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1) RESUMEN:

Introduccion: La periodontitis es una enfermedad inflamatoria multifactorial asociada a una
disbiosis del microbioma subgingival, caracterizada por la destruccién de los tejidos de
soporte del diente. Debido a lo anterior, el microbioma subgingival ha sido un blanco de
estudio a lo largo del tiempo para caracterizar de mejor manera su rol en periodontitis. A raiz
de esto es que han surgido diferentes modelos experimentales de periodontitis, sin embargo,
el modelo de periodontitis inducido por ligadura ha demostrado ser un modelo de eleccion a
la hora de estudiar carga bacteriana total debido a que nos permite generar una acumulacion
bacteriana en relaciébn con la sutura, que produce una inflamacion local y finalmente la
pérdida de hueso alveolar. Ademas, permite recolectar muestras biolégicas en distintos
puntos de tiempo. A la fecha adn no existen suficientes antecedentes para establecer la
dinAmica del aumento de la carga bacteriana total (CBT) en la transicion de salud a
enfermedad. El objetivo de este trabajo fue cuantificar secuencialmente la CBT durante
periodontitis inducida por ligadura y establecer su correlacion con la pérdida ésea alveolar.
Metodologia: En ratones de la cepa C57BL/6 se realiz6 el modelo de periodontitis inducido
por ligadura (PIL). Se recolect6 la ligadura en distintos tiempos experimentales, 2 horas, dia
1, 3, 5y 7 post-colocacion de la ligadura. Se extrajo el ADN proveniente de las ligaduras
usando una version modificada de DNeasy Blood and Tissue kit (Qiagen). Posteriormente, se
realizo un ensayo PCR en tiempo real, para cuantificar el gen 16S rADN utilizando un ensayo
TagMan previamente publicado. La pérdida 6sea se registr6 de forma morfométrica en 6
sitios predeterminados. Como analisis estadistico, se determiné la distribucién de los datos
mediante el test de Shapiro-wilk, y se utilizé el test de Kruskall-Wallis y la correlacion de
Spearman.

Resultados: Se observa un aumento temprano de la carga bacteriana total, el cual es
significativo a partir del dia 3 y tiende a mantenerse hasta el dia 7. En cuanto a la pérdida
O0sea se observa que esta es significativa a partir del dia 5 post-ligadura. Ademas,
determinamos que la CBT de correlaciona de forma positiva con la pérdida 6sea.
Conclusiones: Se observa aumento significativo temprano de la CBT en la transicion de
salud a enfermedad, la cual se correlaciona de forma positiva con la pérdida 0sea, lo que

tiene un papel esencial en la patogénesis de la periodontitis experimental.



2) INTRODUCCION:

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria multifactorial, asociada a una disbiosis del
microbioma subgingival, que se caracteriza por la destruccion de los tejidos de soporte del
diente. Si bien es una enfermedad multifactorial se ha visto que depende en gran medida del
microbioma subgingival, es por esto por lo que ha sido blanco de analisis en diversos
trabajos. Distintos estudios reportan que los cambios que suceden en la composicion del
microbioma subgingival en la transicion de salud a enfermedad son estos a los que
denominamos disbiosis y se caracteriza por la expansién de uno o mas taxones que
normalmente se encuentran en menor proporcion.

Cabe destacar que es una enfermedad que se relaciona con otras enfermedades cronicas no
transmisibles como HTA, DM | y Il, efectos adversos durante el embarazo entre otras,
ademas es un problema en salud publica debido a su alta prevalencia e implicancia en la
calidad de vida de quienes la padecen.

Por otro lado, tenemos estudios que reportan como varia la carga bacteriana en la transicion
de salud a enfermedad, es en este sentido que se introduce el modelo de periodontitis
inducida por ligadura en ratones, que consiste en la colocacion de una sutura 5-0 de manera
atraumatica alrededor del segundo molar maxilar izquierdo del raton, el cual genera
acumulacion bacteriana y por ende inflamacion y pérdida de hueso alveolar. En este modelo
se ha determinado que existe un aumento de la carga bacteriana total cultivable en la
transicion de salud a enfermedad y también se ha determinado este aumento mediante
técnicas de biologia molecular como el PCR en tiempo real, sin embargo, en ambos casos
tenemos distintas limitaciones, como los tiempos experimentales, o la técnica utilizada para
cuantificar la carga bacteriana.

Por lo tanto, no contamos con suficiente informacion sobre como es la dinamica del aumento
de la carga bacteriana total en la transicion de salud a enfermedad, usando tiempos
experimentales tempranos y técnicas de biologia molecular (PCR en tiempo real) para la
cuantificacion, a su vez determinar como se relaciona esta dinamica con la pérdida de hueso

alveolar.



3) MARCO TEORICO:

Generalidades de periodontitis

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria cronica multifactorial, asociada con una
disbiosis de las comunidades microbianas subgingivales, caracterizada por la destruccién
progresiva de los tejidos de soporte del diente, manifestada clinicamente como pérdida del
nivel de insercion clinico, presencia de sacos periodontales y sangrado gingival, pudiendo
resultar en la pérdida de los dientes afectados (Papapanou y cols., 2018).

La periodontitis es actualmente considerada la sexta enfermedad con mayor prevalencia en
el mundo, alcanzando un 11,2%, lo que afecta aproximadamente 743 millones de personas
(Tonetti y cols., 2017). En Chile, la periodontitis también es una enfermedad altamente
prevalente, se estima que un tercio de los adultos jovenes y dos tercios de los adultos
mayores presentan alguna forma severa de esta, con pérdida de insercion clinica mayor a 6
mm utilizando la clasificacion CDC/AAP (Gamonal y cols., 2010). Utilizando la clasificacion
AAP/EFP, la prevalencia de periodontitis en adolescentes es de un 75,6% y en adultos es de
un 99%, en ambos se presenta una mayor prevalencia en comparacion a los resultados
obtenidos utilizando la clasificacion CDC/AAP (Morales y cols., 2021).

La periodontitis representa un gran problema en salud publica, afectando la salud general y
la calidad de vida de quienes la padecen (Chapple, 2014; Buset y cols., 2016). Ademas, se
ha estudiado la relacion entre periodontitis y un riesgo aumentado de padecer y modificar la
patogénesis de varias enfermedades crénicas (Hou y cols 2022). Pacientes con periodontitis
poseen un riesgo 25% mayor de presentar enfermedades cardiovasculares en comparacion
con aquellos que presentan una minima expresion de la enfermedad (DeStefano y cols.,
1993; Hou y cols., 2022). Estudios sugieren que Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) , la
cual es una bacteria que participa en la etiopatogénesis de la periodontitis (Hajishengallis y
cols., 2011), tiene un papel en cancer oral generando la inhibicion de la apoptosis celular
mediante la union con receptores TLR4, los cuales activan la via de sefializacion NF-kB, lo
gue a su vez sobre estimula la via de sefalizacion JAK1/STAT3 (Cao y cols., 2015) y

estimulando la proliferacion de células epiteliales (Kuboniwa cols., 2007). También se ha



relacionado con enfermedad inflamatoria intestinal, enfermedades respiratorias, trastornos
mentales, enfermedad cronica en rifiones e higado, diabetes mellitus tipo | y I, artritis
reumatoide, ateroesclerosis y eventos adversos durante el embarazo (Lalla y Papapanou.,
2011; Reynolds., 2014; Hou y cols., 2022).

La etiologia de esta enfermedad es multifactorial, sin embargo, depende en gran medida de
la microbiota que habita la zona subgingival (Socransky and Haffajee., 2005; Kornman.,
2008). Diversos estudios han demostrado que se requiere de una acumulacién bacteriana
para que se produzcan cambios inflamatorios en el periodonto (Hernandéz y cols., 2011;
Abusleme y cols., 2013). Es importante recalcar sobre esta enfermedad que, en un paciente
susceptible, estas comunidades bacterianas inducen una respuesta inmune local
desregulada que lleva a una destruccion del tejido periodontal mediada por el hospedero
(Kinane y cols., 2017).

Estudios clasicos han revelado que la remocion o disminucidon de los microorganismos
mediante el tratamiento periodontal resuelve las caracteristicas clinicas inflamatorias a nivel
local (L6ée y cols., 1965). Esta nocion fundamental ha sido posteriormente reforzada por
distintos estudios en los cuales se utilizaron modelos animales y se demostré6 que la
reduccion o eliminacién completa del microbioma (en ratones libres de gérmenes), se asocio
con una reduccion en la pérdida de hueso alveolar (Keyes y Jordan, 1964, Rovin y cols.,
1966, Hajishengallis y cols., 2011). Por lo tanto, la microbiota subgingival es fundamental
para la etiopatogénesis de esta enfermedad y ha sido un blanco de estudio permanente en el

area de la investigacion periodontal.

Microbioma vy disbiosis en periodontitis

Actualmente se ha establecido que existen cambios significativos en la composicion y en la
estructura de la microbiota subgingival, durante la transicion desde salud periodontal hacia
periodontitis (Abusleme y cols., 2021), esta disrupcion en la composicion de la comunidad
microbiana se ha denominado “Disbiosis”, caracterizada por la expansién de uno a mas
taxones que generalmente se encuentran en menores proporciones en el ambiente (Winter y

Baumler., 2014). Estos cambios en la composicion de la microbiota subgingival



probablemente son el resultado de la formacion de nuevos nichos por bacterias
colonizadoras que crean un ambiente propicio para el establecimiento de otras especies. Si
bien existe un aumento de bacterias anaerébicas en general, las bacterias Gram negativo
son de patrticular interés debido a que poseen ligandos del sistema inmune innato como los
lipopolisacaridos y lipidos que contienen serina, que activan una respuesta inflamatoria y
probablemente su carga aumentada induce gingivitis (Darveau y cols., 2004; Clarck y cols.,
2013). En gingivitis el exudado inflamatorio que se encuentra en el surco subgingival
favorece el crecimiento de bacterias Gram negativo que utilizan glicoproteinas como su
principal fuente de energia (Grenier y cols., 2001), perpetuando esta relacién entre
inflamacion y cambios en la composicién de la microbiota subgingival (Schatzle y cols.,
2003).

Se ha visto que, tanto en gingivitis como en la destruccién de los tejidos de soporte
asociados a periodontitis, se correlaciona con cambios especificos en la composicién del
microbioma subgingival. Se observé que entre las especies bacterianas asociadas a salud
tenemos a Rothia sp. y Actinomyces sp., Por otra parte, ademas de las especies clasicas
vinculadas con periodontitis como Treponema denticola, Tannerella forsythia y P. gingivalis
(Socransky y cols., 1998), se ven asociadas especies como las pertenecientes a los géneros
Eubacterium, Parvimonas y la especie Filifactor alocis. (Abusleme y cols., 2013; Abusleme y
cols., 2021).

De las especies nombradas anteriormente, toma gran importancia P. gingivalis, al ser un
patobionte clave en la patogénesis de periodontitis. En un estudio realizado en ratones a los
cuales se les induce periodontitis con P. gingivalis, muestran evidencia de pérdida Gsea,
aunqgue P. gingivalis solo coloniza la cavidad oral murina en baja abundancia (Hajishengallis
y cols., 2011). En este modelo se ha visto que P. gingivalis desregula la cascada del
complemento de forma dependiente de proteasa y bloguea la fagocitosis de los neutrofilos,
promoviendo el crecimiento de la microbiota y en ultima instancia genera una respuesta
inflamatoria con la consecuente pérdida ésea. P. gingivalis es llamada un patdgeno clave,
debido al papel que tiene en favorecer y dar forma a la comunidad microbiana de manera
gue promueve la patogénesis de la enfermedad (Hajishengallis y cols., 2011).

Los cambios en el microbioma detectados en sitios con periodontitis son la consecuencia del



sinergismo inter-bacteriano y las perturbaciones ambientales producidas por la desregulacion
inmune e inflamatoria (Hajishengallis y cols., 2012: Hajishengallis y cols., 2014). Por lo tanto,
aunque especies especificas inicien la respuesta destructiva de los tejidos, estas especies
también dependen de otros miembros de la comunidad. De este modo la comunidad
disbiética como un todo, representa un desafio microbiano para la encia adyacente
(Abusleme y cols., 2021).

Aumento de la carga bacteriana total durante periodontitis

Varios estudios han demostrado que existe un aumento en la biomasa bacteriana en sitios
afectados por periodontitis (Abusleme y cols., 2013; Abe y Hajishengallis, 2013), ademas se
ha asociado la enfermedad con una mayor diversidad bacteriana en el microbioma
subgingival (Kirst y cols., 2015; Hong y cols., 2015) y se ha demostrado que la periodontitis
no se inicia por el aumento de una especie bacteriana en particular, sino mas bien, sucede
cuando existe disbiosis de toda la comunidad microbiana (Griffen y cols., 2012; Abusleme y
cols., 2013). Con respecto a las variaciones en la carga bacteriana durante periodontitis, si
bien sabemos que existe un aumento durante periodontitis, no existen muchos antecedentes
respecto a como se comporta en la transicion desde salud, gingivitis y periodontitis. Se ha
demostrado un aumento de la carga bacteriana total en un modelo de gingivitis experimental
en pacientes, de los cuales se tomaron muestras microbiologicas en los dias 0, 7, 14, 21
después de la abstencién de higiene y luego al dia 42 habiendo retomado las medidas de
higiene oral. Se aprecia que existe un aumento paulatino de la carga bacteriana,
detectandose la mayor carga bacteriana total al dia 21, disminuyendo hacia el dia 42
(Schincaglia y cols., 2016). Sin embargo, al ser este un estudio en gingivitis experimental se
desconoce que sucede con la carga bacteriana total en etapas posteriores cuando
eventualmente algunos individuos susceptibles comenzarian a experimentar periodontitis vy,
por consiguiente, pérdida 6sea alveolar.

Encontramos estudios que nos hablan del aumento de la carga bacteriana total en modelos
experimentales de raton en los cuales se induce periodontitis a través de la inoculacion de P.

gingivalis y se evallan después de 6 meses, en estos se demuestra que P. gingivalis induce
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un cambio en la cantidad y composicion del microbioma subgingival cultivable. A su vez, se
observa que P. gingivalis, incide en la pérdida de hueso alveolar (Hajishengallis y cols.,
2011). Sin embargo, tiene la limitacion de ser un estudio que evalla solo el aumento de la

carga bacteriana total cultivable.

Modelo de periodontitis inducida por ligadura y el aumento de la carga bacteriana total

Para poder investigar sobre los cambios que existen en la transicion desde salud a
enfermedad, es necesario contar con un modelo experimental que permita analizar los
distintos factores que influyen en dicha transicion. En ese contexto, el modelo de periodontitis
inducida por ligadura (PIL) aparece como una excelente herramienta. Este consiste en ubicar
una sutura de seda 5-0, alrededor del segundo molar maxilar, lo que lleva a una acumulacion
local de la biopelicula bacteriana, inflamacion gingival, seguida por pérdida de las estructuras
de soporte del diente, incluyendo el hueso alveolar (Abe y Hajishengallis, 2013). Por otra
parte, se ha descrito que en el modelo PIL, se produce un aumento en la microbiota total
cultivable, sin embargo, solo se realizan cultivos para bacterias anaerébicas y se describe
gue existe una gran dificultad en la técnica para determinar de manera cuantitativa una
muestra de microbiota periodontal (Hajishengallis y cols., 2011; Abe y Hajishengallis, 2013),
no obstante este es un modelo experimental apropiado para estudiar la evolucién de la carga
bacteriana total conforme se genera la destruccién periodontal. Es en este sentido en que se
estudio el aumento de la carga bacteriana total cultivable durante periodontitis experimental,
aplicando el modelo de periodontitis inducida por ligadura en ratones, en el cual se mide
carga bacteriana total en los dias 1, 3, 5y 8 post colocacion de la ligadura y se obtiene un
aumento de la carga bacteriana total cultivable significativo al dia 5 (Abe y Hajishengallis,
2013). Sin embargo, s6lo se pudo determinar la carga bacteriana total a través de cultivos
anaerobicos y conteo de unidades formadoras de colonias.

Por otra parte, el aumento en la carga bacteriana total observado durante el modelo PIL se
puede inhibir con la administracion de antibioticos, por consecuencia también se detiene la
pérdida de hueso alveolar (Dutzan y cols., 2018). Esto refleja la dependencia de la

acumulacion de carga bacteriana a nivel de los tejidos periodontales y su papel fundamental



en la pérdida 6sea alveolar.

Se ha demostrado también, un aumento de la carga bacteriana total, utilizando técnicas de
biologia molecular méas precisas como lo es el PCR en tiempo real, que permiten estimar de
mejor manera la biomasa de estas comunidades, ya que dan la posibilidad de cuantificar la
totalidad de las bacterias y no solo aquellas que pudieron crecer en determinadas
condiciones. Se observé que al comparar ratones control y ratones que carecian de células
Th17, a los cuales se les habia aplicado el modelo PIL y se recolecta la muestra 10 dias
después, se encuentra una mayor carga bacteriana total en el grupo intervenido, sin
embargo, no se proporcionan antecedentes sobre como es la dinamica de la carga
bacteriana total en la transicion desde salud a enfermedad (Tsukasaki y cols., 2018).

Por todo lo anterior es que se necesitan estudios que evallen la evolucién de la carga
bacteriana total, lo cual es muy relevante a la hora de entender como este factor influye en el
desarrollo de la periodontitis. Si bien sabemos que en periodontitis existe una disbiosis del
microbioma subgingival y que es necesario un aumento en la biomasa para producir dafio en
los tejidos de soporte del diente, desde un punto de vista ecoldgico, es necesario caracterizar
la dindmica de esta acumulacion bacteriana y como se correlaciona con la pérdida de hueso
alveolar. Existe informacion a la fecha sobre el aumento de la carga bacteriana total en
periodontitis, sin embargo, de nuestro conocimiento, no hemos encontrado estudios que
realicen la cuantificacion de esta carga bacteriana total mediante técnicas de biologia
molecular mas precisas (como PCR en tiempo real), en tiempos experimentales tempranos,
analizando como es la dinAmica de este aumento en la transicion desde salud a periodontitis

y realizando su correlacion con la pérdida 6sea.



Planteamiento del problema

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria, crénica, no transmisible, multifactorial,
asociada a una disbiosis del microbioma subgingival y que tiene como caracteristica
principal, la destruccion de los tejidos de soporte del diente (Papapanou y cols., 2018).

Se considera un problema en salud publica debido a que es una enfermedad altamente
prevalente tanto a nivel mundial (Tonetti y cols., 2017), como en Chile (Gamonal y cols.,
2010), afectando la salud general y la calidad de vida de quienes la padecen (Chapple, 2014,
Buset y cols., 2016). Ademas de estar relacionada con otras enfermedades crénicas como
enfermedades cardiovasculares, diabetes mellitus tipo | y 1l y eventos adversos durante el
embarazo entre otras. (Lalla y Papapanou., 2011; Reynolds., 2014; Hou y cols., 2022).

Si bien la etiologia de la periodontitis es multifactorial, depende en gran medida de la
microbiota subgingival (Socransky and Haffajee., 2005; Kornman., 2008), por lo que es de
gran importancia conocer como evoluciona el microbioma subgingival en la transicion de
salud a enfermedad.

En este aspecto es que surgen diferentes estudios que describen los cambios que se
producen en la composicion del microbioma subgingival en la transicibn de salud a
enfermedad (Abusleme y cols., 2021) y otros estudios que describen como varia la carga
bacteriana total en esta transicion (Hajishengallis y cols., 2011; Abusleme y cols., 2013; Abe
y Hajishengallis., 2013 Schincaglia y cols., 2016).

En este sentido es que se introduce el modelo de periodontitis inducida por ligadura, que
consiste en la colocacion de una sutura 5- 0 alrededor del primer molar maxilar izquierdo en
ratones, lo que va a generar una acumulacion bacteriana y por consiguiente inflamacion y
pérdida de hueso alveolar.

Sin embargo, a la fecha no contamos con informacidén precisa respecto a como es la
dindmica de este aumento en la carga bacteriana total durante la transicion de salud a
periodontitis, debido al uso de tiempos experimentales tardios o a la cuantificacion restringida
s6lo a las especies bacterianas que crecen en determinadas condiciones (cultivos

anaerobicos).



Es por esto por lo que, para un mejor entendimiento de la dinAmica de la carga bacteriana
total, necesitamos la utilizacion de técnicas de biologia molecular y tiempos experimentales
tempranos que nos permita obtener datos desde el inicio (salud) hasta el desarrollo de
periodontitis experimental, ademas de poder correlacionar estadisticamente la incidencia que

tiene la carga bacteriana total en la pérdida ésea.
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4) HIPOTESIS Y OBJETIVOS:
HIPOTESIS.

Existe un aumento temprano y sostenido en la carga bacteriana total durante periodontitis

inducida por ligadura, que tiene una correlacién positiva con la pérdida de hueso alveolar.

OBJETIVO GENERAL.
Cuantificar secuencialmente la carga bacteriana total durante la induccion de periodontitis

experimental y establecer su correlacion con la pérdida ésea alveolar.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1) Cuantificar de manera secuencial la carga bacteriana total durante la induccion de

periodontitis experimental.

2) Correlacionar la carga bacteriana total con la pérdida ésea alveolar durante la induccién de

periodontitis experimental.
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5) MATERIALES Y METODOS:

El desarrollo del presente trabajo se enmarca dentro del Proyecto FONDECYT 11180505

(Anexo 1)

Animales y modelo de periodontitis experimental: Se utilizaron ratones libres de

patdgenos especificos (Specific Pathogen Free, SPF) C57BL/6, estos son animales
sin cambios puntuales en su microbiota por lo que pueden ser usados como modelo
de enfermedades humanas, los animales se utilizaron entre las 10 a 15 semanas de
edad. Los animales fueron alojados en “Bioterio de la Facultad de Odontologia,
Universidad de Chile”. Los siguientes procedimientos cuentan con la aprobacion del
“‘Comité de Bioética en Animales de Experimentacion” (CICUA) de la Facultad de
Odontologia, U. de Chile (Anexo 2). En dichos animales, se realiz6 el modelo de
periodontitis inducida por ligadura, el cual consiste en la colocacion de una sutura 5-0
alrededor del segundo molar maxilar izquierdo, bajo anestesia con ketamina/xilacina
como se ha descrito previamente (Abe y Hajishengallis, 2013). EI molar contralateral
no fue intervenido y fue usado como control para determinar las medidas de pérdida
de hueso alveolar. En el modelo PIL, la ubicacion de la sutura gatilla el acumulo de
bacterias comensales en el periodonto lo que desregula la respuesta inmune,

generando la pérdida del hueso alveolar.

Figura 1. Modelo de periodontitis inducida por ligadura: Consiste en la ubicacién atraumatica de una
seda 5-0 en el segundo molar maxilar, lo que lleva a una acumulacién bacteriana local, produciendo
inflamacién gingival y posteriormente a pérdida de hueso alveolar (Dutzan y cols., 2018).
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Toma de muestra microbioldgica: Para poder caracterizar el aumento de la carga

bacteriana en un modelo experimental de periodontitis, los animales fueron
sacrificados en diferentes puntos de tiempo para la toma de muestras, incluido el
tiempo basal (2 horas post-colocacién de la ligadura) y luego los dias 1, 3, 5y 7
después de la colocacion de la ligadura. En los dias indicados se recolecto la sutura
para cuantificar molecularmente la carga bacteriana, la cual fue depositada en 150 pl
de buffer TE y almacenada a -80 °C para analisis posteriores. Adicionalmente, el
craneo del raton fue conservado y los tejidos blandos eliminados para medir la pérdida
de hueso alveolar como se describe mas adelante. Los datos de pérdida de hueso
alveolar fueron obtenidos de otro trabajo de investigacién recientemente finalizado y

corresponde a la tesis de la estudiante Srta. Catalina Moreno.

Extraccion de ADN: El ADN bacteriano fue extraido de las muestras de sutura,

usando una version modificada de DNeasy Blood and Tissue kit (Qiagen), que incluye
un paso de lisis quimica/enzimatica como se ha descrito previamente (Abusleme y
cols., 2014). Este método consiste en agregar una etapa previa de lisis en la cual las
muestras se mezclan con lisozima, son incubadas por 30 minutos y luego se agrega
buffer AL (Proveniente del kit Dneasy Blood and Tissue, Qiagen) y proteinasa K, las
muestras se incuban a 56° C por la noche. Al dia siguiente se vuelven a incubar, pero
esta vez a 95° C y luego se siguen los pasos del kit Dneasy Blood and Tissue como
indica el fabricante. Esto nos permite una mejor recuperacion de especies bacterianas
y facilita la comparacion de los datos. La cuantificacion del ADN extraido se llevo a
cabo estimando su concentracibn en ng/ul medido con un espectrofotometro
(NanoDrop ND1000) a 260 nm de longitud de onda. El ADN extraido fue almacenado

a -80 °C hasta su utilizacién en el ensayo de carga bacteriana total.

Cuantificacidén de la carga bacteriana total: La determinacion de la carga bacteriana

total se realizd0 utilizando un ensayo de PCR en tiempo real, realizando la

cuantificacion absoluta de los genes 16S ADN ribosomal, que es un gen conservado
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presente en todas las bacterias, como se ha descrito anteriormente (Moutsopoulos y
cols., 2015). Brevemente, la biomasa total fue cuantificada basada en curvas estandar
de ADN gendmico diluido de una especie bacteriana conocida (Fusobacterium
nucleatum), con en el rango de 102 a 108 moléculas del gen 16S ADN ribosomal. La
reaccion fue realizada en triplicado usando el TagMan Gene Expression Master Mix,
primers y sondas TagMan personalizadas que corresponden a el primer directo 5'-
TCCTACGGGAGGCAGCAGT-3 (Tm, 59+4 °C), el primer inverso, 5'-
GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT-3 (Tm, 58+1 °C) y la sonda (6-FAM)-5'-
CGTATTACCGCGGCTGCTGGCAC3-(TAMRA), para un sistema PCR en tiempo real

StepOnePlus de acuerdo con las indicaciones del fabricante (LifeTechnologies).

Determinacion de pérdida 6sea: El craneo de los ratones fue congelado y conservado,

se lavaron e hirvieron para luego retirar cuidadosamente los tejidos blandos con hoja
de bisturi y posteriormente con pinza bajo lupa estereoscopica, las muestras fueron
sumergidas en peroxido de hidrogeno al 3% durante 24 horas. Posteriormente fueron
lavadas y tefiidas con azul de metileno al 1%, se realiz6 el registro fotografico con lupa
estereoscopica (Stemi 508) y camara (Axiocam 208 color), en programa ZEN 3.2 (blue
edition). Para determinar la pérdida de hueso alveolar se utilizé el programa Fiji y se
midio la distancia entre el limite amelocementario (LAC) y la cresta 6sea alveolar
(COA), estandarizado en milimetros, en 6 areas predeterminadas, surco distal del
primer molar (SD1M), cuspide distal del primer molar (CD1M), cuspide mesial del
segundo molar (CM2M), surco palatino del segundo molar (SP2M), cuspide distal del
segundo molar (CD2M) y cuspide palatina del tercer molar (CP3M), como se ha
descrito previamente (Abe y Hajishengallis., 2013). Para la determinacién de la
pérdida G6sea se utilizé la medida en milimetros de la distancia entre LAC y COA del

grupo ligado y se resta la distancia LAC — COA del grupo no ligado.
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Figura 2. Determinacion de pérdida 6sea: Imagen corresponde a registro fotografico obtenido con
lupa estereoscdépica (Stemi 508) y camara (Axiocam 208 color) en programa ZEN 3.2 (Blue edition).
La imagen fue procesada en programa Fiji para estandarizar las medidas en milimetros. Las siglas
corresponden a: CP3M (Cuspide palatina 3¢" molar), CD2M (Cuspide distal 29 molar), SP2M (Surco
palatino 29 molar), CM2M (Uspide mesial 2% moalr) y CD1M (Cuspide distal 1¢" molar), SD1M (Surco
distal 18" molar).

Analisis estadisticos: Se evalud la distribucién de los datos de carga bacteriana total y

pérdida ésea con el test de Shapiro-Wilk, arrojando como resultado una distribucion no
paramétrica, por lo que se evallo la diferencia entre grupos con el test de Kruskal-
Wallis, y para los andlisis de correlacion se utilizo el coeficiente de correlacion de

Spearman. Para dichos analisis estadisticos se utilizo el software GraphPad Prism 9.
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6) RESULTADOS:

Aumento de la carga bacteriana total durante periodontitis inducida por ligadura.

Se ha demostrado que, en la transicion de salud a periodontitis, en humanos y modelos
animales, existe un aumento de la carga bacteriana total (Hajishengallis y cols., 2011;
Abusleme y cols., 2013; T. Abe y G. Hajishengallis, 2013 Schincaglia y cols., 2016). Para
medir este aumento de forma precisa utilizamos el modelo PIL, las muestras fueron
obtenidas de la sutura en los siguientes tiempos: 2 horas y 1, 3, 5y 7 dias. La determinacion
de la carga bacteriana se realizé mediante la técnica PCR en tiempo real, cuantificando de
manera absoluta los genes 16S ADN ribosomal basado en curva estandar. Mediante esta
técnica pudimos determinar un aumento temprano de la carga bacteriana total desde el dia 1,
siendo significativo a partir del dia 3. Ademas, este aumento de la carga bacteriana total se
mantiene hasta el dia 7. (Figura 3). Por lo cual podemos concluir que existe un aumento

temprano de la carga bacteriana total que perdura hasta el dia 7.

Aumento de la carga bacteriana total
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Figura 3. Aumento de la carga bacteriana durante periodontitis inducida por ligadura. El grafico corresponde a cajas y clavijas,
las lineas en cada caja corresponden al promedio y a los valores minimos y maximos de cada grupo, la caja representa los valores
entre el primer y tercer cuartil cada circulo corresponde a una muestra y los asteriscos a la significancia estadistica; (*) p<0.05, (**)
p<0.01, (***) p< 0.001, sin asterisco p>0.05.
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Aumento de la pérdida 6sea durante periodontitis inducida por ligadura.

En periodontitis existe una destruccion del tejido de soporte del diente, incluyendo el hueso
alveolar, el cual se midi6 determinando la distancia entre el limite amelocementario (LAC) y
la cresta 6sea alveolar (COA), en los craneos de los mismos ratones de los cuales se obtuvo
la muestra de ligadura. Se utiliz6 un registro fotografico obtenido a partir de una lupa
estereoscopica y una camara, para luego medir las distancias en el programa Fiji. Mediante
estas mediciones, pudimos determinar un aumento en la distancia entre LAC y COA, que
inicia en el dia 1 y se acentua a partir del dia 5, se observa una marcada diferencia al dia 7
entre el grupo ligado y no ligado (Figura 4). Con estos datos pudimos determinar la pérdida
Osea a través de la resta de la distancia entre LAC y COA del grupo ligado y no ligado y
observamos un aumento de la pérdida Osea a partir del dia 1, que es significativo y
acentuado al dia 5 y se contintia elevando al dia 7 (Figura 5). Por lo tanto, podemos concluir
gue en modelo PIL existe una pérdida 6sea, la cual se acentla al dia 5 y obtenemos el valor

mas alto al dia 7.
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Figura 4: Aumento del promedio diario de la distancia LAC — COA. Corresponde a un gréafico de dispersion o XY,
cada triangulo corresponde al promedio de la distancia LAC — COA determinada en cada tiempo en el grupo ligado,
cada circulo corresponde al promedio de la distancia LAC — COA determinada en cada tiempo en el grupo no ligado.
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Aumento de la pérdida 6sea por dia
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Figura 5: Aumento de la pérdida 6sea. El grafico corresponde a cajas y clavijas, la linea sobresaliente en cada barra corresponde al
promedio y a los valores minimos y maximos de cada grupo, la caja representa los valores entre el primer y tercer cuartil cada circulo
corresponde a una muestra y los asteriscos a la significancia estadistica; (*) p<0.05, (**) p<0.01, (***) p< 0.001, sin asterisco p>0.05.

Correlacién positiva entre carga bacteriana total y pérdida ésea.

Nuestros datos avalan un aumento de la carga bacteriana total y aseveran pérdida 6sea en
periodontitis inducida por ligadura, por lo que el siguiente paso fue determinar si existe una
correlacién entre ambos hallazgos. Para esto se hizo un analisis estadistico y se determina la
correlacion de Spearman. Al realizar este analisis con los datos de carga bacteriana total y
distancia entre LAC y COA se obtiene un resultado de r = 0.4998, indicando una correlacion
positiva entre ambas variables (Figura 6). De la misma manera al realizar este analisis con
los datos de carga bacteriana total y pérdida ésea, obtuvimos un resultado de r = 0.5131,
indicando una correlacién positiva entre ambas variables (Figura 7). Por lo tanto, podemos
decir que existe una correlacion positiva entre la carga bacteriana total y la pérdida 0sea.
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Figura 6: Correlacion positiva entre CBT y distancia LAC — COA: La figura corresponde a un grafico de matriz, los circulos

corresponden a la carga bacteriana total en relacion con la distancia LAC — COA (mm). Se observa la linea de tendencia que nos indica

una correlacién positiva con un r = 4.998.

Correlacion positiva CBT - Pérdida 6sea
1x1074

8x106+

6x106-

4x106- A

Carga bacteriana total

0.0 0.5 1.0
Pérdida 6sea (mm)

Figura 7: Correlacién positiva entre CBT y pérdida 6sea: La figura corresponde a un grafico de matriz, los circulos corresponden a
la carga bacteriana total en relacion con la pérdida 6sea (mm), se observa la linea de tendencia que nos indica una correlacion positiva
conunr=5131
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7) DISCUSION:

En el presente trabajo de investigacion, mediante el modelo de periodontitis inducido por
ligadura y con la técnica de PCR en tiempo real para el gen 16S ADN ribosomal, se
determind la carga bacteriana total en los tiempos experimentales de 2 hrsy los dias 1, 3,5y
7. Posteriormente fue determinada la pérdida 6sea, la cual se realiz6 a través de un registro
fotografico y se realizaron las mediciones en 6 sitios predeterminados como se ha descrito
anteriormente (Abe y Hajishengallis, 2013) y que corresponden a los mismos ratones de los
cuales se obtuvieron las muestras de sutura. Finalmente se correlacioné la carga bacteriana
total obtenida con la distancia entre el LAC y COA y con pérdida 0sea.

Nuestros resultados demuestran en primera instancia un aumento en la carga bacteriana
total durante periodontitis experimental, en segundo lugar, de un aumento de la pérdida 6sea
durante periodontitis experimental y por dltimo de una correlacién positiva entre ambos
factores, en la literatura existen estudios que han evaluado estos parametros, los cuales

vamos a discutir a continuacion.

En el estudio de Hajishengallis y cols del afio 2011 (Hajishengallis y cols., 2011), se induce
periodontitis en ratones mediante la inoculacién con P. gingivallis, para luego ser evaluados a
los 6 meses de progresion, con el objetivo de determinar el papel que tiene P. gingivallis en
modificar el microbioma, en el desarrollo de periodontitis y en la pérdida 6sea, se observa un
aumento de la carga bacteriana total cultivable. Estos resultados son interesantes ya que
independientemente de la utilizacién de otro modelo para inducir periodontitis experimental,
ya se reporta que existe una mayor carga bacteriana total durante periodontitis experimental.
Otras diferencias con nuestro trabajo son el método de cuantificacion y los tiempos
experimentales, ellos usaron cultivo microbioldgico clasico (en condiciones de anaerobiosis)
para cuantificar carga bacteriana y solo dos tiempos experimentales, en nuestro caso nos
interesaba saber también como era la dinamica de forma mas detallada, respecto al aumento
de la carga bacteriana total por lo que se utilizaron mas tiempos experimentales y para
cuantificar usamos un método mas preciso que es el PCR en tiempo real, que se diferencia

de los cultivos en que en los ultimos solo crecen las especies que pueden desarrollarse en

20



las condiciones experimentales proporcionadas.

En este mismo estudio del afio 2011, donde se evalla la pérdida ésea, observan que existia
pérdida 6sea debido a un proceso de inflamacion leve, sin embargo, este proceso se ve
acelerado en el grupo de ratones inoculados con P. gingivallis. Si bien la manera en que se
induce periodontitis en este estudio es diferente a la que utilizamos en este estudio, los
resultados que obtuvieron, al igual que los nuestros, corroboran que hay un aumento de la
pérdida 0sea en periodontitis. En su caso se puede explicar debido al rol que tiene P.
gingivallis en modificar el microbioma subgingival, de manera que participa y promueve la
patogénesis de la periodontitis, en nuestro caso es atribuible al acumulo bacteriano

(Hajishengallis y cols., 2011).

En un estudio de Abusleme del afio 2013 (Abusleme y cols., 2013), donde se recolectan
muestras de pacientes diagnosticados con periodontitis crénica y pacientes sanos, para
luego cuantificar a través de PCR en tiempo real para el gen 16S ADN ribosomal, la carga
bacteriana de géneros especificos y la carga bacteriana total, se demuestra que existe un
aumento de la carga bacteriana total entre pacientes sanos y con periodontitis, este es un
dato de relevancia porque se corrobora que existe este aumento en la carga bacteriana en
periodontitis, esta vez en humanos, ademas en este caso si se realizd la cuantificacién a
través de PCR en tiempo real, al igual que en este trabajo, sin embargo al ser un estudio en
humanos es de mayor dificultad la obtencion de muestras y tampoco se puede intervenir al
paciente para la obtencién de datos sobre la dinamica del aumento de la carga bacteriana
total en diferentes tiempos experimentales durante la transicion de salud a enfermedad
(Abusleme y cols., 2013).

Por otra parte, en el estudio de Abe y Hajishengallis del afio 2013 (Abe y Hajishengallis.,
2013), en el cual se utiliza el modelo de periodontitis inducida por ligadura en ratones y se
recolecta la muestra en los siguientes tiempos experimentales: 1, 3, 5 y 8 dias, observaron
un aumento en la carga bacteriana total cultivable, la cual tiene su punto mas alto en el dia 5.
Estos resultados se asemejan de gran manera a los obtenidos por nosotros, se utilizé el

mismo modelo experimental (Periodontitis inducida por ligadura) y utilizaron tiempos
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experimentales que reflejan lo que sucede en el transcurso desde salud a enfermedad.
Nosotros quisimos ahondar un poco mas en lo que sucede durante esta transicion, por lo que
utilizamos tiempos experimentales similares, siendo la mayor diferencia el que nosotros
agregamos el tiempo basal (2 hrs), por lo que se generan datos desde tiempos anteriores.
Otro punto importante es nuevamente el método de cuantificacion, Abe y Hajishengallis
utilizaron el cultivo microbiologico clasico (en condiciones de anaerobiosis), la limitacion de
esto es que solo se van a cuantificar las bacterias que crecen bajo estas condiciones,
ademas ellos hablan de las dificultades técnicas que tiene el hecho de cuantificar de esta
manera, por otro lado, nosotros utilizamos el PCR en tiempo real que nos da acceso a datos
mMAas precisos, no obstante se llega a resultados muy similares, siendo el dia 5 en el cual nos
encontramos con una mayor carga bacteriana. En este mismo estudio se evalGa pérdida
O0sea en los mismos tiempos experimentales mencionados anteriormente y observan que
aumenta conforme pasa el tiempo, lo cual se condice con nuestros resultados. Lo particular
de este estudio es que sienta un poco las bases respecto al modelo de periodontitis inducido
por ligadura, ellos determinan que como el hueso alveolar vestibular es mas delgado en la
zona apical que en la zona marginal, después del dia 7, se generan defectos 6seos como
fenestraciones, que pueden generar colapsos, generando la falsa impresion de resorcion
0sea, lo que dificulta las mediciones, lo que justifica que nuestros tiempos experimentales
llegan hasta el dia 7, ademas identifican 6 sitios que si son confiables para la medicion de
pérdida 6sea y son los que se usaron en este trabajo para la obtencion de datos, que se
detallan en la seccion de materiales y métodos. Por otro lado, hacen alusion a la relacion que
hay entre carga bacteriana total y pérdida ésea, realizaron un tratamiento antibiético en
ratones ligados y vieron que esto inhibia la pérdida ésea de manera significativa, esto se
puede explicar por la importancia que tiene el aumento de la carga bacteriana para la
patogénesis de la enfermedad, sin embargo, no se realizan analisis estadisticos que
correlacionen ambas variables, por o que nosotros comprobamos que efectivamente existe
una correlacion positiva entre el aumento de la carga bacteriana total y la pérdida 6sea en el

transcurso de periodontitis experimental. (Abe y Hajishengallis., 2013).
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También podemos comparar nuestros resultados con el estudio de Tsukasaki y cols del afio
2018 (Tsukasaki y cols., 2018), en el cual se usa el modelo de periodontitis inducida por
ligadura en raton y se recolecta la muestra al dia 10, se determina carga bacteriana total
mediante PCR en tiempo real y se compara entre el grupo intervenido (Il-172 ) y el grupo
control (WT), con el objetivo de conocer el papel de los linfocitos THl7 en cuanto a su
respuesta antimicrobiana y en la regulacion de la resorcion 6sea mediada por osteoclastos.
Se observo una mayor carga bacteriana total en el grupo intervenido en comparacion con el
grupo control. Lo interesante de este estudio es que utiliza el mismo modelo experimental
(Periodontitis inducida por ligadura) y también realiza la cuantificacibon mediante PCR en
tiempo real, sin embargo, el objetivo del estudio es distinto al nuestro, ademéas se muestran
solo los datos obtenidos a los 10 dias post colocaciéon de la ligadura, no habiendo
informacién para comparar el grupo control (WT) en un tiempo basal en comparacion con el
dia 10. Otra diferencia relevante a considerar es que ellos utilizaron la sonda SYBR Green, la
cual es inespecifica debido a que emite fluorescencia al encontrarse dentro de una doble
hebra de ADN y nosotros utilizamos sondas Tagman personalizadas, la cual emite

fluorescencia solo cuando ocurre la polimerizacion.

Por otro lado, ellos también evallan pérdida 6sea de manera similar a lo que se muestra en
este trabajo, a través de la resta entre la distancia LAC — COA del grupo ligado menos el
grupo no ligado, en este caso ellos ven que al inhibir las células Th17 se encuentran con una
disminucién de la pérdida Osea, esto se debe al papel que tienen estas células en la
respuesta inmune del hospedero, participando en el proceso inflamatorio que posteriormente

se traduce en pérdida 6sea.(Tsukasaki y cols., 2018).

Por dltimo, hay un estudio de Dutzan y cols (Dutzan y cols., 2018), en el que se quiere
conocer mas sobre el rol de las células Th17, que son un subtipo de linfocitos T CD4, cuando
nos encontramos ante un microbioma disbiético, se observa que existe un aumento en el
numero de linfocitos Th17, el cual es dependiente de IL-6 e IL-23, se observa también que la
inhibicion de las células Th17 genera disminucion de la inflamacién periodontal y disminucion

en la pérdida 6sea, por lo que se preguntan si esta inhibicion también nos llevaria a una

23



disminucién en la carga bacteriana total en combinacion con antibioticos. Observan que
existe una mayor carga bacteriana total en los ratones a los que se les aplicé el modelo de
periodontitis inducida por ligadura en comparacion con el grupo control, también se observa
que en el grupo de los ratones a los cuales se les indujo periodontitis y ademas se utilizaron
antibidticos de amplio espectro en combinacién con neomicina, disminuye significativamente
la carga bacteriana total. En este mismo contexto observan que la pérdida 6sea es mayor en
el grupo al cual se le induce periodontitis en comparacién con el grupo control, y también se
ve que el uso de antibiéticos disminuye la pérdida 6sea. Si bien el objetivo de este estudio es
diferente al nuestro, se utilizé el mismo modelo experimental, y se cuantificO la carga
bacteriana de la misma manera que lo hicimos nosotros. De estos resultados también se
desprende el hecho de que se necesita en primera instancia una acumulacién bacteriana
para que se desarrolle esta pérdida 6sea inflamatoria, ademéas nos indica que este acumulo
bacteriano tiene relacién con la pérdida 6sea, lo cual coincide con los resultados obtenidos

en el presente trabajo (Dutzan y cols., 2018).

En nuestro estudio se observé que la carga bacteriana total precede la pérdida 6sea, lo que,
sumado a la correlacién positiva entre carga bacteriana total y pérdida 6sea, confirman el
antecedente ya conocido que dice que la periodontitis es una enfermedad que depende en
gran medida de la microbiota presente en estrecha relacién con en los tejidos periodontales
(Socransky y Haffajee., 2005; Kornman., 2008).

Por lo tanto, el uso de técnicas de biologia molecular y tiempos experimentales diferentes
nos permiten describir de manera mas precisa y exacta la dindmica del aumento en la carga
bacteriana total, el hecho de que el aumento en la carga bacteriana total sea temprano y
sostenido es un dato relevante ya que como dijimos anteriormente este aumento precede a
la pérdida O0sea. En el contexto clinico sabemos que ademas se puede controlar la
acumulacion bacteriana mediante una buena técnica de higiene y controles periédicos con el
profesional (Chapple y cols., 2015) y si se controla este factor microbiano, vamos a estar
previniendo de igual manera la pérdida de hueso alveolar. Este conocimiento viene a reforzar

el fundamento de medidas actualmente aplicadas en el ambito de promocién y prevencion en
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salud, ya que si se sientan buenas bases de prevencion se podria evitar el desarrollo de
periodontitis.

Llevando nuestros hallazgos a la practica clinica, en la que se puede educar de mejor
manera a los pacientes respecto a el desarrollo de periodontitis, sabiendo que existen
cambios tempranos en el microbioma y la carga bacteriana total que influyen en el desarrollo
de la enfermedad, recalcando la importancia de la prevencién y promocion en salud para
evitar que la enfermedad se desarrolle, lo que también a futuro puede llegar a influir en la

toma de decisiones respecto al tratamiento de la periodontitis.
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8) CONCLUSIONES:

En conclusion, hemos cuantificado la biomasa del microbioma subgingival durante el
transcurso de periodontitis experimental a través de ensayos PCR en tiempo real.
Analizamos la pérdida 6sea y determinamos la correlacion que existe entre ambos factores,
esto nos permite una comprension mas profunda de lo que sucede en el microbioma
subgingival en la transicion de salud a enfermedad.

El aumento temprano y sostenido de la carga bacteriana total que precede a el aumento de
la pérdida 6sea, sumado a su correlacion positiva con esta, también nos confirma que la
carga bacteriana es esencial en la patogénesis de periodontitis y se relaciona de forma
directa con la severidad de esta.

Por otra parte, podemos avalar el uso del modelo de periodontitis inducido por ligadura, el
cual nos permite la obtencién de muestras en distintos puntos de tiempo para ser analizados
mediante cultivos 0 en nuestro caso, técnicas de biologia molecular como el PCR en tiempo
real, ademas el uso de PCR en tiempo real es idoéneo para cuantificar la carga bacteriana
total, utilizando el gen 16S ADN ribosomal, el cual se encuentra presente en todas las

especies bacterianas.
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