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1. RESUMEN

Introducciéon: Los cambios disbiéticos en las comunidades microbianas
subgingivales son esenciales para la patogénesis de la periodontitis, ya que
desencadenan la inflamacion y destruccion de los tejidos de soporte del diente. El
analisis de la transicion microbiana subgingival de salud a enfermedad es
fundamental para dilucidar la dinamica que rige este proceso critico para el
establecimiento de la periodontitis.

Materiales y Métodos: Las muestras del microbioma subgingival provienen de
experimentos realizados previamente utilizando el modelo de Periodontitis Inducida
por Ligadura en ratones C57BL/6, a partir de los cuales se recolectaron muestras
microbiolégicas de forma secuencial, para su analisis posterior. Se comenz6 con
una muestra basal tomada 2 horas después de colocada la ligadura y luego se
obtuvieron secuencialmente muestras desde el dia 1 al dia 5. Se aislo y se utiliz6
el ADN para la secuenciacion masiva del gen 16S rDNA. Dichas muestras
secuenciadas son las que han sido analizadas bioinformaticamente en la presente
tesis. Las secuencias fueron preprocesadas, y agrupadas en unidades
operacionales taxondmicas, definidas con un 3% de disimilitud. Se evaluaron las
medidas de diversidad alfa y beta. Las diferencias en la abundancia relativa se
determinaron mediante analisis LEfSE, y las diferencias en la diversidad alfa y beta
se determinaron usando ANOVA con la prueba de Dunnet y el Andlisis de varianza
molecular (AMOVA), respectivamente.

Resultados: Se observd un aumento significativo en la diversidad de las
comunidades microbianas al primer dia colocada la ligadura (post muestra basal),
manteniéndose durante todo el periodo de observacion con una magnitud similar
hasta el dia 5. Luego del tiempo basal, observamos una marcada reduccion de
Lactobacillus sp. seguido de un aumento en Enterococcus sp., acompafiado por
una sobrerrepresentacion de Bacteroides sp., que es significativa al dia 4 post
postura de la ligadura. Ademas, se observé un cambio global en la estructura
microbiana basado en las distancias Theta Yue-Clayton asociadas con la ligadura.
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Conclusiones: Los cambios disbidticos en las comunidades microbianas
subgingivales surgen rapidamente y se mantienen durante la periodontitis

experimental, lo que sugiere que una sucesion microbiana especifica subyace en

el desarrollo de la periodontitis.



2.INTRODUCCION

La disbiosis microbiana es esencial para el establecimiento de la periodontitis.
Sabemos que, en condiciones de salud periodontal, las comunidades microbianas
que colonizan el area subgingival se encuentran en equilibrio con el hospedero, sin
embargo, cuando este balance se pierde en un hospedero susceptible, comienzan
a haber cambios en estas comunidades microbianas, pudiéndose dar inicio a lo que

conocemos como periodontitis.

La periodontitis es una enfermedad de naturaleza inflamatoria que se caracteriza
por la destruccion de los tejidos de soporte del diente y por la presencia de un
microbioma subgingival disbiotico. Por lo tanto, el microbioma subgingival disbiotico

es fundamental para la patogénesis de la periodontitis.

Es sabido que hay cambios dramaticos en la cantidad, estructura y composicion de
estas comunidades microbianas durante la enfermedad,_sin embargo, la transicion
microbiana desde salud a periodontitis aun no ha sido suficientemente estudiada.
Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue:

“Caracterizar el microbioma subgingival de forma secuencial durante la periodontitis

experimental en ratén”.

Lo anterior es de suma importancia para entender si hay o no una disbiosis
progresiva del microbioma subgingival caracterizada por el aumento paulatino de
bacterias anaerobias a medida que transcurre la enfermedad durante periodontitis

experimental.

En cuanto a la metodologia del trabajo, las muestras del microbioma subgingival se
obtuvieron de experimentos previamente realizados en ratones y para esto, fue
necesario determinar los cambios en la microbiota subgingival durante la
periodontitis mediante el modelo de periodontitis inducida por ligadura. Luego se
procesaron las muestras mediante el aislamiento de ADN y secuenciacion masiva
del gen 16S rRNA y partidores que amplificaban la regiéon V4 del gen 16S rRNA.

Finalmente, se realiz6 el analisis bioinformatico (procesamiento de los datos)
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utilizando el Software mothur. Ademas, todos los graficos y analisis estadisticos
requeridos, fueron realizados utilizando los softwares R y RStudio.



3.MARCO TEORICO

Generalidades de la periodontitis

Las enfermedades periodontales se encuentran entre las enfermedades orales mas
comunes asociadas con el establecimiento de una biopelicula microbiana asociada a
la zona subgingival que desencadena una respuesta inmune e inflamatoria en el
hospedero (Eke y cols. 2012, Mayle y Chapple, 2015). La periodontitis es una
enfermedad inflamatoria oral inducida por la microbiota disbidtica local, que se
caracteriza por la destruccion de las estructuras de soporte del diente, incluida la
encia, el ligamento periodontal, el cemento y el hueso alveolar teniendo como
consecuencia clinica la pérdida de insercion periodontal (Hernandez y cols. 2011,
Dutzan y cols. 2018). En la actualidad, la periodontitis es considerada como la sexta
enfermedad mas comun en todo el mundo, con una prevalencia global del 11,2%,
afectando a aproximadamente 743 millones de personas (Tonetti y cols. 2017). En
Chile, se estima que un tercio de los adultos jovenes y dos tercios de los adultos
mayores presentan niveles de pérdida de insercion clinica severa (Gamonal y cols.
2010).

La progresion de esta enfermedad en su mayoria es lenta y puede producir movilidad
dental, pérdida de funcion masticatoria, trastornos estéticos y, en ultima instancia, si
no se trata, puede existir la pérdida del diente (Hernandez y cols. 2011). La
periodontitis representa un problema importante de salud publica que afecta la calidad
de vida, la nutricion y la salud general de los pacientes (Buset y cols. 2016, Chapple,
2014). Debido a la proximidad anatémica de la biopelicula periodontal al torrente
sanguineo gingival, los sacos periodontales pueden actuar como reservorios de
microorganismos y sus productos como mediadores inflamatorios que pueden
diseminarse a otros sitios del cuerpo humano (Paju y Scannapieco, 2007, Han y
Wang, 2013), asociandose con un mayor riesgo de varias afecciones sistémicas como
diabetes tipo 2, artritis reumatoide, aterosclerosis, cancer y resultados adversos del
embarazo (Lalla y Papapanou, 2011, Reynolds, 2014).



La microbiota como factor iniciador de la periodontitis.

La cavidad oral alberga uno de los microbiomas mas diversos del cuerpo humano,
que incluye virus, hongos, protozoos, arqueas y bacterias. Las comunidades
bacterianas que se encuentran en la boca son altamente complejas con alrededor de
1000 especies presentes (Dewhirst y cols. 2010) y se ha demostrado que es el
segundo mas complejo en el cuerpo, después del colon (Scot y cols. 2012). Debido a
esto, el microbioma oral humano es la segunda microbiota humana mas estudiada y
se han identificado aproximadamente 600 especies bacterianas (Aas y cols. 2005).
De todas las especies, el 57% tiene nombre oficial, el 13% no tiene nombre pero se
cultiva y el 30% se conoce unicamente como filotipos no cultivados (Tsute y cols.
2021).

La etiologia de la periodontitis es multifactorial, aunque depende en gran medida de
la microbiota que habita en el area subgingival (Socransky y Haffajee, 2005, Kornman,
2008). Estas comunidades bacterianas son capaces de desencadenar una respuesta
inmune local desregulada que conduce primero a la inflamacion y luego a la
destruccion del tejido mediada por el hospedero (Kinane y cols. 2017). Numerosos
estudios han establecido que se requiere una acumulacion bacteriana para que se
produzca inflamacién en el periodonto. Investigaciones clasicas, como los estudios en
humanos de gingivitis experimental realizados por LOe y colaboradores, han revelado
que la reduccién de la carga microbiana a través del tratamiento periodontal es capaz
de resolver la inflamacién local (Loe y cols. 1965). Por lo tanto, la microbiota

subgingival es un factor clave para el inicio de la enfermedad periodontal.

Las diferencias entre las comunidades relacionadas con la salud y la enfermedad
también son de naturaleza cualitativa, siendo los cambios en la estructura de la
comunidad el principal factor asociado con la progresion de la enfermedad (Tanner y
cols. 1979, Tanner y cols 1998). Asi, se ha demostrado que las comunidades
microbianas asociadas a enfermedad son mas diversas que las comunidades
asociadas a salud con especies especificas que muestran prevalencia y abundancia
variables de acuerdo con el estado de salud gingival (Colombo y cols. 2009,
Socransky y cols. 1998). Ademas, las diferencias en la estructura de la comunidad

entre los sitios sanos y los afectados periodontalmente no solo son evidentes a nivel
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de especie, sino también a nivel de cepa, con algunos genotipos especificos de
especies individuales que muestran una prevalencia diferente en sujetos con salud y

enfermedad periodontal (Amano y cols. 2004, Haubek, 2001).

A medida que avanza la enfermedad (pérdida de insercion y profundidad del saco), la
microbiota disbiotica de transicidn se altera aun mas por un aumento en la abundancia
de especies predominantemente asociadas a la enfermedad, particularmente en la
base del saco periodontal, lo que resulta en una infeccion sinérgica polimicrobiana
oportunista (Van Dyke y cols. 2020). Las bacterias asociadas a la enfermedad son un
componente muy pequefio de la microbiota subgingival en la salud y aumentan
significativamente con el desarrollo de los sacos periodontales y periodontitis (Kirst y
cols, 2015, Riep y cols. 2009). Estas comunidades organizadas como biopeliculas
subgingivales habitan un nicho ambiental complejo; aprovechan las superficies
radiculares duras y estan sujetos a la afluencia permanente de fluido crevicular
gingival (FCG), que contiene macromoléculas derivadas del hospedero que sirven
como nutrientes para la comunidad, pero también células inmunes y otros mediadores
(Keijser y cols. 2008).

Las bacterias de la biopelicula estan incluidas en una matriz extracelular compuesta
por exopolisacaridos, proteinas y ADN extracelular. La formacion de biopeliculas
subgingivales y su adaptacion continua a las condiciones ambientales cambiantes se
rige por un equilibrio dinamico entre los microorganismos, la respuesta inmune del
hospedero celular y humoral, y una multitud de productos anabdlicos y catabdlicos y
factores de sefalizacion producidos tanto por la microbiota como por los tejidos
periodontales (Listgarten, 2000).

Las ecologias microbianas complejas se definen por todas las interacciones mutuas
que determinan la abundancia, localizacion y actividades de sus miembros (Amann,
2000). La biopelicula subgingival muestra una estratificacion desde la superficie de la
raiz hacia el revestimiento del epitelio. Las capas basales, intermedias, superiores y
externas parecen proporcionar una estructura general de la biopelicula con las
especies correspondientes asociadas con cada capa (Amann, 2000). Ademas, estas
biopeliculas microbianas son comunidades dinamicas expuestas a un entorno en

constante cambio. Por lo tanto, la arquitectura delineada de la biopelicula subgingival
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no debe verse como una estructura rigida, sino mas bien como un consorcio en
constante cambio que esta influenciado por el crecimiento bacteriano, la adhesion y
el desprendimiento de los microorganismos a la biopelicula, la respuesta inmune
inflamatoria del hospedero, las medidas de higiene oral del hospedero y las
condiciones nutricionales definidas por el nicho ecolégico. Ademas, esta microbiota
asociada a la periodontitis aumenta en biomasa con el aumento de la inflamacion
periodontal. Por lo tanto, el crecimiento selectivo de estos patobiontes inflamatorios
puede perpetuar la inflamacién periodontal, lo que resulta en un circulo vicioso para
la progresion de la enfermedad, donde la disbiosis y la inflamacion se refuerzan
mutuamente (Bartold y Van Dyke, 2017).

Las bacterias orales varian ampliamente en su sensibilidad al oxigeno, existiendo
relativamente pocas especies de anaerobios obligados en la boca. Curiosamente, se
ha demostrado que los miembros de la comunidad bacteriana oral pueden cooperar
para protegerse mutuamente del estrés atmosférico (Bradshaw, 1996). Las
comunidades microbianas asociadas con la salud periodontal estan dominadas por
bacterias Gram positivo facultativas como Streptococcus spp., Rothia spp. y
Actinomyces spp. Durante el inicio de la gingivitis, las bacterias dominantes en la
microbiota subgingival cambian gradualmente de Streptococcus spp. a
Capnocytophaga spp., Campylobacter spp., Eikenella spp., Fusobacterium spp. y
Prevotella spp. (Moore y cols. 1987, Zaura y cols. 2009, Trombelli y cols. 2013). En
contraste, las comunidades asociadas con periodontitis se han caracterizado por un
enriquecimiento de bacterias anaerobias, principalmente de especies Gram negativo
(Silva y cols. 2015, Socransky y Haffajee, 2005). Entre estas ultimas, Porphyromonas
gingivalis, Tannerella forsythia y Treponema denticola, se han considerado
clasicamente como agentes etiologicos de periodontitis debido a su potencial
patogénico y asociacion con la enfermedad (Socransky y cols. 1998). Debe haber una
razon para la extrema diversidad y variabilidad dentro de las especies desde salud a
enfermedad. Presumiblemente, esta diversidad brinda versatilidad a la comunidad y

la capacidad de responder a las tensiones ambientales de la manera mas adecuada.
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Alteraciones de la ecologia subgingival y su influencia en las comunidades

microbianas.

La relacion del microbioma periodontal con el desarrollo de periodontitis es compleja.
De los analisis de microbioma de muestras de placa tomadas de sitios sanos, de
gingivitis y de periodontitis temprana, sabemos que las bacterias asociadas con el
inicio de la enfermedad son en gran medida comensales y que los "supuestos
patdégenos o patobiontes" que se han asociado con la enfermedad en una etapa
posterior son componentes menores de la biopelicula en esta etapa temprana (Kirst
y cols. 2015). El cambio a un microbioma disbiético se debe en gran parte a un exceso
de bacterias con mayor potencial patogénico, inflamacion persistente y a la formacion
de sacos periodontales que cambia el ambiente de crecimiento bacteriano. Esto se
reconocidé por primera vez a principios de la década de 1990 como la hipétesis de la
placa ecologica (Marsh, 1994). En esta hipotesis, el ambiente subgingival ejerce una
presion selectiva que cambia la composicion microbiana especifica que conduce el

cambio de salud a enfermedad.

El nexo entre la inflamacion periodontal y la biopelicula en el surco gingival es
fundamental para comprender la patogénesis de la periodontitis. La presencia de
respuestas inflamatorias exageradas del hospedero que conducen a la pérdida de
insercion periodontal es la caracteristica principal de la periodontitis (Hernandez y
cols. 2011). Esta destruccion de tejido mediada por el hospedero y su interaccion con
la microbiota provoca cambios significativos en el entorno periodontal tales como: la
generacion de varios subproductos de destruccion tisular, el aumento del flujo de FCG
(un exudado a base de suero), la disminucion de la tensidon de oxigeno, elevacién del
pH local y la temperatura (Marsh, 2003). Estas alteraciones ecoldgicas impactan la
microbiota subgingival y pueden actuar como determinantes que impulsan las
sucesiones microbianas que terminan en el establecimiento de comunidades
disbidticas, enriquecidas en aquellas especies cuyo crecimiento es favorecido en
condiciones de inflamacién. Por lo tanto, se ha propuesto que las comunidades
asociadas con la periodontitis son "inflamofilicas", ya que participan en un ciclo vicioso
en donde estas comunidades disbitticas florecen y, a su vez, gatillan y perpetuan
destruccidon inflamatoria de los tejidos periodontales (Eskan y cols. 2012,
Hajishengallis, 2014). En concordancia con esta teoria, nuestro grupo de investigacion
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ha reportado un aumento significativo de la biomasa bacteriana en sitios inflamados
(con sangrado al sondaje) de pacientes con periodontitis (Abusleme y cols. 2013).
Podemos establecer entonces que las comunidades microbianas en el contexto de
periodontitis se ven influenciadas por la inflamacién, pero aun no se sabe con
precision como van cambiando a medida que se comienza a generar la pérdida de
hueso alveolar. Estudios clinicos que se han enfocado en el microbioma periodontal
asociado a salud, gingivitis y periodontitis, demuestran que existe una composicion
microbiana caracteristica de cada estado y que probablemente hay una transicion
microbiana que guia el enriquecimiento de especies asociadas con periodontitis (Diaz
y cols. 2016). Sin embargo, por razones éticas y experimentales, la transicion
microbiana entre salud y periodontitis no ha sido estudiada de forma controlada,

considerando al paciente como unidad de observacion.

Técnicas de secuenciacion masivay su aporte al entendimiento del microbioma

subgingival.

La investigacion que compara la microbiota subgingival en diferentes condiciones
periodontales se ha llevado a cabo utilizando diversas técnicas moleculares
basadas en genes bacterianos conservados. El gen mas comunmente utilizado
para este propdsito ha sido el que codifica la subunidad ribosomal 16S (Pace y cols.
1986). El 16S rRNA en si mismo puede aislarse directamente y secuenciarse (Ward
y cols. 1990), pero mas tipicamente el gen que codifica el 16S rDNA se amplifica por
PCR utilizando partidores "universales" dirigidos a las regiones ultraconservadas del
gen. Se ha demostrado que las comparaciones de secuencias de rRNA son utiles
para establecer la identidad de la especie, y una similitud de secuencia del 97% en
toda la longitud del gen 16S rDNA se usa comunmente como el limite para definir una
especie (Kilian y cols. 2008, Christenseny cols. 1998), en donde se usan los términos
"filotipo" o unidad taxondmica operativa (OTU), en lugar de especies, para indicar un
grupo de organismos que comparten un cierto nivel de similitud en su secuencia de
del gen 16S rDNA (Schloss, 2010).

Con el advenimiento de las técnicas de secuenciacion de ultima generacion para la
caracterizacion microbiana, como por ejemplo la secuenciacién masiva basada en el

gen 16S rRNA, se ha proporcionado una descripcion mas completa del microbioma
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periodontal. Este avance nos ha permitido apreciar con mucha mejor resolucion los
cambios microbianos asociados con la periodontitis y ha revelado que son mas

complejos de lo que se pensaba previamente (Diaz y cols. 2016).

Estudios clasicos que evaluan la evolucion de la microbiota asociada al margen
gingival durante la abstencion de la higiene oral muestra un cambio desde el
predominio de cocaceas Gram positivo durante los primeros dias de acumulacién
de placa, a un aumento de los morfotipos Gram negativo, incluidos bacilos, formas
filamentosas y las espiroquetas después de dos o tres semanas (Mira-Pascual y
cols. 2015, Darveau y cols. 1998) correlacionando estos cambios con la aparicién
de signos clinicos de gingivitis. Estudios recientes que utilizan la técnica de
secuenciacion de ultima generacion basada en los genes 16S rDNA junto con
modelos experimentales de acumulacion de placa concuerdan con los estudios de
cultivo clasicos, pero definen, con mayor precision, la taxonomia molecular de los
cambios durante el inicio de la gingivitis (Mira-Pascual y cols. 2015, Mira y cols.
2017). ElI microbioma se vuelve mas complejo durante gingivitis con el
enriquecimiento de una gran variedad de taxones, de acuerdo con un aumento en

la diversidad segun lo informado por la secuenciacion masiva (Huang y cols. 2014).

La secuenciacion de ultima generacion del gen 16S rDNA ha permitido una vision
amplia del microbioma subgingival proporcionando una mejor comprension de los
cambios asociados con el desarrollo de periodontitis. El uso de estos enfoques de
secuenciacion masiva, nos ha permitido evidenciar que la periodontitis se asocia con
la presencia de comunidades polimicrobianas disbioticas en el area subgingival
(Griffen y cols. 2012, Abusleme y cols. 2013, Kolenbrander y cols. 1998).

Modelo experimental de periodontitis inducida por ligadura.

Los modelos animales y los cultivos celulares han aportado nuevos conocimientos
en ciencias bioldgicas, incluida la periodoncia. No obstante, las células cultivadas
se pueden usar para estudiar los procesos fisioldégicos que ocurren durante la
patogénesis de la periodontitis, la respuesta compleja del hospedero
fundamentalmente responsable de esta enfermedad no se puede reproducir in vitro.

Entre el reino animal, se han utilizado roedores, conejos, cerdos, perros y primates
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para modelar la periodontitis humana, cada uno con sus ventajas y desventajas
(Helieh y Puleo, 2011).

Los modelos experimentales para la periodontitis en ratones han sido muy
beneficiosos e importantes para examinar varias hipotesis bioldgicas en
complicaciones fisioldgicas y reproducir las caracteristicas radiograficas, clinicas,
moleculares e histoldgicas de la periodontitis humana (Anbinder y cols. 2016,
Cavagni y cols. 2016). Los modelos animales de enfermedad periodontal permiten
estudiar los mecanismos celulares y moleculares, asi como los mediadores
bioldgicos involucrados durante el establecimiento y la progresidn de la enfermedad
y proporcionan informacion valiosa sobre las interacciones hospedero-
microorganismo y la inflamacion (Anbinder y cols. 2016; Cavagni y cols. 2016). En
este punto, el modelo de periodontitis inducida por ligadura (PIL) se ha utilizado con
frecuencia en la investigacion periodontal debido a la participacion de bacterias
comensales nativas en especies animales con caracteristicas de virulencia
distintas, incluidas toxinas, patrones moleculares asociados a patdégenos vy
productos del metabolismo microbiano (Souza y cols. 2011). La periodontitis
comunmente se ha inducido al colocar una ligadura retentiva de placa bacteriana
en el surco gingival alrededor de los dientes molares. Los estudios con roedores
han provocado la enfermedad mediante la colocacién de ligaduras en el surco
gingival alrededor de los dientes molares al aumentar la acumulacion de
biopeliculas, interrumpir el epitelio gingival, inducir la osteoclastogénesis y la
pérdida 6sea (Cai y cols. 2008).

El modelo experimental de PIL es de gran utilidad, ya que la enfermedad puede
iniciarse en un momento conocido desencadenando una secuencia de eventos que
culminan en la pérdida de hueso alveolar en pocos dias (Bezerra y cols. 2000; Li y
Amar, 2007; Graves y cols. 2008; Abe y cols. 2012). El procedimiento técnico
implica la colocacion de ligaduras (generalmente de seda o algodon) alrededor de
los dientes posteriores (Assuma y cols. 1998; Oz y Puleo, 2011). Se postula que
las ligaduras facilitan la acumulacién local de bacterias y, por lo tanto, mejoran la
inflamacion mediada por bacterias y la pérdida 6sea (Graves y cols. 2008). La

colocacién de una ligadura en el segundo molar facilita la acumulacion local de
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bacterias y, por lo tanto, induce la inflamaciéon mediada por la microbiota que se
torna disbidtica y termina por producir pérdida ésea (Graves y cols. 2008). Una
ventaja relevante del modelo PIL para el estudio de la microbiota, es que permite la
evaluacion directa de las comunidades microbianas que se acumulan en la ligadura,
la cual puede removerse y analizarse facilmente ofreciendo la posibilidad de estudiar
la microbiota asociada a periodontitis de forma secuencial y dinamica, a medida que

progresa la pérdida 6sea (Abe y Hajishengallis. 2013).

Através de la utilizacion de este modelo, se ha definido que a los 5 dias de colocacion
de la ligadura ocurren cambios marcados en la composicion y estructura de la
microbiota en comparacion al estado basal (sin ligadura), ademas de una pérdida de
hueso alveolar significativa (Dutzan y cols. 2018, Tsukasaki y cols. 2018). A pesar de
su etiologia multifactorial, la periodontitis humana representa fundamentalmente la
interrupcion de la homeostasis del tejido periodontal (Darveau, 2010). En este
sentido, la colocacion de ligaduras en efecto interrumpe la homeostasis periodontal
(al facilitar una fuerte acumulacién local de bacterias). Por otro lado, la eliminacion
de las ligaduras (por ejemplo, en el dia 5) puede causar una transicion a la fase de
resoluciéon. Al analizar el microbioma asociado a la ligadura después de los 5 dias
de PIL, se evidencia un cambio dramatico en la composicion de dichas
comunidades, en donde se observa un predominio en algunos casos de
Enterobacterias (fundamentalmente Klebsiella sp. y Enterobacter sp.) y en otros
estudios de Enterococcus sp. y Pseudomonas sp. (Kitamoto y cols., 2020, Dutzan
et al. 2018). Ademas de estas especies dominantes, Dutzan y cols. también
observaron un aumento de especies bacterianas anaerobias, pertenecientes a las
familias Porphyromonadaceae, Lachnospiraceae y Erysipelotrichaceae., entre otros
taxones (Dutzan y cols. 2018). Sin embargo, aun no existen estudios que analicen
como van cambiando paulatinamente dichas comunidades desde salud (antes de
poner la ligadura) a periodontitis (5 dias post ligadura). Este analisis es de gran
relevancia para comprender de mejor manera uno de los aspectos mas importantes
en la patogenesis de la periodontitis, que se refiere a como ocurren las sucesiones
microbianas durante el establecimiento de las comunidades disbitticas caracteristicas

de esta enfermedad.
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4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

4.1 HIPOTESIS.

Tomando en consideracion los antecedentes que documentan cambios profundos
en las comunidades asociadas a periodontitis experimental, proponemos la

siguiente hipdtesis:

“Existe una disbiosis progresiva del microbioma subgingival caracterizada por el
aumento paulatino de bacterias anaerobias a medida que ocurre la pérdida de

hueso alveolar durante periodontitis experimental”.

4.2 OBJETIVO GENERAL.

Caracterizar secuencialmente los cambios que ocurren en el microbioma subgingival

durante periodontitis experimental.

4.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS.
1. Evaluar la diversidad del microbioma subgingival durante periodontitis
experimental.

2. Evaluar los cambios en la estructura del microbioma subgingival durante

periodontitis experimental.

3. Evaluar los cambios en la abundancia relativa de especies bacterianas del

microbioma subgingival durante periodontitis experimental.
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5. METODOLOGIA

El desarrollo de esta tesis cuenta con el financiamiento y apoyo del Proyecto
FONDECYT de Iniciacion N°11180505 (Ver Anexo 1).

Animales y modelo experimental de Periodontitis Inducida por Ligadura

Las muestras de microbioma subgingival que se analizaron en esta tesis, provienen
de experimentos que fueron previamente realizados en ratones de la cepa C57BL6.
Para determinar los cambios en la microbiota subgingival durante periodontitis, se
utilizé un modelo murino de periodontitis inducida por ligadura (Abe y Hajishengallis,
2013). Como se menciond anteriormente, en el modelo de PIL, la colocacion
atraumatica de una sutura de seda (ligadura) alrededor del segundo diente molar
conduce a la acumulacion local de bacterias y a la inflamacién gingival, seguida de
la destruccion del hueso alveolar que es medible desde el quinto dia (Figura 1). Se
procedio entonces a la recoleccion secuencial de muestras microbiologicas para su
analisis posterior, comenzando con una muestra basal (antes de la colocacion de
las ligaduras) y a los dias 1, 2, 3, 4 y 5 post-colocacion de la ligadura. Es importante
sefalar que estos experimentos se realizaron con la aprobacion del NIDCR Animal
Care and Use Committee (ACUC) (de los National Institutes of Health, Estados
Unidos), en el marco del ASP 16-804 (Protocolo de trabajo con animales de la

misma institucion).
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Figura 1. Modelo de periodontitis inducido por ligadura. Colocacién
atraumatica de una sutura de seda (ligadura) alrededor del segundo molar que
lleva a la acumulacion local de bacterias, inflamacién gingival y finalmente a la

destruccion del hueso alveolar medible desde el quinto dia. Dutzan y cols., 2018.

Extraccion de ADN y secuenciacion basada en el gen 16S rDNA

Estos procedimientos experimentales también han sido realizados con anterioridad,
de manera que las secuencias bacterianas de cada muestra ya se encontraban
disponibles para su analisis bioinformatico, el cual fue realizado en la presente
Tesis. Brevemente, para el aislamiento de DNA se utilizé6 una version modificada
del protocolo de extraccion del DNeasy Tissue and Blood Kit (Qiagen) descrito en
detalle en Abusleme y cols. (Abusleme y cols. 2017). Para la secuenciacion masiva
del gen 16S rRNA, se utilizé la plataforma MiSeq (lllumina) y partidores que
amplificaban la region V4 del gen 16S rRNA, como ha sido descrito en Dutzan y
cols. (Dutzan y cols. 2018).

Analisis Bioinformatico

a) Pre-procesamiento de las secuencias

Para el procesamiento bioinformatico de los datos se utilizé el software mothur
(http://www.mothur.org) (Schloss y cols. 2009). En primer lugar, las secuencias
correspondientes a cada muestra, fueron ensambladas en contigs. En el siguiente

paso, se eliminaron los partidores, las secuencias espaciadoras y las secuencias
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indices que diferenciaban a cada muestra. Después se procedié a filtrar los contigs
de acuerdo a su tamafio (incluyendo sélo secuencias que tengan desde 200 hasta
400 pares de bases, bp) y a la presencia de ambigiedades en las secuencias (no
se admitieron asignaciones de bases ambiguas). Los pasos siguientes del pre-
procesamiento, utilizaron el protocolo estandar establecido
(https://mothur.org/wiki/miseq_sop/) (Kozich y cols. 2013), que sera detallado a

continuacion. Para facilitar el analisis en términos de la capacidad computacional
requerida, se utiliz6 el comando unique.seqs, para trabajar solo con aquellas
secuencias unicas lo que facilita la siguiente etapa de alineamiento. En el paso
siguiente se procedio a alinear las secuencias utilizando como base los archivos de
referencia SILVA, que sera ajustado a la region de interés (region variable V4 del
gen 16S rDNA). Posteriormente, se procedio a filtrar el alineamiento, a re-agrupar
las secuencias permitiendo pocas diferencias entre ellas (usando el comando
pre.cluster) y a eliminar las secuencias quiméricas, utilizando el algoritmo
VSEARCH, (Rognes y cols. 2016). Para la asignacion de la identidad taxondmica,
las secuencias fueron clasificadas utilizando la ultima version implementada en
mothur del Ribosomal Database Project (RDP) classifier (Wang et al., 2007) con un
cutoff=80.

b) Determinacion de Unidades Operacionales Taxonémicas

Para llevar a cabo estos analisis, las secuencias fueron agrupadas en OTUs
utilizando un criterio de similitud del 97%. Cada OTU fue clasificada
taxonomicamente hasta el nivel de género, basado en la taxonomia de consenso
usando el parametro estandar (51%). Para mejorar la resolucion taxonoémica, la
secuencia representativa de cada OTU fue comparada a través de BLAST
utilizando la base de datos NCBI 16S rRNA y si se alcanzé un nivel mayor a 97%
de similitud y cobertura, la especie encontrada fue reportada entre paréntesis, como
parte del nombre de cada OTU.
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c) Calculo de abundancia relativa

Para determinar la abundancia relativa se utilizé el comando get.relabund el cual

calcula la abundancia de cada OTU en una muestra.

d) Analisis de a-diversidad

Para estos analisis, primero se procedioé a normalizar el numero de secuencias por
muestra a considerar, seguido del calculo de los parametros de a-diversidad, que
incluyeron el indice de diversidad de Shannon (version no paramétrica) y
estimadores de riqueza (numero de OTUs detectados por muestra).

e) Analisis de B-diversidad

Primero se calculé una matriz de distancias a nivel de OTUs basada en el Yue and
Clayton Theta Similarity coeficient, el cual es una medida utilizada para evaluar la
estructura de las comunidades microbianas. Esta matriz se visualizd utilizando

analisis de coordenadas principales “PCoA” (Principal Coordinates Analysis).

f) Analisis estadisticos y visualizacion de los datos

Para la comparacion de diversidad entre muestras, se analizo la distribucion de los
datos (normal, no normal) utilizado el software RStudio y las pruebas de Anderson-
Darling, Pearson chi-square y Shapiro-Wilk, de acuerdo con eso se elegi6 el analisis
de varianza (ANOVA) para determinar si las diferencias eran estadisticamente
significativas. Para la comparacion de la estructura de las comunidades, la
separacion estadisticamente significativa de las muestras se analizé con el test de
AMOVA (Analysis of Molecular Variance), como se encuentra implementado en
mothur. Para la comparacion de la abundancia relativa de OTUs, se utilizé el
método de LEfSe (Segata y cols. 2011). Este ultimo es un algoritmo para
biomarcadores que identifica las caracteristicas gendémicas (de genotipos, vias de
sefializacion o especies microbianas) que permite determinar las diferencias
estadisticas entre dos 0 mas condiciones bioldgicas. Todos los graficos y otros
analisis estadisticos requeridos, fueron realizados utilizando los softwares R vy
RStudio.
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6. RESULTADOS

En la tabla 1 se observa el numero total de secuencias inicial previo al pre
procesamiento de los datos siendo un total de 2.439.649 secuencias. También se
encuentra el numero total de secuencias final post procesamiento de los datos

siendo un total de 1.735.730 secuencias.

El promedio de las secuencias totales con las que se trabajé para la determinacion
de unidades operacionales taxonomicas fue de 59.994 + 90.363 secuencias.
Finalmente, se observa el numero de secuencias determinado para la
normalizacion de los datos siendo un total de 34.750 por muestra. Es importante
sefalar que en este paso se eliminaron tres muestras basales debido a que la
primera muestra no se pudo tomar, la segunda muestra se eliminé debido a que
tenia un numero de secuencias muy baja (eliminada de forma automatica por el
programa) y por ultimo, se elimind una tercera muestra debido a que no se
comportaba de igual forma a las demas muestras comparando todos los datos. Es
importante la normalizacion o estandarizacion en el numero de secuencias que hay
en cada muestra porque al analizar la diversidad se necesita que todas las muestras

tengan el mismo numero de secuencias.

Tabla 1: Tabla resumen. Numero de secuencias durante el Pre-procesamiento de

datos.

N° total de | N° total de | Promedio de | N° de secuencias

secuencias | secuencias final | secuencias por | para

inicial (Post muestra £ D S* normalizacién
procesamiento) (Sub.Sample)
2.439.649 1.735.730 59.994 + 90.363 34.750

*D S: desviacion estandar.

De acuerdo a lo obtenido, podemos ver el aumento en diversidad (Grafico 1) y
numero de especies detectadas (Grafico 2) asociados al establecimiento de la
periodontitis. En el grafico 1 se muestra la comparacion de diversidad entre las
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muestras basal y las obtenidas entre los dias 1 y 5, es decir, diferencias en la
cantidad y abundancia relativa de las OTUs presentes en cada muestra
relacionados con alfa diversidad (parametros que vemos al interior de cada
muestra). Se utilizd el indice de Shannon en su versién no paramétrica, ya que al
realizar el test estadistico de comparaciones multiples ANOVA, se observa que es
estadisticamente significativo  (P<0.001). Podemos ver un aumento
estadisticamente significativo de la diversidad cuando se comparan las muestras
del dia 1 al dia 5 con el basal, donde la diversidad aumenta significativamente
desde el dia 1 y conforme van pasando los dias hasta el dia 5. Se observa una
tendencia a la estabilizacién desde el dia 3 al término del tiempo experimental.
Ademas, para determinar la diversidad de las muestras (riqueza de las especies),
se obtuvo el numero de OTUs por muestra para cada grupo (Grafico 2), donde
podemos observar que aumenta conforme van pasando los dias desde el dia 1 al
dia 3, sin embargo, en el dia 4 y 5 se aprecia una reduccion del numero de OTUs

* * % * * %k * %k %k
@
O
=C00== §
! ;
Y o

‘ P <0.001, ANOVA y Dunnett post test

por muestra.
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—
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o

Basal Dia_1 Dia_2 Dia_3 Dia_4 Dia_5

Grafico 1. Aumento en diversidad asociados al establecimiento de la
periodontitis. El grafico corresponde a caja y clavija, la linea dentro de cada
caja equivale a la mediana, cada circulo es una muestra y los asteriscos
representan la significancia estadistica; (*) p<0.05, (**) p< 0.01, (***) p <0.001,
sin asterisco p>0.05.
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Grafico 2. Numero de unidades operacionales taxonémicas por muestra. El
grafico corresponde a caja y clavija, la linea dentro de cada caja equivale a la

mediana, y cada circulo es una unidad operacional taxonomica.

En el grafico 3, podemos observar un analisis de beta diversidad que compara los
parametros ecoldgicos entre las distintas comunidades a través de un analisis de
coordenadas principales (“Principal Coordinates Analysis (PCoA)”), donde cada
figura (circulos y triangulos) representa a cada una de las muestras obtenidas en
los diferentes dias y nos permite ver como se agrupan las muestras segun su
estructura. La estructura se define como el analisis en la composicion de las
comunidades y también la proporcion (abundancia relativa) de las especies dentro
de la comunidad. Las muestras del estado basal y una muestra del dia 1 estan
agrupadas al lado izquierdo y a medida que pasan los dias las muestras se mueven
a la derecha del grafico, las muestras del dia 3, 4 y 5 ya tienen al parecer una
estructura mas homogénea, a medida que la disbiosis va avanzando las
comunidades se comienzan a homogenizar. Podemos observar entonces un
cambio global en la estructura microbiana basado en las distancias Theta Yue-
Clayton asociadas con la ligadura. Para la comparacion de la estructura de las

comunidades.
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Grafico 3. Cambios en la estructura asociados al establecimiento de la
periodontitis. A) Analisis de coordenadas principales, cada figura representa a
cada una de las muestras en los diferentes dias y nos permite ver como se
agrupan las muestras segun su estructura. B) Agrupacion de las especies

mediante elipses de confianza del 95%.
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En el grafico 4 podemos ver los cambios dramaticos que se producen en la
composicion microbiana asociados al establecimiento de la periodontitis. En las
muestras basales, el perfil de las comunidades esta dominada por una o dos
especies. Vemos que existe una dominancia muy marcada por parte de
Lactobacillus sp. y una proporcion muy pequefia de Enterococcus sp.

Ya a partir del dia 1 hay una expansion de Enterococcus sp. (Enterococcus hirae)
que es sostenida en el tiempo hasta el dia 5, una disminucién importante de
Lactobacillus sp. (Lactobacillus apodemi) siendo muy evidente desde el dia 3. A
partir del segundo dia se aprecia una expancion de las especies de Bacteroides sp.
(Bacteroides thetaiotaomicron), Parasutterella sp. (Parasutterella
excrementihominis) y de Clostridium (Clostridium perfringens), esto es sostenido
hasta el dia 5. Entonces vemos que la disbiosis comienza desde el dia 1 pero a
contar del dia 3 al 5 tenemos ya un perfil mucho mas establecido. Sin embargo, se
debe ir siguiendo en el tiempo para ver su comportamiento. Para la comparacion

de la abundancia relativa de OTUs, se utilizé el método de LEfSe.
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Grafico 4. Cambios dramaticos en la composicion microbiana asociados al
establecimiento de la periodontitis. Grafico de barras. Cada barra
corresponde a una muestra, en el eje y se puede observar el porcentaje de
abundancia que representa a cada especie con respecto al total.
Significativamente aumentados determinado por LEfSe; *dia 4 y #dia 5.
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7. DISCUSION

A partir de los hallazgos encontrados aceptamos la hipotesis en donde se establece
que existe una disbiosis progresiva del microbioma subgingival caracterizada por el
aumento paulatino de bacterias anaerobias a medida que ocurre la pérdida de

hueso alveolar durante periodontitis experimental.

De acuerdo a la literatura, la periodontitis es multifactorial, y uno de estos factores
se debe al aumento en la carga microbiana; ejemplo de ello es la microbiota
presente en el area subgingival (Socransky y Haffajee, 2005, Kornman, 2008),
donde se observa un aumento progresivo de la diversidad de especies asociado al
establecimiento de la periodontitis. Hay estudios que sefialan que la acumulacion
de bacterias es necesaria para que se produzca inflamacion y finalmente la
enfermedad cuando existe un hospedero susceptible (Hajishengallis y cols., 2015).
Esto se observa en los resultados obtenidos en nuestro estudio, en que
observamos un aumento en la diversidad cuando se comparan las muestras del dia
1 al dia 5 post instalacién de la ligadura con la del estado basal. Por lo tanto, la
diversidad aumenta conforme van pasando los dias. Finalmente, se puede ver una
estabilizacién de la diversidad en el dia 4 y dia 5 (grafico 1), cuando ya existe el
establecimiento de la periodontitis evidenciada por la pérdida de hueso alveolar
(Dutzan y cols. 2018). En estudios realizados por Kirst y cols. podemos ver que las
bacterias asociadas a la enfermedad son un componente muy pequefio del
microbiota subgingival en la salud y aumentan significativamente con el desarrollo
de los sacos periodontales y periodontitis (Kirst y cols, 2015, Riep y cols. 2009).
Ademas, se pueden observar algunos genotipos especificos de especies
individuales que muestran una prevalencia diferente en sujetos con salud vy
enfermedad periodontal (Amano y cols. 2004, Haubek, 2001). Actualmente, se
postula que la periodontitis es impulsada por la disbiosis de comunidades
polimicrobianas sinérgicas caracterizadas por un crecimiento desequilibrado de un
subconjunto de especies comensales (conocidas como patobiontes) en lugar de un
solo patégeno o unos pocos patdégenos especificos (Diazy cols., 2016). En estudios
realizados por Tsukasaki y cols. en que se monitore¢ la cantidad y composicion de
bacterias orales en salud y enfermedad utilizando el modelo PIL, en donde se
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observo que la carga bacteriana total en enfermedad aumenté significativamente
en comparacion con los ratones del grupo control a los 7 dias después de la
colocacion de la ligadura (Tsukasaki y cols., 2018). Por lo tanto, los cambios
disbidticos en las comunidades microbianas, producen un aumento en la carga
microbiana total, necesaria para causar la enfermedad. Mas aun, la microbiota
disbidtica se altera aun mas por el aumento de la abundancia de especies

asociadas predominantemente a la enfermedad (Van Dyke y cols. 2020).

Otro de los factores asociados con la enfermedad tiene que ver con los cambios en
la estructura de las comunidades microbianas, siendo uno de los principales
factores relacionados con la progresion de la enfermedad (Tanner y cols. 1979,
Tanner y cols 1998), por lo que podemos afirmar que existen cambios estructurales
asociados al establecimiento de la periodontitis. Lo anterior se condice con nuestros
estudios, pudiéndose observar que existen cambios en la estructura de las
comunidades microbianas conforme progresa la enfermedad hacia el
establecimiento de la periodontitis, en donde a medida que va progresando la
enfermedad y la disbiosis va avanzando, se va observando una estructura mucho
mas homogénea, como pudimos apreciar en el grafico 3. En estudios realizados
recientemente, se investigo el microbioma local y su relacion con la periodontitis en
que se examinaron las comunidades microbianas en ratones con periodontitis
inducida por ligadura después de dos horas luego de la colocacion de la ligadura y
a los 5 dias después de la induccion de la enfermedad (Dutzan y cols., 2018). En
comparacion con el grupo control, en enfermedad se presentaron comunidades
microbianas con cambios en la abundancia relativa de especies comensales, y
alteraciones significativas en la composicidn y estructura de las comunidades. Se
pudo observar, al igual que en nuestros resultados, que existen cambios en la
estructura a medida que la enfermedad va progresando hasta la periodontitis. Lo
anteriormente mencionado también se puede observar de forma similar en estudios
realizados por Tsukasaki y cols, en los que mediante la comparacion de analisis de
coordenadas principales basados en PERMANOVA (prueba estadistica
multivariada no paramétrica), entre un grupo de ratones sanos y un grupo de
ratones con periodontitis, se observé de igual forma que existe este cambio en la

estructura asociada al establecimiento de la enfermedad (Tsukasaki y cols., 2018);
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por lo tanto, se asocia con alteraciones en las comunidades microbianas
consistentes con disbiosis. Esta descrito que el microbioma asociado a la
enfermedad periodontal humana se caracteriza por un sobrecrecimiento microbiano
y cambios disbidticos en las comunidades bacterianas, con un sobrecrecimiento de
bacterias anaerobias fundamentalmente gram-negativo (Griffen y cols., 2012;
Abusleme y cols., 2013).

La estructura de las comunidades tiene que ver con la sensibilidad al oxigeno que
poseen las bacterias orales. Esto varia ampliamente dependiendo si se encuentra
en salud o enfermedad (Socransky y Haffajee, 2005). En enfermedad existen
bastantes especies anaerobias obligados en la boca (en salud también pero en
menor proporcion). De igual forma en enfermedad existe en gran parte un
sobrecrecimiento de bacterias con mayor potencial patogeénico, inflamacion
persistente y a la formacion de sacos periodontales que cambia el ambiente de
crecimiento bacteriano (Marsh, 2003). Las comunidades microbianas asociadas a
salud periodontal son dominadas por bacterias Gram positivo facultativas como
Streptococcus spp., Rothia spp. y Actinomyces spp. (Trombelli y cols. 2013). En
nuestros estudios podemos ver algo similar, donde en las muestras basales, el perfil
de las comunidades estd dominado por una o dos especies (grafico 4),
evidenciando una dominancia muy marcada por parte de Lactobacillus sp. y una
proporcion muy pequefia de Enterococcus sp.. Esto lo podemos comparar con
estudios realizados en ratones, donde en muestras de ratones sanos (2 horas
previas a la colocacion de la ligadura), hay una dominancia muy marcada por
Lactobacillus sp. y Streptococcus sp. (S. danieliae) y una muy baja proporcion de
Enterococcus sp. (Dutzany cols., 2018). Las bacterias asociadas a salud (muestra
basal) son un componente muy grande en relacion a las muestras asociadas a
enfermedad, en donde la microbiota subgingival asociada a salud disminuye
significativamente conforme van pasando los dias y va progresando la enfermedad.
Hay una disminucion importante de Lactobacillus sp. (Lactobacillus apodemi)
siendo muy evidente desde el dia 3. A partir del segundo dia, se aprecia una
expansion de las especies de Bacteroides sp. (Bacteroides thetaiotaomicron),
Parasutterella sp. (Parasutterella excrementihominis) y de Clostridium sp.

(Clostridium perfringens), esto es sostenido hasta el dia 5. Por lo que podemos ver
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cambios dramaticos en la composicion microbiana asociados al establecimiento de
la periodontitis. En estudios realizados por Dutzan y cols. podemos observar de
igual forma una disminucién de Lactobacillus sp. muy marcada a partir del primer
dia después de la colocacion de la ligadura. En nuestros resultados, a partir del dia
2 ya se observa la aparicién de Bacteroidetes spp., Firmicutes spp., Bifidobacterium
sp. y Pseudomonas sp. (P. aeruginosa). A partir del dia 3, se observa un aumento
importante de Clostridium XVIII sp. Es importante mencionar que desde el dia 1y
conforme va progresando la enfermedad, se observé una dominancia muy marcada
de Enterococcus sp., en coincidencia con lo reportado por Dutzan y cols. (Dutzan y
cols., 2018). Al observar la composicién bacteriana oral en estudios realizados en
ratones con el modelo PIL realizados por Tsukasaki y cols., revel6 que la
composicién de las bacterias orales se alterd significativamente al comparar el
grupo de ratones sanos y ratones con periodontits (Tsukasaki y cols. 2018), de
forma muy similar a lo sefialado anteriormente comparados hasta el dia 7. Ademas,
en estudios en que se analizaron los microbiomas orales e intestinales en ratones
utilizando el modelo PIL (Kitamoto y cols. 2020) se demuestra que la periodontitis
resulté en una disbiosis oral, donde las enterobacterias en particular dominaron
durante la enfermedad, se observé que las Enterobacteriaceae fue el taxon bacteriano
mas abundante en la cavidad oral durante la periodontitis; y Klebsiella spp. y
Enterobacter spp. fueron las especies mas dominantes en la cavidad bucal inflamada;
por lo tanto, estos resultados demuestran que es necesario que se produzca la
disbiosis para la enfermedad, sin embargo, se diferencia de nuestros estudios debido

a que el taxén predominante fue Enterococcus sp.

Es importante mencionar la influencia que tiene la periodontitis con otras
manifestaciones sistémicas ya que existe bastante evidencia de que la cavidad oral
esta conectada microbiolégica e inmunolégicamente con diferentes partes de
nuestro cuerpo. Lo anterior tiene gran relevancia clinica ya que al saber cémo
evoluciona esta disbiosis, posteriormente podremos saber como abordar la
enfermedad e inhibirla, reduciendo asi las diferentes enfermedades sistémicas que
se mencionaran a continuacion. Como ya hemos mencionado, la disbiosis
microbiana oral esta relacionada con la inflamacion oral, y esta desencadena la

enfermedad periodontal (Hajishengallis y cols., 2014) y puede contribuir a las
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condiciones sistémicas a través de la bacteriemia. Dentro de las condiciones
patoldgicas sistémicas podemos encontrar enfermedades cardiovasculares, artritis
reumatoide, resultados adversos del embarazo, diabetes e incluso intestino irritable
(Tsukasaki y cols., 2018, Kitamoto y cols., 2020). Se ha sugerido que las bacterias
orales ingresan a la circulacion sistémica a través de la encia inflamada y afectan
directamente a otros érganos (Han y cols., 2013). En experimentos realizados por
Tsukasaki y cols. mediante PIL en ratones analizaron higados, bazos y tejidos
periodontales después de 42 dias de induccion de la periodontitis, detectandose la
formacion de colonias bacterianas en un cultivo de células del higado y el bazo
después de la colocacion persistente de una ligadura alrededor del diente. Las
especies bacterianas detectadas en el higado y el bazo también se encontraron en
la cavidad bucal (Tsukasaki y cols., 2018), lo que indica la existencia de una
diseminacion sistémica de las bacterias orales. Existen estudios en donde se ha
informado que la inflamacion periodontal exacerba la inflamacion intestinal in vivo,
debido a que la periodontitis conduce a la expansion de los patobiontes orales,
incluidas las especies de los géneros Klebsiella y Enterobacter, las cuales son
bacterias tipicas de la cavidad bucal (Kitamoto y cols., 2020). Esto tiene que ver con

la disbiosis producida durante el transcurso de la enfermedad periodontal.

Una de las enfermedades cronicas relevantes y mas comunes dentro de las
mencionadas anteriormente se encuentra la Diabetes mellitus ya que esta
relacionada con un entorno inflamatorio crénico que incluye la inflamacion
periodontal y la pérdida de masa 6sea (Lalla y Papapanou, 2011). Existen estudios
que demuestran que esta enfermedad aumenta la inflamacion de los tejidos
periodontales y la pérdida de hueso alveolar en ausencia de infeccion exogena
(Xiao y cols., 2017), incluso esta misma investigacion demostré que la diabetes
aumenta la patogenicidad de la microbiota oral en donde aumentan los niveles de
bacterias pertenecientes a los phyla Proteobacteria (Enterobacteriaceae) y
Firmicutes (Enterococcus, Staphylococcus y Aerococcus), microorganismos que
estan asociados con procesos disbioticos como la periodontitis en el modelo de PIL;
por lo que la diabetes podria disminuir la diversidad microbiana oral y
potencialmente aumentar la susceptibilidad de la formacion de un microbioma con

un mayor potencial patogénico. Ademas, es importante sefialar que, con el modelo



30

de periodontitis inducido por ligadura, sin la necesidad de agregar otro tipo de
organismos, es suficiente para inducir una pérdida 6sea periodontal significativa en
modelos de roedores (Graves y cols., 2008, Hajishengallis y cols., 2015). Incluso,
se ha demostrado que el diagnostico de periodontitis se acompafia de un cambio
en la estructura y composicion de la comunidad bacteriana (Abusleme et al., 2013;
Griffen y cols., 2012).

Por lo tanto, un cuidado oral 6ptimo, como un buen cepillado dental para la
eliminacién de la placa bacteriana, tendra como consecuencia la reduccion de la
inflamacion periodontal evitando asi la evolucidn de la enfermedad reduciendo el
riesgo de sufrir diferentes enfermedades sistémicas. Si bien en nuestro estudio no
son exactamente los mismos microorganismos que se encuentran en el ser humano
porque se investigd en otra especie, si son equivalentes. Es importante caracterizar
de forma correcta este tipo de modelos para que después las extrapolaciones que
se hagan a futuro nos permitan entender la transicion desde salud hacia
enfermedad.

Aunque los modelos animales han proporcionado una amplia gama de datos
importantes, a veces es dificil determinar si los hallazgos son aplicables a los
humanos. Ademas, la variabilidad en las respuestas del hospedero a la infeccidn
bacteriana entre los individuos contribuye significativamente a la expresion de
enfermedades periodontales. Todavia no se ha desarrollado un modelo practico y
altamente reproducible que realmente imite la patogénesis natural de la
enfermedad periodontal humana. Ademas, la variabilidad de los resultados
encontrados en la literatura con respecto a este modelo obstaculiza una conclusion
definitiva sobre las verdaderas caracteristicas (iniciacion y progresion) de la
enfermedad (Nogueira y cols. 2014).

Este trabajo tenia por objetivo caracterizar secuencialmente los cambios que ocurren
en el microbioma subgingival durante periodontitis experimental. Nosotros podemos
ver una expansion de especies bacterianas anaerobias, evidenciando un cambio
en las proporciones de los distintos tipos de organismos donde las comunidades

microbianas se vuelven mas complejas.
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Finalmente, se necesitan estudios futuros con un tiempo de observacion mas largo
para ver si la disbiosis que se presenta al quinto dia se mantiene o cambia. Sabemos
que luego de la acumulacion de placa bacteriana se empieza a producir inflamacién
y luego reabsorcion, los tejidos periodontales se retraen y se alejan de la ligadura,
por lo tanto, el uso prolongado de la ligadura no seria lo ideal, ya que se ha visto
que un buen tiempo de medicion podria ser hasta el dia 14, porque luego de este
dia aumenta en exceso la inflamacion lo que podria dafiar la ligadura y se podria

perder informacion relevante.
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8. CONCLUSIONES

1. Gracias al modelo de periodontitis inducida por ligadura y la extraccion de ADN
y secuenciacion basada en el gen 16S rDNA se pudo evaluar el aumento en
la diversidad, los cambios en la estructura y composicion de las especies

bacterianas del microbioma subgingival durante la periodontitis experimental.

2. Se observdo un aumento en la diversidad y cambios en la estructura
asociados al establecimiento de la periodontitis, ademas, se observaron
cambios dramaticos que se producen en la composicion microbiana

asociados al establecimiento de la periodontitis.

3. Existi6 un aumento significativo en la diversidad de microbiomas 24 horas
después de la colocacion de la ligadura, y se mantuvo durante todo el
periodo de observacion y de magnitud similar hasta el dia 5.

4. Tras la ligadura, se observo una marcada reduccion de un Lactobacillus sp.
seguido de un aumento en Enterococcus sp., convirtiéndose en los taxones
mas abundantes. Este cambio fue acompafiado por una
sobrerrepresentacion de Bacteroides sp., y Parasuterella sp. después de la
colocacion de la ligadura.

5. Al comparar las muestras segun su estructura, se pudo observar que la
muestra basal y la del dia 1 estuvieron agrupadas, y las otras muestras (dia
3, 4 y 5) también estaban grupadas, esto ocurre debido a que tienen una
estructura mas homogénea. Por lo tanto, a medida que la disbiosis va
avanzando, las especies se comienzan a homogeneizar. Podemos observar
entonces un cambio global en la estructura microbiana basado en las

distancias Theta Yue-Clayton asociadas con la ligadura.

6. Podemos definir que existen cambios tempranos y sostenidos que caracterizan

la disbiosis microbiana durante la periodontitis.

7. Debido a que las comunidades disbiéticas estan relacionadas con periodontitis,
nuestros estudios sugieren que la respuesta inflamatoria temprana puede ser

el principal modulador de la disbiosis microbiana en este modelo.
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8. Es practico analizar la diversidad, cambios en la estructura y abundancia
relativa del microbioma subgingival junto con los cambios globales en las
comunidades microbianas, debido a que son importantes para la induccién
de la enfermedad. La evaluacion de las comunidades microbianas se realizo
durante el establecimiento de la enfermedad, lo que permite la identificacion

de la misma.
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10. ANEXOS Y APENDICES

Anexo 1: Proyecto FONDECYT de Iniciacion N° 11180505.

CONICYT
et
Programa
Fondecyt
sl el ) |
N°018/FONDECYT/518
Santiago, 30 de Octubre del 2018
Ref.: Proyecto N° 11180505
Sefiora
LORETO ABUSLEME RAMOS

Estimada seiiora ABUSLEME:

Por encargo de los Consejos Superiores de Ciencia y Desarrollo Tecnolégico, informamos a usted que su proyecto
postulado al Concurso de Iniciacion en Investigacion 2018, ha sido aprobado. Reciba nuestras sinceras felicitaciones

por el éxito de su postulacion.

En esta convocatoria concursaron 1.233 proyectos y se financiaron 363 (29,4%). Su propuesta fue evaluada en el
Consejo de CIENCIA y calificada con 4,300 puntos, ubicidndose en el lugar N° 5 del Grupo de Estudio de
MEDICINA G2-G3 - CS. CLINICAS Y CS. DE LA SALUD PUBLICA. En este Grupo concursaron 54 proyectos,
se evaluaron 45 y aprobaron 14 (25,9%). La calificacién del dltimo proyecto financiado en este Grupo fue de 4,030

puntos.

Adjuntamos un informe del proceso de evaluacion, asi como las calificaciones y comentarios que el Panel realizé al

proyecto.

En el sistema de evaluacién, donde se encuentra disponible la presente carta, podrd acceder al presupuesto asignado a
su proyecto y a un informe con el detalle de las certificaciones y/o autorizaciones aprobatorias, que deberd presentar
como uno de los requisitos para la transferencia de recursos al proyecto, de acuerdo a lo establecido en el numeral

6.2.1. de las bases concursales.

Tenga presente que los recursos asignados por concepto de honorarios serdn revisados anualmente, ajustindose a los
montos maximos establecidos en las bases correspondientes, por participacién en proyectos FONDECYT en calidad
de Investigadores(as) Responsables y Coinvestigadores(as), si aplica. Si el presupuesto otorgado ha sido modificado
en relacion a lo solicitado, usted puede redistribuir anualmente los recursos, de acuerdo a las necesidades de

ejecucion del proyecto, si lo estima pertinente.

El convenio de financiamiento que deberan suscribir usted y el(la) Representante Legal de la Institucién Patrocinante

de su proyecto serd enviado a esta ultima a la brevedad.

Saludan atentamente a usted,

— | # /
2 ,_/1‘, ) VY 3 /
"EDGAR VOGEL GONZALEZ | MARIO HAMUY WACKENHUT
Presidente Presidente
Consejo Superior de Ciencia Consejo Superior de Desarrollo Tecnolégico



