. Finalmente, en el fluido crevicular gingival pudimos detectar la presencia de
un marcador de EA, como la ApoE-&4, la cual fue secretada en mayores concentraciones
en los pacientes afectados de periodontitis etapa Il y IV. De esta manera, pudimos
establecer asociaciones entre estadios de periodontitis con carga bacteriana y niveles de
ApoE-g4 en muestras de fluido crevicular gingival de pacientes afectados de SD, siendo

este el primer estudio en utilizar estos marcadores desde esta fuente bioldgica.

El comparar la carga bacteriana con los distintos indices periodontales nos
permite especular que existe una mayor presencia bacteriana relacionada con
indicadores de destruccion periodontal. Los resultados de este estudio fueron similares al
de Amano et al (2001) .donde se observo de manera similar una mayor carga de P.
gingivalis en personas afectadas de SD con periodontitis comparadas con personas con
SD y gingivitis (146). Es importante de definir, que la nueva clasificacion de las
enfermedades periodontales establece nuevos criterios para definir la EP vy, si bien se
coincide con Amano et al. en sus resultados, es importante denotar que las periodontitis
etapa | y Il se definen sobre la base de componentes inflamatorios, siendo las
periodontitis etapa Il y IV aquellas condiciones con destruccion Osea y pérdida de
insercion clinica (147). Este Gltimo punto se vuelve un relevante punto de comparacion,
ya que a diferencia de Amano et al, el presente trabajo permite establecer esas
diferencias al utilizar la nueva clasificacion de enfermedades periodontales. Ademas, al

comparar la presencia de P. gingivalis en pacientes con SD o sin SD, se han reportado
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una mayor presencia de carga bacteriana, utilizando distintos métodos para su
cuantificacion, tales como la hibridacion fluorescente in situ y deteccion por PCR
(18,146,148). Existen multiples factores locales y sistémicos que pueden explicar la
mayor colonizacion de P. gingivalis en los pacientes con SD. En efecto, una enfermedad
disbiotica desencadenada por P. gingivalis podria inducir condiciones inflamatorias que
podrian generar enfermedades neurodegenerativas como la EA, en pacientes altamente
susceptibles genéticamente, como lo son los pacientes afectados de SD (149); sin
embargo, no existen estudios que puedan comprobar esta hipotesis y, los estudios de
asociacion epidemioldgica no son concluyentes. Se ha reportado que el liposacarido
(LPS) de P. gingivalis también sirve como un contribuyente a la inflamacion y
neurodegeneracion debido a los receptores de reconocimiento de patrones, que se
expresan en la glia, y pueden reconocer patrones moleculares asociados a patdgenos en
los microorganismos, lo cual desencadena las respuestas antibacterianas, asi como
estimular la CD14, TLR-2 o -4, incrementando la expresion de citoquinas
proinflamatorias (118,150-152). Contrariamente, también existe evidencia que
determina que los receptores de las células humanas no son capaces de reconocer la
variabilidad estructural del LPS, siendo un antigeno que no genera la respuesta que se
observa en los modelos experimentales de enfermedad (95). No obstante, el LPS es uno
de los antigenos mas estudiados de P. gingivalis y los polisacaridos capsulares son los
responsables de su inmunogenicidad (93,153). Asi, en modelos in vitro, experimentales
y en analisis de microbioma provenientes de sujetos afectados de periodontitis, se ha
observado que los serotipos capsulares K1 o K2 de P. gingivalis son los mas virulentos,
inmunogénicos y asociados a periodontitis (92,154). De esta manera, seria necesario
serotipificar en las muestras microbioldgicas a P. gingivalis, para determinar si los
pacientes afectados de SD estan colonizados por estos serotipos. Asi, sujetos sanos o
afectados de periodontitis podrian estar colonizados por los serotipos K3, K4, K5, K6 0
las cepas no encapsuladas y no poseer susceptibilidad microbiolégica para desarrollar la
periodontitis (94,154). En términos generales, pacientes afectados de SD y que estén
colonizados por los serotipos K1 o K2 de P. gingivalis tendrdn una predisposicion
microbioldgica, ademas de la genética dada por las trisomias que le afecten, para

desencadenar la periodontitis.
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En el presente estudio, se observé que existen cantidades similares de citoquinas
pro-inflamatorias en el fluido gingival crevicular en todos los grupos estudiados
independientemente del estado de salud periodontal, a excepcion de IL-1p. Estos datos
contrastan con algunos meta-analisis realizados en pacientes con SD, donde se
determind que en el suero existen elevados niveles de IL-1p, IL-6, 1L-12, IL-18, TNF-a
y TGF-B (155,156). No obstante, existen estudios que comparan tanto los estados
periodontales entre pacientes con y sin SD, este es el primer trabajo donde establece una
correlacion con los distintos estadios de periodontitis (22,157,158). Una posible
explicacion a la deteccion de los niveles de mediadores inflamatorios en los pacientes
afectados de SD se puede deber al rol de las citoquinas moduladoras o reguladoras. En
efecto, no se detectaron diferencias entre los distintos grupos al evaluar 1L-4, IL-5 o IL-
10 y sus valores fueron similares a los sujetos sanos. Esto puede indicar que, pese a que
los sujetos afectados de SD pueden tener una predisposicion genética para encontrarse
en un estado pro-inflamatorio, también poseen una respuesta compensatoria que
previene la exacerbacidén de esta condicion (159). Asi, el posible vinculo entre SD,
periodontitis y EA podria estar centrado en el rol de los patdgenos keystone y su
capacidad invasora en vez de la presencia de citoquinas circulantes. Desde el punto de
vista inmunologico, los pacientes con SD pueden tener anomalias en los linfocitos T
quienes expresaran una menor cantidad de TCR, en los linfocitos B que tienen una
capacidad de proliferacién disminuida, en los macr6fagos donde se desarrollan fenotipos
anormales, en los neutrofilos que poseen la quimiotaxis alterada, y el patron de
expresion de citoquinas, siendo todas estas posibles razones que contribuyentes en la

falta de respuesta inmune (135,159).

La diferencia que se observa en los niveles secretados de IL-1p, es interesante y
concordante con otros estudios, ya que esta citoquina se relaciona con un estado pro-
inflamatorio en pacientes con SD, con la neuroinflamacion que puede desencadenar la
EA 'y con la periodontitis (155,156). La IL-1p al ser parte de la familia IL-1 se relaciona
intimamente con respuestas inmuno-inflamatorias en patologias cronicas transmisibles,

no transmisibles y autoinmunes y es secretada por macréfagos del perfil inflamatorio o
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M1, células dendriticas pro-inflamatorias o CD1 y por linfocitos Thl (160,161). Esta
citoquina cumple diversos roles tanto a nivel tisular como a nivel sistémico, participando
en la resistencia a micro-organismos e induccién de respuestas hepatica de fase aguda
(162,163). Recientemente, se reportd una asociacion entre IL-1p y tau fosorilada en
plasma de personas con SD, sugiriendo que un nivel aumentado de ésta citoquinas
podria contribuir a un estado neuroinflamatorio, que podria eventualmente,
desencadenar la EA (164). Adicionalmente, IL-1B es capaz de inducir la liberacién
aberrante de glutamato, que en el cerebro contribuye a la muerte celular en la mayoria de
las enfermedades neurodegenerativas, facilitando las condiciones moleculares para el
desarrollo de EA (165-167). A nivel periodontal, se ha demostrado que IL-1p tiene la
capacidad de incrementar en respuesta a la disbiosis, inducir un aumento del flujo
sanguineo, permitir una mayor infiltracion de neutréfilos, inducir la expansion y
activacion de linfocitos Thl y Th17 y promover la activacion de pre-osteoclastos
(102,168-170). El efecto de IL-1p y su potencial rol neurotdxico es motivo de estudio,
en particular, para poder detectar el umbral en el cual esta citoquina induce el proceso
neuroinflamatorio irreversible. No obstante la EA es una patologia neurodegenerativa, el
origen se encuentra fuera del cerebro y cualquier patologia que incremente los

mediadores pro-inflamatorios podria ser considerada un factor de riesgo (166,171).

La cuantificacion de la ApoE-g4 y su relacion con diagnosticos periodontales en
personas con SD es una relacion no explorada de manera clinica en la literatura
cientifica hasta el momento. Algunos estudios han estudiado la relacion entre ApoE-g4 y
SD, definiendo que la presencia de ApoE-g4 por motivos genéticos incrementa el riesgo
para desarrollar alguna enfermedad neurodegenerativa (172,173). Por otra parte, en
pacientes con periodontitis agresiva o afectados de edentulismo se detectaron mayores
niveles de ApoE-g4 comparado con sujetos con salud, resultados similares a los de este
estudio (174,175). En este contexto, es importante destacar que en la literatura no se ha
reportado la medicion de ApoE-¢4 en el fluido crevicular gingival y existe un interés
creciente de investigar la relacion de ApoE, el microbioma oral y el desarrollo de otras
patologias (176-179).
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Nuestros datos son novedosos y constituyen la primera evidencia que establece
una relacion entre la carga bacteriana con ApoE-¢4 en sujetos afectados de SD, lo que
sugiere una mayor susceptibilidad para desarrollar EA y periodontitis. Asi, sugerimos
que para futuros estudios se realice un pareo de pacientes con y sin SD, para poder
entender de mejor manera cual es la variacion en las concentraciones de la carga
bacteriana de microbioma oral, las citoquinas y ApoE-g4. Ademas, estos grupos deben
ser de muestras amplias y representativas, incluyendo una suficiente cantidad de
pacientes por cada estadio de periodontitis. Una gran limitante en este novedoso tema es
la ausencia de estudios de serotipificacion de P. gingivalis de pacientes con o sin
periodontitis, lo que permitiria explicar la susceptibilidad microbioldgica en la poblacién
afectada de esta enfermedad. De esta manera, conocer el serotipo infectante nos
permitird disminuir el riesgo para desarrollar EA u otro tipo de demencia o patologia,
con el objetivo de poder establecer nuevas medidas de salud publica que beneficien al
80% de la poblacion afectada de enfermedades periodontales. Adicionalmente, se debe
ser cauteloso con el estudio de los pacientes con SD y las diferentes condiciones
sistémicas que puedan presentar, ya que esto puede cumplir un rol en la modificacién de
ciertas respuestas inmunes. De igual manera, se sugiere la posibilidad de realizar
pruebas cognitivas a los pacientes con SD, para entender cual es el nivel de deterioro
cognitivo y poder correlacionarlo con otros marcadores, especificamente los

periodontales y ApoE-&4.

En términos generales, en esta investigacion se sugiere la utilizacion de fluido
crevicular gingival para la medicion de ApoE-¢4 y se presenta como una alternativa a la
la medicidn en suero, ya que esta puede resultar complicada en pacientes con SD. Es por
ello, que se sugiere seguir estudiando las interacciones de la proteina ApoE,
especificamente ApoE-¢4 debido al rol que estas proteinas pueden llegar a jugar en el
desarrollo de terapias orientadas a la prevencion o tratamiento de la EA (47).
Finalmente, el creciente incremento de evidencia e interés que existe en estudiar las
enfermedades periodontales en Latinoamérica y sus relaciones con otras enfermedades,
nos otorga la oportunidad de entender mejor el contexto biopsicosocial en el que se

desenvuelven las personas con esta patologia y asi disefiar estrategias, programas y
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terapéuticas mas regionalizadas y efectivas que puedan mejorar la calidad de vida de los
nifios y adolescentes afectados de SD (66,180,181).



47

El presente trabajo tuvé como objetivo determinar la presencia de marcadores
moleculares asociadas a la inflamacion periodontal y enfermedad de Alzheimer en

personas con Sindrome de Down.

El estudio de carga bacteriana periodontal permitié establecer una correlacion
entre P. gingivalis y la severidad en las etapas tempranas de enfermedad periodontal de

las personas con Sindrome de Down

El estudio de las citoquinas recolectadas de sitios periodontales, revelaron no

tener ninguna distincion en su secrecion, a excepcion de la IL-1p.

Al estudiar los marcadores de EA., se detectd ApoE-¢4, la cual fue secretada en
mayores concentraciones en los pacientes afectados de periodontitis etapa Il y IV. De
esta manera, se establecieron asociaciones entre estadios de periodontitis con carga

bacteriana y niveles de ApoE-¢4.
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO Y VOLUNTARIO

CON FUNDAMENTO EN LA LEY GENERAL DE SALUD.

TITULO QUINTO Y CAPITULO UNICO, INVESTIGACION PARA
SALUD ARTICULO 100 FRACCION IV. ARTICULOS 102 Y 103.
NOM-168-SSA1-1998, DEL EXPEDIENTE CLINICO EN SU NUMERAL 4.2

Carta de consentimiento informado bajo informacion de una
Investigacion clinica

Titulo del protocolo: MARCADORES MOLECULARES ASOCIADOS A ENFERMEDAD
DE ALZHEIMER EN PERSONAS CON SINDROME DE DOWN

Investigador principal: Arriola F.
Sede del estudio: Facu
Nombre del paciente:

A través de este medio, se le informay se le invita a participar en el presente estudio que se
lleva a cabo durante el periodo de Abril 2019 a Febrero 2020. Usted ha sido seleccionado
para el estudio debido a su participacion en el programa de pacientes de la Unidad de
Posgrado e Investigacion de Odontologia Infantil. Toda informacion recolectada en este sera
utilizada exclusivamente por el investigador con fines de aprendizaje cientifico. La
informacién personal recolectada serd de carécter confidencial, utilizandose solamente los
datos de edad, afeccion periodontal, y los resultados recolectados en las muestras tomadas
con la saliva y el liquido crevicular. Se pedirad que los pacientes acudan a una revision, en la
cual se tomaran muestras de liquido crevicular y pedira al paciente escupir saliva en un tubo
para el procesamiento de la muestra. Se debe mencionar, que es un estudio que serd pagado
por el investigador, mas no habra remuneracion monetaria a los participantes estudio. No
existe ningun riesgo al participar en el estudio, ya que no habrad ninguna invasion por parte
del investigador. Al igual, como participante usted tiene el derecho de renunciar el estudio y
reusarse a proporcionar informacion de cualquier indole.

YO i , expreso consentimiento para que el alumno Fabio Gregorio
Arriola Pacheco, realice en mi persona y/o mi hijo/a, segun sea el caso. He sido informado
convenientemente en forma detallada y suficiente, comprendiendo en su totalidad sobre el
tipo de tratamiento de efectuarse en mi, habiéndome explicado detalladamente los objetivos
de la investigacion aceptando en su totalidad por mi parte la propuesta ofrecida.

Fecha Firma del paciente 0 tutor

N° de Documento
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FICHA DE IDENTIFICACION:

NUMERO DE HISTORIA CLINICA:

NOMBRE:

EDAD: SEXO:
DIRECCION:

LUGAR DE RESIDENCIA:

ANTECEDENTES HEREDITARIOS Y FAMILIARES:
Padecimientos Maternos:
Padecimientos Paternos:

Padecimientos de sus hermanos:

ANTECEDENTES PERSONALES NO PATOLOGICOS:
Escolaridad:

PADECIMIENTO ACTUAL.:
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