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RESUMEN

Introduccion: Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) es un patobionte clave en
la periodontitis y desencadena una respuesta inmunoinflamatoria periodontal. Sin
embargo, se desconoce la relacidén entre P. gingivalis y la inflamacion sistémica de

bajo grado.

Objetivo: Determinar la asociacion entre presencia y carga subgingival de P.
gingivalis y los niveles de inflamacién sistémica de bajo grado, determinados
mediante proteina C reactiva de alta sensibilidad (hsCRP), en individuos con

periodontitis.

Metodologia: Se realiz6 un estudio clinico observacional, descriptivo, transversal.
Se incluyeron individuos mayores de 18 afios, con periodontitis etapa IlI-IV con
profundidad al sondaje 25 mm (N=11) y ausencia de enfermedades sistémicas. Se
excluyeron individuos con lesiones apicales endodonticas, obesidad (IMC 230
kg/m?), tratamiento antiinflamatorio y/o antibiético 3 meses previos al estudio,
embarazo y lactancia. Se obtuvieron muestras de biopelicula subgingival, se aislé
ADN bacteriano y se determind la carga bacteriana total y P. gingivalis (nUmero de
copias del gen 16S ARN ribosomal o ARNr por pl) mediante qPCR. La inflamacién
sistémica se determin0 sobre la base de la concentracion sérica de hsCRP (mg/L).
El andlisis estadistico se realiz6 mediante STATA v16. El estudio fue aprobado por
un comité de ética institucional y se realiz6 siguiendo las pautas de la declaracion

de Helsinki.

Resultados: P. gingivalis se detectd6 en 6 de los 11 individuos. La carga
subgingival de bacterias totales fue de un 1,4 x 108 + 1,3 x 108 nimero de copias
del gen 16S ARNr /ul (promedio * desviacion estandar). La carga subgingival de
P. gingivalis fue de 9,2 x 10* (2,5 x 10°) nimero de copias del gen 16S ARNTr /pl
[mediana (rango intercuartilico)]. La concentracién sérica de hsCRP fue de 1,1
(3,1) mg/L [mediana (RIC)]. No se encontré6 asociacion entre las cargas

subgingivales de P. gingivalis y de bacterias totales (Rho=0,4; p=0,2) y ni entre las



cargas subgingivales de P. gingivalis y los niveles séricos de hsCRP (Rho=0,1;
p=0,7).

Conclusion: No se encontrd asociacion entre carga subgingival de P. gingivalis y
la inflamacion sistémica de bajo grado (media por hsCRP) en individuos con

periodontitis.



1. INTRODUCCION

Las enfermedades periodontales son patologias que afectan a los tejidos que
rodean y sostienen los dientes (Thomson etal., 2019). Estas son altamente
prevalentes a nivel mundial (Nazir, 2017) y alcanzan un 90% en la poblacion
chilena (Gamonal et al., 2010).

Entre las enfermedades periodontales, la gingivitis inducida por biopelicula oral es
la forma més leve y reversible. Sin embargo, si se mantiene en el tiempo podria
progresar a periodontitis que se define como una enfermedad inflamatoria cronica
multifactorial caracterizada por la presencia de una biopelicula bacteriana
disbidtica, que produce una destruccidn progresiva del aparato de soporte del
diente (Papapanou et al., 2018). Esta destruccion estd mediada en ultima instancia
por la respuesta inmunitaria individual del hospedero (Kumar, 2019), en particular
las subpoblaciones de macréfagos activados clasicamente (M1), Thl y Thil7
(Alvarez et al., 2019; Garlet, 2010; Tsukasaki, 2021).

A nivel del surco gingival se pueden encontrar mas de mil especies bacterianas en
forma de biopelicula entre ellas, patégenos periodontales en salud periodontal.
Cuando la biopelicula subgingival se mantiene por largo tiempo, se puede generar
una disbiosis capaz de desencadenar una respuesta proinflamatoria por parte del
hospedero (Silva etal.,, 2015). Asi, dentro de esta biopelicula disbittica se
encuentra P. gingivalis, patobionte predominante en la periodontitis (Al Batran
etal., 2014). Este patobionte es capaz de desencadenar una respuesta
inmunoinflamatoria, tanto local como sistémica (Carrion et al.,, 2012). La carga
bacteriana de P. gingivalis se podria asociar con un aumento de la inflamacion
sistémica de bajo grado, medida a través de Proteina C Reactiva de alta
sensibilidad (hsCRP) en sangre. Existe evidencia soélida que respalda una
correlacion positiva entre enfermedad periodontal y los niveles séricos de Proteina
C Reactiva (CRP). En efecto, los pacientes con periodontitis presentan niveles
mas altos de CRP en suero que los pacientes en estado de salud periodontal
(Chang et al., 2020; Papapanou et al., 2018; Sezgin et al., 2019).



Considerando lo anterior, el problema a investigar es: ¢ Cudl es la asociacion entre
la carga subgingival de P. gingivalis y la inflamacién sistémica de bajo grado

(medida a través de hsCRP) en individuos con periodontitis?

El objetivo de esta investigacion es determinar la asociacion entre presencia y
carga subgingival de P. gingivalis y los niveles de inflamacién sistémica de bajo
grado, determinados mediante hsCRP, en pacientes con periodontitis.



2. MARCO TEORICO

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria créonica multifactorial, asociada a
una biopelicula bacteriana disbiética, y caracterizada por la destruccion progresiva
del aparato de soporte del diente (tejido conectivo, ligamento periodontal, cemento
radicular y el hueso alveolar subyacente) (Papapanou et al., 2018). Esta
enfermedad constituye una de las principales causas de pérdida dentaria en la
poblacidon, y origina multiples secuelas a nivel de la masticacion, estética,
confianza y calidad de vida del paciente que la padece (Nazir et al., 2020).
Ademas, la periodontitis se asocia con otras enfermedades no transmisibles a
nivel sistémico, como la diabetes mellitus, enfermedades cardiovasculares, artritis
reumatoide, enfermedad pulmonar obstructiva crénica y efectos adversos en el

embarazo (Nazir et al., 2020).

Las enfermedades periodontales son patologias altamente prevalentes, que
afectan entre un 20% a un 50% de la poblacion mundial entre 15 a 74 afios (Nazir,
2017). La periodontitis es la sexta enfermedad mas comun en el mundo, con una
prevalencia general del 11,2% en su forma severa (Kassebaum et al., 2014) , y
cifras que se elevan mas en el sexo masculino, por sobre el femenino (Meisel et
al., 2019). En Chile, la enfermedad periodontal esta presente en mas del 90% de
la poblacién adulta, donde el 39% y 69% de los grupos de 35-44 afios y 65-74
afos, respectivamente, presentan pérdida del nivel de insercibn mayor a 6 mm
(Gamonal et al., 2010).

2.1. Etiopatogenia de la enfermedad periodontal

Desde el punto de vista clinico, la gingivitis inducida por biopelicula oral es la
forma mas leve y reversible de enfermedad periodontal (Kumar, 2019).
Actualmente, se establece que toda periodontitis es precedida por una gingivitis;
sin embargo, no todas las gingivitis progresan a periodontitis, ya que
independientemente del factor etioldgico principal y factores locales, la evolucion
de esta patologia multifactorial depende en gran parte de la respuesta

inmunoinflamatoria individual del hospedero (Kumar, 2019). El equilibrio entre la
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respuesta inmune desencadenada y los microorganismos presentes en la cavidad
oral determinan el estado de salud, y la pérdida de este equilibrio conduce al

estado de enfermedad (Kumar, 2019).

La profundizacion patolégica del surco gingivo-dentario conlleva a la formacion del
saco periodontal (Bosshardt, 2018), en el cual se producen eventos inflamatorios
que comprometen a las células y mediadores de la inmunidad innata (Yucel-
Lindberg y Bage, 2013). Los neutréfilos polimorfonucleares son reclutados
primariamente en el sitio de infeccion, fagocitando a los microorganismos con el
objetivo de limitar la infeccidn. Esta linea celular defensiva, no obstante, puede al
mismo tiempo contribuir al dafio de los tejidos periodontales, al liberar niveles
elevados de enzimas y mediadores proinflamatorios, como especies reactivas de
oxigeno, lisozima, colagenasas, elastasa, citoquinas y quimioquinas

proinflamatorias, responsables de la destruccion tisular (Garlet, 2010).

Dentro de la inmunidad innata participan también los macréfagos, fagocitos
capaces de iniciar o resolver procesos inflamatorios, activar la inmunidad
adaptativa mediada por linfocitos, y contribuir tanto a procesos de reparacion
como de destrucciéon tisular. Los macréfagos se dividen en dos subtipos
funcionalmente diferentes: macrofagos activados por la via clasica (M1),
producidos en respuesta al interferon gamma (IFN-y), factor de necrosis tumoral
alfa (TNF)-a, interleuquina (IL) 1B e IL-6, con funciones proinflamatorias,
antibacterianas y antivirales; y los macrofagos activados por la via alterna (M2),
producidos en respuesta a IL-4 e IL-13, con funciones antiinflamatorias y de
reparacion/regeneracion de tejidos. En pacientes con periodontitis, tanto M1 como
M2 aumentan en comparacion a los individuos sanos. Sin embargo, algunos
estudios reportan que una mayor relacion M1/M2 podria asociarse a una mayor
expresion de IL-1B, IL-6 y metaloproteinasas de matriz (MMPs) (Alvarez et al.,
2019), favoreciendo un microambiente destructivo, la digestibon de los
componentes de la matriz extracelular y, por lo tanto, la progresion de la

periodontitis (Pereira Prado et al., 2016).



Cuando la respuesta inmune innata no es capaz de contener el desafio
bacteriano, se activa la respuesta inmune adaptativa. En ella, se pueden describir
dos importantes ejes a nivel periodontal: eje Th1/Th1l7, proinflamatorio vy
osteodestructivo; y eje Th2/linfocitos T reguladores (Treg), inmunomodulador y
osteoprotector (Alvarez et al.,, 2019). Las células Thl producen citoquinas
proinflamatorias, tales como Interferon gamma (IFN-y), I1L-12, IL-18 y TNF-a. La
respuesta de tipo Thl, mediada por la produccion de IFN-y, es necesaria para el
control de la invasion microbiana, y a la vez es una de las principales
responsables de la pérdida 6sea alveolar (Alvarez et al., 2019). Las células Th17
son un subconjunto de los linfocitos T CD4* los cuales, en individuos sanos, se
acumulan naturalmente en la mucosa gingival, desempefiando un papel clave en
la defensa del hospedero contra bacterias y hongos extracelulares, asi como en el
reclutamiento de neutréfilos e inflamacion local. Ademas, durante la periodontitis,
el subtipo Thl7 produce IL-17, lo cual induce directamente la expresion de
RANKL, promueve la diferenciacion de osteoclastos y, por lo tanto, la resorcion

Osea alveolar (Alvarez et al., 2019; Tsukasaki, 2021).

Las células Th2, por su parte, producen IL-4, IL-5 e IL-13, asi como también
median la activacion de los mastocitos e inmunidad humoral. Esta se manifiesta a
través del aumento de los linfocitos B y células plasméticas, asi como la
produccion de anticuerpos neutralizantes. Sin embargo, también se ha planteado
la hipotesis de que la activacién policlonal de las linfocitos B en las lesiones
periodontales podria representar un sistema inmunitario celular frustrado, el cual
podria ser capaz de generar una produccién de anticuerpos exagerada (Loos y
Van Dyke, 2020).

Las células Treg producen IL-10 y factor de crecimiento transformante beta (TGF-
B). Son cruciales para la mantencion de la homeostasis inmunitaria y la reparacion
de tejidos y son capaces de inhibir la diferenciacion y actividad de los osteoclastos
(Alvarez et al., 2019).



2.2. Microbiologia de la enfermedad periodontal y P. gingivalis

Segun la base de datos Human Oral Microbiome Database (HOMD), se han
identificado mas de 700 especies en la biopelicula subgingival (HOMD: Base de
datos del microbioma oral humano, s. f.). No obstante, investigaciones recientes
sugieren la posibilidad de la existencia de mas de mil especies distintas en este
micoambiente oral (Kumar, 2019). Entre ellas, se podrian encontrar patobiontes
presentes en salud periodontal, en un estado de simbiosis. Sin embargo, cambios
ambientales y una inadecuada remocion de la biopelicula en el tiempo podrian
producir la maduracién, colonizacidon y coagregacion de patobiontes, disbiosis y
una respuesta proinflamatoria exacerbada por parte del hospedero (Silva et al.,
2015). La disbiosis, en conjunto con la respuesta inflamatoria consiguiente
podrian, eventualmente, reforzarse mutuamente, formando un circulo vicioso
(Loos y Van Dyke, 2020).

En la maduracion de la biopelicula oral intervienen bacterias colonizadoras tardias,
principalmente pertenecientes a los complejos naranja y rojo. Este proceso esta
caracterizado por la presencia de bacterias anaerobias Gram negativo,
destacando especies como Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia y
Prevotella nigrescens del complejo naranja, asi como Porphyromonas gingivalis
(P. gingivalis), Tannerella forsythia y Treponema denticola del complejo rojo
(Thanakun et al., 2016). En pacientes con periodontitis, se ha observado un
aumento significativo en los niveles de anticuerpos plasméaticos dirigidos contra
bacterias periodontales especificas, entre las cuales se encuentran
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, P. gingivalis y Prevotella intermedia
(Thanakun et al., 2016). Ademas, otro estudio aporta informacién relevante al
identificar la presencia de otras especies bacterianas en la biopelicula subgingival
de pacientes con periodontitis, tales como Fusobacterium nucleatum vy
Porphyromonas endodontalis (Abusleme et al., 2021). Estos datos enfatizan la

complejidad y diversidad de la microbiota asociada a la periodontitis.

P. gingivalis es un bacilo anaerdébico inmoévil Gram negativo, considerado un

patobionte clave en la enfermedad periodontal (Al Batran et al., 2014). Esta



bacteria presenta una alta prevalencia y abundancia en los sacos periodontales de
individuos con periodontitis. En un estudio de corte transversal en Chile, se
detectd P. gingivalis en un 73,3% de los sacos periodontales en individuos con
periodontitis cronica, asi como se identific6 en un 100% de los sujetos con la
enfermedad en su forma severa (Rojas et al., 2017). Este patobionte juega un
papel importante en la patogenia de la periodontitis, debido a que produce un
cambio en la composicion de la microbiota comensal (Eriksson et al.,, 2016) y

desencadena una respuesta inmunoinflamatoria, tanto local como sistémica.

P. gingivalis posee componentes dentro de su estructura que dan su capacidad de
virulencia, tales como las fimbrias, lipopolisacaridos (LPS) y las gingipainas. Las
fimbrias permiten que P. gingivalis se una especificamente a las células eucariotas
y otras especies de bacterias, y le permiten la formacion de biopeliculas y la
invasion celular (Mei et al., 2020). Tanto los LPS como las gingipainas se
encuentran en la membrana externa de P. gingivalis. Mientras que los LPS son
capaces de generar una respuesta inmunolégica y la liberacion de citoquinas
proinflamatorias (a niveles local y sistémico) (Huang et al., 2021), las gingipainas,
por su parte, constituyen mediadores de virulencia importantes que participan en
el desarrollo de la biopelicula, la colonizacién bacteriana y la evasion de la

defensa inmunitaria (Mei et al., 2020).

La liberacion de citoquinas inducidas por P. gingivalis en el saco periodontal (IL-1,
IL-6, TNF-a y prostaglandina (PG) E2) (Thanakun et al., 2016), esta asociada a la
inflamacion y destruccion periodontal a largo plazo (Huang et al., 2021). Por otra
parte, luego de procedimientos dentales, de higiene o masticacion, tanto los
mediadores inflamatorios como los productos bacterianos podrian eventualmente
ingresar a la circulacién sistémica desde el epitelio ulcerado, y viajar a través de
los vasos sanguineos y linfaticos para establecerse en 6rganos a distancia
(Torrungruang et al., 2019; Carrion et al., 2012). De este modo, existe evidencia
que P. gingivalis podria estar asociada con la presencia y progresion de
enfermedades sistémicas al elevar los niveles de biomarcadores inflamatorios y

perpetuar un estado inflamatorio a nivel general (Machado et al., 2021; Mei et al.,
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2020; Thanakun et al., 2016; Torrungruang et al., 2019). Ademas, mediante la
deglucion de saliva, P. gingivalis y otras bacterias periodontales podrian ser
capaces de migrar hacia sitios orofaringeos u orodigestivos y colonizar
ectopicamente el intestino, causando una reaccion inflamatoria (Machado et al.,
2021).

2.3. Asociacion entre P. gingivalis y enfermedades sistémicas inflamatorias.

La periodontitis y P. gingivalis, en particular, se han interrelacionado con mdltiples
enfermedades a distancia. Es asi como algunos reportes han observado que P.
gingivalis produce una exacerbacion de la inflamacion local y sistémica asociada
con la artritis reumatoide, y podria desempefiar un papel en la progresion de esta
enfermedad mediante la liberacion de citoquinas inflamatorias y anticuerpos

autorreactivos (Mulhall et al., 2020).

La evidencia sefiala, ademdas, que la periodontitis eleva significativamente el
riesgo de trastornos neurodegenerativos, como la enfermedad de Alzheimer. Se
ha identificado que existe presencia de ADN de P. gingivalis, LPS y gingipainas en
el tejido cerebral de pacientes con enfermedad de Alzheimer. Las células
infectadas con P. gingivalis liberan un conjunto de citoquinas como TNF-a, IL-1, IL-
6 e IL-8, las cuales podrian alcanzar el sistema nervioso central mediante
fenestraciones capilares o mediante la regulacion de la permeabilidad de la
barrera hematoencefalica. Ademas, la inflamacion sistémica podria aumentar el
riesgo de inicio y progreso de la enfermedad de Alzheimer y deterioro cognitivo
(Mulhall et al., 2020).

Por otra parte, se ha visto que existe una relacién bidireccional entre la
periodontitis y enfermedades metabdlicas, como la diabetes mellitus, de modo que
la periodontitis podria ser un factor que incida en el estado de compensacion y la
progresion de la diabetes. Estudios en modelos animales han confirmado que P.
gingivalis y sus factores de virulencia podrian inducir la resistencia a la insulina en
ratones. Esto se produce por el aumento de citoquinas proinflamatorias y

marcadores inflamatorios, tales como CRP e IL-6 (Mulhall et al., 2020).



La periodontitis y la infeccion crénica con P. gingivalis se han identificado como un
posible factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares,
lesiones ateroscleroticas y disfuncidn endotelial. Esto ocurre debido a la activacion
de receptores en la membrana endotelial, inducida por mediadores de inflamacién
sistémica (como CRP, IL-6 y TNF-a), ademas de la regulacion positiva de la
expresion de moléculas de adhesion celular (Viafara-Garcia et al., 2019). El
tratamiento periodontal, por su parte, ha demostrado mejorias en la funcion
endotelial y reduccion de los biomarcadores inflamatorios asociados a enfermedad
aterosclerotica (CRP, IL-6, TNF-qa, fibrinbgeno vy triglicéridos) (Mei et al., 2020);
mientras que estudios en modelos murinos evidenciaron que P. gingivalis podria
inducir una respuesta hipertensiva via angiotensina Il (Czesnikiewicz-Guzik et al.,
2019).

2.4. Inflamacion sistémica de bajo grado y proteina C reactiva (CRP)

La inflamacion sistémica de bajo grado representa un concepto mas bien reciente,
gue se reconoce como un factor de riesgo para una serie de enfermedades no
transmisibles, entre las cuales se encuentran la diabetes, enfermedades
cardiovasculares, patologias neurodegenerativas y cancer (Cecoro et al., 2020).
La inflamacion sistémica de bajo grado se produce por un estado inflamatorio
prolongado, que da como resultado alteraciones en la médula ésea y patrones
sanguineos caracteristicos, en donde las células madre hematopoyéticas
experimentan una diferenciaciéon adaptada a la inflamacién, que genera leucocitos
hiperreactivos (neutréfilos y monocitos/macréfagos). Estas células hiperreactivas
son capaces de migrar a través de la circulacién general, exacerbar las reacciones
inflamatorias en los tejidos periféricos y, eventualmente, contribuir a posibles

enfermedades infecciosas e inflamatorias en curso (Machado et al., 2021).

La inflamacién sistémica de bajo grado se caracteriza por la produccion sistémica
cronica y en niveles reducidos de factores inflamatorios, tales como IL-1, IL-6,
TNF-a, PGE2 y CRP , uno de sus marcadores mas caracteristicos (Cecoro et al.,
2020). La CRP es una proteina plasmatica producida por los hepatocitos ante la

presencia de IL-6, IL-18 y TNF-a, como parte de la respuesta de fase aguda



10

hepética (Podzimek et al., 2015). En presencia de calcio, la CRP se une
especificamente a los LPS presentes en la superficie celular bacteriana, activa la
via clasica del complemento y prepara los ligandos para la fagocitosis. CRP
contribuye también a dirigir y amplificar la respuesta inflamatoria local subsiguiente
a la infeccion, trauma y necrosis, jugando un papel clave en la defensa del

hospedero contra la infeccion (Bansal et al., 2014).

La determinacion de la CRP de alta sensibilidad (hsCRP) se ha asociado a la
capacidad para predecir futuros eventos vasculares como sindromes coronarios
agudos, infarto al miocardio, accidente vascular encefalico, enfermedad arterial
periférica y muerte cardiaca subita en individuos aparentemente sanos, Yy
representa el Unico marcador validado de riesgo cardiovascular (Gomes-Filho et
al., 2011). Un valor menor a 1 mg/L representa un riesgo bajo, un valor entre 1y 3
mg/L constituye un riesgo cardiovascular medio, mientras que valores mayores a 3
mg/L se asocian a un riesgo cardiovascular alto (Machado et al., 2021). Los
niveles de hsCRP también pueden variar con el tabaquismo, obesidad,
triglicéridos, diabetes y enfermedad periodontal, entre otros (Podzimek et al.,
2015; Bansal et al., 2014).

2.5. Asociacion entre CRP y periodontitis

Existe evidencia sélida que respalda una relacion confirmada entre enfermedad
periodontal y los niveles séricos de CRP. En efecto, los pacientes con periodontitis
presentan niveles mas altos de CRP en suero que los pacientes en estado de
salud periodontal (Cecoro et al., 2020; Chang et al., 2020), mientras que los
niveles séricos de hsCRP se han correlacionado positivamente con un aumento en
la profundidad al sondaje (Sezgin et al., 2019) y formas mas agresivas de la
enfermedad, donde podria presentarse una mayor carga inflamatoria (Machado et
al., 2021).

Lo anterior podria explicarse debido a la liberacion local o sistémica de
mediadores proinflamatorios en periodontitis (IL-1, IL-6 y TNF-a), los que

presentan la capacidad de estimular en los hepatocitos la produccion de CRP
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(Machado et al.,, 2021; Bansal et al.,, 2014). Por lo tanto, mientras que la
periodontitis podria inducir un aumento en la inflamacion sistémica de bajo grado
(Cecoro et al., 2020), el tratamiento periodontal podria resultar en una disminucion
de los marcadores inflamatorios sistémicos y la CRP (Mulhall et al., 2020; Sezgin
et al., 2019).

En base a lo anteriormente expuesto, los estudios arrojan una asociacion entre
periodontitis e inflamacién sistémica de bajo grado, evidenciada por un aumento
de proteina C reactiva. P. gingivalis, por su parte, constituye un patobionte
periodontal clave en periodontitis, capaz de generar una respuesta
inmunoinflamatoria, tanto local como a distancia. No obstante, hasta la fecha, no
existen estudios que exploren la potencial relacién entre la carga subgingival de P.
gingivalis y la inflamacion sistémica de bajo grado en individuos con periodontitis.
En el presente trabajo se planteé el siguiente problema de investigacién: ¢Cual es
la asociacion entre la carga subgingival de Porphyromonas gingivalis y la
inflamacion sistémica de bajo grado (medida a través de hsCRP) en individuos con

periodontitis?
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3. HIPOTESIS

La presencia y carga subgingival de P. gingivalis se asocian positivamente con la
carga inflamatoria sistémica, determinada a través de hsCRP, en individuos con
periodontitis.

4. OBJETIVO GENERAL

Determinar la correlacién entre la carga subgingival de P. gingivalis y los niveles
de inflamacion sistémica de bajo grado, determinados mediante hsCRP, en

individuos con periodontitis.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Determinar la presencia de P. gingivalis y su abundancia en la
biopelicula subgingival en individuos con periodontitis.

b. Determinar la carga subgingival de bacterias totales en individuos
con periodontitis, establecer su correlacion con la carga subgingival
de P. gingivalis y calcular su proporcién en el saco periodontal.

c. Establecer los niveles séricos de hsCRP y correlacionarlos con la

carga subgingival de P. gingivalis en individuos con periodontitis.
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6. METODOLOGIA

6.1. Disefio

Se realiz6 un estudio clinico observacional, descriptivo, transversal.

6.2. Célculo muestral

Debido a la ausencia de evidencia previa, se planteé un estudio exploratorio, en el
que se efectud un piloto con 11 participantes.

6.3. Seleccion de la muestray poblaciéon de estudio

El diagrama de flujo de reclutamiento y seguimiento se presenta en la Figura 1.
Se realizd un muestreo por conveniencia entre individuos que consultaron a la
Clinica Odontoldgica de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile,
Santiago, entre los afios 2021 y 2022. Se incluyeron individuos mayores de 18
afos con ausencia de enfermedades sistémicas, presencia de periodontitis etapas
Il a IV (Papapanou et al., 2018), pérdida del nivel de insercion interdental 23 mm
en 22 dientes no adyacentes y presencia de profundidades al sondaje 25 mm en

boca.

Se excluyeron a aquellos individuos que presentaban las siguientes condiciones:
a) Individuos con lesiones apicales endodonticas.

b) Mujeres embarazadas o en proceso de lactancia.

c) Obesidad, definida como indice de masa corporal (IMC)=30 kg/ m2.

d) Individuos que hayan estado en tratamiento con antibiéticos, antiinflamatorios o
inmunomoduladores durante los 3 meses previos al estudio.

e) Individuos que hayan recibido tratamiento periodontal en el dltimo afio.

El estudio fue aprobado por el Comité Institucional de Bioseguridad y Comité
Etico-Cientifico de Investigacion del Hospital Clinico de la Universidad de Chile

(Anexos 1y 2). Tanto los objetivos como los procedimientos del estudio fueron
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informados a los participantes, quienes firmaron un consentimiento informado
(Anexo 3). Todos los procedimientos se realizaron en conformidad con las pautas
éticas y legislacion vigente, siguiendo lo establecido por la declaracion de Helsinki

de 1964 y sus enmiendas posteriores.

6.4. Examen y mediciones clinicas generales

Se realiz6 una anamnesis clinica, cuyos datos fueron recolectados en un registro
clinico especialmente disefiado para el estudio, que incluia datos generales, edad,
sexo, nivel educativo, tabaquismo, alcohol y antecedentes médicos (Anexo 4). El
IMC se calculé basandose en el peso (kg) dividido por la altura al cuadrado (m2).
El IMC fue categorizado como normopeso (IMC<25 kg/m?) y sobrepeso
(25<IMC<30 kg/m?3).

6.5. Examen bucal y radiogréfico

A todos los participantes se les efectué un examen clinico periodontal, por una
especialista calibrada (PH). A cada individuo se le efectué un periodontograma de
boca completa, mediante un espejo intraoral y una sonda periodontal manual
Carolina del Norte (Hu-Friedy, Chicago, IL, USA). Se registrd6 movilidad dentaria y
compromiso de furcas; asi como profundidad al sondaje, nivel de insercién clinica
e indice dicotébmico de sangrado del surco gingival en 6 sitios por diente:
mesiovestibular, mediovestibular, distovestibular; mesiolingual, mediolingual y

distolingual (o palatino).

El indice dicotomico de sangrado del surco se defini6 como el porcentaje de sitios
gue sangraban hasta 15 segundos después de introducir una sonda periodontal
hasta el fondo del surco gingivo-dentario. La profundidad al sondaje fue registrada
como la distancia en milimetros desde el margen gingival hasta la base del surco
gingivo-dentario, y el nivel de insercion clinica se definio como la distancia en
milimetros desde la union amelo-cementaria hasta la base del surco gingivo-

dentario.
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Posteriormente, los voluntarios fueron examinados con una sonda de caries para
determinar el indice COPD (dientes cariados, obturados y perdidos).
Adicionalmente, se solicitd un set de radiografias retroalveolares periapicales
totales a cada uno de los participantes del estudio, con el fin de identificar la
presencia de reabsorcion 6sea marginal y descartar la existencia de lesiones

periapicales.

6.6. Muestras sanguineas y microbioldgicas

Se obtuvieron muestras sanguineas y microbiologicas de todos los participantes
del estudio, mediante estricta asepsia. Se recolectd sangre en ayunas mediante
venopuncion de la vena antecubital en tubos Vacutainer®. Se obtuvo el suero
sanguineo mediante centrifugacion para el andlisis de hsCRP. La hsCRP se
cuantific6 mediante el método turbidimétrico estandarizado en el Laboratorio
Clinico del Hospital Clinico Universidad de Chile, y se utiliz6 como resultado de la

inflamacion sistémica (Craig et al., 2003).

Ademas, se recolectaron muestras de biopelicula subgingival del sitio dentario con
la mayor profundidad al sondaje de cada cuadrante de la boca, empleando curetas
estériles mini-Gracey y realizando un pool por individuo (Abusleme et al., 2013).
Las muestras fueron transferidas a un medio de transporte (Tris-EDTA) y
almacenadas a -80°C o transportadas en hielo seco al Laboratorio de Biologia
Periodontal de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile.

Las muestras de biopelicula subgingival se homogeneizaron en un tampon de lisis
con lisozima 20 mg/mL a 37°C durante 30 minutos y proteinasa K toda la noche a
56°C. Se extrajo el ADN usando un kit comercial DNEasy (QIAGEN inc., Valencia,
CA, USA) para obtener ADN bacteriano, de acuerdo con las recomendaciones del
fabricante (Diaz et al., 2012). La concentracién y la calidad del ADN se
confirmaron mediante la relacion 260:280 en un espectrofotometro (Bio-Tek,
Winooski, VT) (Diaz et al., 2012).
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Con el objetivo de determinar las cargas bacterianas subgingivales y frecuencias
de deteccidén de bacterias totales y P. gingivalis, se llevé a cabo una reacciéon de
polimerasa en cadena cuantitativa (QPCR). Los sets de partidores se muestran en
la Tabla 1. Las bacterias totales se cuantificaron usando partidores especificos
dirigidos al gen de ARN ribosémico (ARNr) 16S publicado previamente (Nadkarni
et al., 2002). P. gingivalis se identific6 mediante el uso de partidores contra la
region variable del gen 16S ARNr, previamente validados (Byrne et al., 2009). El
conjunto de partidores para apuntar a P. gingivalis incluia ARNr 16S de la base
729 a 1192 (GenBank: L16492.1).

Tabla 1. Partidores utilizados para determinar la carga bacteriana total y de

P. gingivalis (Bordagaray et al., 2021).

Bacteria Gen Partidor directo Partidor inverso
objetivo objetivo
Bacterias 16SrRNA | TCCTACGGGAGGCAGCAGT GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT

totales

P. gingivalis 16SrRNA | AGGCAGCTTGCCATACTGCG | ACTGTTAGTAACTACCGATGT

Para la obtencion de cada gPCR se emple6 KAPA SYBR® Fast qPCR Kits (KAPA
Biosystems, Woburn, MA, EE. UU.). En cada experimento se incluyeron controles
positivos que consistieron en ADN de P. gingivalis ATCC 33277 y un control
negativo (sin ADN). La amplificacion del ADN para las bacterias totales consistio
en 40 ciclos de desnaturalizacion a 95°C durante 3 min, una amplificacién a 95°C
durante 15 s y una elongacién a 60°C por 1 min; mientras que para P. gingivalis, el
procedimiento consistio en 40 ciclos de desnaturalizacion a 95°C durante 3 min,

una amplificacion a 95°C durante 1 s y una elongacién a 58°C por 1 min.

Las cuantificaciones absolutas de las cargas bacterianas totales y de P. gingivalis
se llevaron a cabo comparando los valores del ciclo umbral (Dorn et al., 2002) de
las muestras con curvas estdndar de numeros de copias del gen 16S ARN

ribosomal (ARNr) conocidas de P. gingivalis. Todos los experimentos se realizaron
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con un rango de deteccion cuantitativa lineal. Las cargas bacterianas se

expresaron en numero de copias del gen 16S ARNr /pl.

Seleccion de pacientes Reclutamiento y tratamiento de pacientes
@ Triage COVID @

4 3
Anamnesis, C;gﬁfg?‘; Muestras de . Paciente en ayunas
examen general — inclusion y suero 1tubo amarillo: CRP
y oral (screening) l
l l' Muestras . Transporte y almacenamiento a
microbiolégicas -80°C
Ficha clinica, 1. Cddigo: IC + N° paciente
registro del — | 2. Muestra suero y subgingival l
paciente, Cl, IMC 3. Diagndstico periodontal -
Destartraje
¢ supragingival y
derivacion
Periodontograma
COPD
|
Rx Periapical

total

Figura 1. Flujograma de seleccion y reclutamiento de los participantes. CI:
Consentimiento informado, IMC: indice de Masa Corporal, IC: Cédigo asignado a
los participantes del estudio, N° paciente: NUmero asignado a cada individuo del
estudio, COPD: Dientes con caries/obturados/perdidos, Rx: Radiografia, CRP:

Proteina C Reactiva.

6.7. Andlisis estadistico

La deteccion de P. gingivalis se expres6 como frecuencia (cualitativa, dicotomica).
La carga de bacterias totales y de P. gingivalis se expresaron en numero de
copias del gen 16S ARNr /ul, mientras que hsCRP sérica se expresé como
concentracion en mg/L (cuantitativa). La distribucion de los datos se evalud
mediante la prueba de Shapiro-Wilk. Para asociar la presencia de P. gingivalis con
carga bacteriana total subgingival y concentracion sérica de hsCRP se utilizo la
correlacion de Spearman, con un nivel de significancia de p <0,05. Los analisis se

realizaron empleando el paquete estadistico STATA v16.
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7. RESULTADOS

7.1. Caracteristicas demogréficas, clinicas y séricas de los participantes.

Se incluyeron un total de 11 individuos con periodontitis en etapas Il, Il o IV y con
presencia de profundidades al sondaje =5 mm en la boca. En la Tabla 2 se
observa la distribucion de la enfermedad de acuerdo con la clasificacion del
Workshop (Papapanou et al., 2018). La mayoria de los individuos presentaron
periodontitis etapa Ill, mientras que un participante present6 periodontitis etapa Il y
uno fue diagnosticado como etapa IV.

Tabla 2: Severidad de la periodontitis en los participantes del estudio

Severidad de la periodontitis Frecuencia
Etapa Il 1
Etapa Il 9
Etapa IV 1

Los datos demograficos se presentan en la Tabla 3. El promedio + desviaciéon
estandar (DE) de la edad fue de 37,8 = 9,8 afios. El 27,7% de los participantes
eran de género femenino, con una mediana de nivel educacional “superior

completa”.

Con relacion a los factores de riesgo sistémicos y cardiovasculares, la muestra
estuvo compuesta por un 455% de fumadores, con una mediana [rango
intercuartilico (RIC)] de IMC de 27,9 (6,0) kg/m? y un promedio + DE de 3,3 + 6,3
gr/dia de consumo de alcohol. Con respecto a la presion arterial, solo un individuo
presentd un valor mayor a 140/90 mm de Hg, mientras que 6 individuos

presentaron dislipidemia en los exdmenes séricos.

Ante la evaluacion intraoral, el COPD promedio + DE fue 6,5 * 6,1, con un indice

de sangrado al sondaje de 69,8% + 13,0%, una profundidad al sondaje expresada
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como mediana (RIC) de 2,6 (0,6) mm y un promedio + DE pérdida de insercion

clinicade 2,1 + 2,0 mm.

Tabla 3. Datos demograficos, clinicos y séricos de los participantes del

estudio.

Pardmetros Periodontitis n=11
Edad (afos, promedio + DE) 37,8+9,8
Género [(femenino, (%)] 3 (27,7%)
Nivel educacional (mediana, RIC) 3 (1)
Tabaquismo [N, (%)] 5 (45,5%)
Alcohol [gr/dia, promedio (+ DE)] 3,3+£6,3
IMC [kg/m2, mediana (RIC)] 27,9 (6,0)
HTA [N, (%)] 1(9,1%)
PA diastélica [mm de Hg, promedio (+ DE)] 76,9+ 13,4
PA sistdlica [(mm de Hg, promedio (+ DE)] 122,3 £ 20,9
Dislipidemia [N, (%)] 6 (54,6%)
Colesterol total (mg/dL, promedio = DE) 175,1 +50,8
Colesterol HDL (mg/dL, promedio + DE) 40,8+ 7,1
Colesterol LDL [mg/dL, mediana (RIC)] 103,8 (52,5)
Triglicéridos (mg/dL, promedio + DE) 155,5+133,0
COPD (promedio + DE) 6,5+6,1
SS (promedio + DE) 69,8 £ 13,0
PS [mm, mediana, RIC)] 2,6 (0,6)
NIC (mm, promedio + DE) 21+20

DE: Desviacion Estandar, N: Frecuencia absoluta, %: Frecuencia Relativa, RI:

Recorrido intercuartilico, HTA: Hipertension Arterial, PA: Presion Arterial, IMC:

indice de Masa Corporal, SS: indice de Sangrado al Sondaje, PS: Profundidad al

sondaje, NIC: Promedio del Nivel de Inserciéon Clinica, COPD: Dientes con

caries/obturados/perdidos, HDL: Colesterol de lipoproteinas de alta densidad, LDL:

Colesterol de lipoproteinas de baja densidad.
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7.2. Deteccion y cargas subgingivales de P. gingivalis y de bacterias totales

en individuos con periodontitis.

La deteccidn de P. gingivalis y de bacterias totales en la biopelicula subgingival en
los individuos del estudio (periodontitis) se presentan en las Tablas 4 y 5,
respectivamente. Como era esperable, la deteccion de bacterias totales fue
positiva en todos los individuos con periodontitis (100%), mientras que P. gingivalis
se identifico en 6 de los 11 individuos del estudio (54,5%).

Tabla 4: Deteccion subgingival de bacterias totales y de P. gingivalis en

individuos con periodontitis.

Periodontitis (N=11)

Deteccidn Bacterias totales P. gingivalis
Positivo 11 6
Negativo 0 5

P. gingivalis: Porphyromonas gingivalis.

La carga subgingival de bacterias totales y de P. gingivalis se presenta en la Tabla
5. La carga subgingival de bacterias totales presenté un promedio + DE de 1,4 x
108 + 1,3 x 108 numero de copias del gen 16S ARNr /ul, mientras que la carga
expresada en términos de mediana (RIC) de P. gingivalis fue de 9,2 x 10* (2,5 x
10%) nimero de copias del gen 16S ARNr /ul. En la misma tabla se observa una
concentracion de hsCRP expresada como mediana (RIC) de 1,1 (3,1) mg/L.

Tabla 5. Carga subgingival de bacterias totales, carga subgingival de P.

gingivalis y concentracion de hsCRP sérica, en individuos con periodontitis.

Parametro Periodontitis (N=11)

Carga subgingival total de bacterias (nimero de copias 1,4 x 108+ 1,3 x 108
del gen 16S ARNr /ul, promedio £+ DS)

Carga subgingival de P. gingivalis [niumero de copias 9,2 x 10* (2,5 x 10°)
del gen 16S ARNr /ul, mediana (RIC)]

Concentracion sérica de hsCRP [mg/L, mediana (RIC)] 1,1(3,1)
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hsCRP: Proteina C Reactiva de alta sensibilidad. P. gingivalis: Porphyromonas
gingivalis. DS: Desviacion Estandar, RIC: Recorrido intercuartilico.

En la Tabla 6, se observa el porcentaje de P. gingivalis en la biopelicula
subgingival de cada participante del estudio. El porcentaje expresado en mediana
(RIC) fue de 0,4% (7,2).

Tabla 6: Proporcion entre la carga subgingival de P. gingivalis en la

biopelicula subgingival.

Individuo Porcentaje de P. gingivalis en la
biopelicula subgingival
IC1 7,6%
IC2 4,3%
IC3 0%
IC4 0%
IC5 5%
IC6 100%
IC7 0,4%
IC8 16,1%
IC9 0%
IC10 0%
IC11 0%

IC: Cdédigo asignado a los participantes del estudio

7.3. Correlacion entre la carga subgingival de bacterias totales y carga

subgingival de P. gingivalis en periodontitis.

Con el objetivo de evaluar si existe una correlacion entre la carga subgingival de
P. gingivalis con la carga subgingival de bacterias totales, se realizdé una prueba
de correlacion de Spearman. Tal como se observa en la Figura 2, se encontré una
correlacion positiva entre la carga subgingival de bacterias totales y la carga

subgingival de P. gingivalis, (Rho=1; p=0,0000).
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Figura 2: Correlacién entre la carga subgingival de bacterias totales y carga

subgingival de P. gingivalis en periodontitis. P. gingivalis: Porphyromonas

gingivalis. Rho=1; p=0,0000.

7.4. Correlacién entre los niveles de hsCRP sérica con la carga subgingival

de P. gingivalis en periodontitis.

No se encontrd correlacion entre la carga subgingival de P. gingivalis y los niveles

séricos de hsCRP, tal como se aprecia en la Figura 3 (Rho=0,1; p=0,7).
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Figura 3: Correlacion entre los niveles de hsCRP sérica y la carga
subgingival de P. gingivalis en periodontitis. P. gingivalis: Porphyromonas

gingivalis. hsCRP: Proteina C reactiva de alta sensibilidad. Rho=0,1; p=0,7.
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8. DISCUSION

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria créonica multifactorial, asociada a
una biopelicula bacteriana disbidtica, y caracterizada por la destruccion progresiva
del aparato de soporte del diente (Papapanou et al., 2018). Uno de los patobiontes
claves en esta enfermedad, pertenecientes al complejo rojo de Socransky, es P.
gingivalis (Al Batran et al., 2014; Thanakun et al., 2016). Esta bacteria es un bacilo
Gram negativo anaerobico estricto e inmévil (Al Batran et al., 2014), capaz de
desencadenar una respuesta inmunoinflamatoria, tanto local como sistémica
(Carrion et al., 2012). De este modo, un estado de inflamacién sistémica de bajo
grado, evaluado a través de la proteina C reactiva, podria reportar asociaciones
con la carga subgingival de P. gingivalis. En el presente estudio se determind, por
primera vez, la asociacion entre la carga subgingival de P. gingivalis y la

inflamacion sistémica de bajo grado, medida por hsCRP.

8.1. Presencia de P. gingivalis en individuos con periodontitis

En el presente estudio, se realiz6 un muestreo de biopelicula subgingival para
determinar la deteccién y carga de bacterias totales y de P. gingivalis mediante
gPCR. P. gingivalis se detecté en un 54,5% de los participantes del estudio.
Previamente la prevalencia de P. gingivalis se ha reportado en un rango entre 82-
92% en individuos con periodontitis, lo cual demuestra una alta prevalencia de
este patobionte en los sacos periodontales (Belibasakis et al., 2014; Checchi y
Pascolo, 2018; Rojas et al., 2017; Yong et al., 2015). En Chile, la prevalencia de P.
gingivalis se encontré entre 73 a un 100% de los individuos con periodontitis,
dependiendo de la severidad de la enfermedad (Gajardo et al., 2005; Rojas et al.,
2017), con un rango similar a lo observado en otros paises (Belibasakis et al.,
2014; Checchi y Pascolo, 2018; Yong et al., 2015).

La discrepancia del presente estudio en relacion con algunos reportes previos
podria explicarse, en parte, por la técnica de muestreo microbiolégico subgingival
utilizado. En nuestro trabajo, la muestra de biopelicula subgingival fue obtenida

mediante curetas mini-Gracey, mientras que otros estudios utilizaron conos de
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papel para el mismo propdsito (Checchi y Pascolo, 2018; Gajardo et al., 2005;
Rojas et al.,, 2017; Yong et al.,, 2015). A pesar de que existen autores que
demuestran concordancia en la deteccion de P. gingivalis al utilizar ambos
métodos de muestreo (Belibasakis et al., 2014; Jervge-Storm et al., 2007), un
estudio reporté una carga significativamente mayor en la extraccion de muestras
de biopelicula subgingival con conos de papel en comparacion con el uso de
curetas periodontales (Belibasakis et al., 2014). Esto podria deberse a que los
conos de papel absorben una mayor cantidad de fluido crevicular, el cual presenta
bacterias plancténicas (Belibasakis et al., 2014). P. gingivalis, en particular, podria
encontrarse en mayor proporcion en el fluido crevicular, ya que es un colonizador
tardio (Kolenbrander, 2000) y se desprende mas facilmente de la biopelicula
(Loomer, 2004).

8.2. Carga subgingival de bacterias totales y de P. gingivalis

La carga subgingival de bacterias totales y de P. gingivalis se expresaron en
namero de copias del gen 16S ARNr /ul. En el presente trabajo, la carga
bacteriana total fue de un promedio + DE de 1,4 x 108 + 1,3 x 108, lo que se
condice con un reporte anterior, que determiné una carga de 1,4 x 108 de
bacterias totales (Checchi y Pascolo, 2018). La carga subgingival de P. gingivalis
obtenida en este estudio fue de 9,2 x 10* (2,5 x 10°) copias del gen 16S ARNTr /pl
[mediana (RIC)], menor que en otras investigaciones previas (2 x 10° - 7,2 x 10°)
(Checchi y Pascolo, 2018; Yong et al., 2015).

Una de las posibles explicaciones de los resultados obtenidos podria ser la
profundidad al sondaje que presentaron los voluntarios en el presente estudio
[mediana (RIC)=2,6 (0,6) mm.], ademas de la extension de los sacos periodontales
profundos. Si bien los criterios de inclusion consideraban profundidades al sondaje
>5 mm en todos los participantes, en algunos de ellos los sacos profundos se
encontraban distribuidos de forma localizada. En investigaciones anteriores, se
observé una asociacion directa entre la profundidad al sondaje y la carga
subgingival de P. gingivalis (Chigasaki et al., 2021; Gambin et al., 2021). Esto se

debe a que a mayor profundidad al sondaje, la tensién de oxigeno disminuye, lo



26

cual podria favorecer la proliferacion de bacterias anaerobias estrictas, como P.
gingivalis (How et al., 2016). Ademas, la ausencia de barreras mecanicas como la
lengua, las mejillas y el flujo salival crea un ambiente propicio para el crecimiento
de este patobionte en el surco gingival. Asimismo, los factores de virulencia, tales
como las fimbrias, LPS y gingipainas juegan un papel importante al facilitar la
colonizacion, permanencia y crecimiento de P. gingivalis dentro del surco gingival
(Orrego-Cardozo et al., 2015).

8.3. Asociacion entre carga subgingival de P. gingivalis y Proteina C reactiva

de alta sensibilidad.

Hasta la fecha, no hay evidencia que correlacione la carga de P. gingivalis con los
niveles séricos de hsCRP mediante estudios clinicos. Sin embargo, se ha
reportado una asociacién entre periodontitis y niveles de CRP en sangre (Cecoro
et al., 2020; Chang et al., 2020). CRP es una proteina de fase aguda que se ha
establecido como un marcador validado para evaluar la inflamacion aguda y la
inflamacion sistémica de bajo grado (<10 mg/L) (Podzimek et al., 2015). Niveles
elevados de CRP han sido detectados en varias enfermedades sistémicas no
transmisibles (Herrera et al.,, 2020), ademas de ser un marcador validado de
riesgo cardiovascular, que contribuye a predecir futuros eventos vasculares
(Gomes-Filho et al., 2011).

De este modo, diversos estudios que comparten criterios de inclusion y exclusién
similares reportan mayores niveles séricos de CRP en individuos con periodontitis
en comparacion con individuos sanos. Estos estudios presentan variaciones en un
rango promedio de 0,5-4,1 mg/L en individuos con periodontitis (Botelho et al.,
2021; Isola et al., 2019; Morozumi et al., 2018), en concordancia con los
resultados de nuestro estudio [mediana (RIC)=1,1 (3,1)]. Mas aun, la asociacién
entre CRP y periodontitis esta avalada por estudios mecanisticos. De este modo,
la terapia periodontal reduce significativamente los niveles de CRP séricos (Lob&o
et al., 2019; Shah et al., 2023) en individuos con periodontitis.
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Si bien en este estudio los niveles de CRP no se correlacionaron con la carga
subgingival de P. gingivalis, la literatura ha establecido una correlacion directa
entre los niveles séricos de hsCRP vy la presencia de profundidades al sondaje
mayores o iguales a 5 mm en individuos sin enfermedades sistémicas (Chang et
al., 2020). Ademas, se encontré una asociacion positiva entre la profundidad al
sondaje, supuracion y compromiso de furca con los niveles de hsCRP séricos
(Shah et al., 2023). Un estudio determiné que la profundidad al sondaje, pérdida
de hueso alveolar y el NIC, se asociaron positivamente con los titulos de
anticuerpos anti P. gingivalis; sin embargo estos ultimos no se asociaron con los
niveles de hsCRP en sangre (Miyashita et al., 2012). Adicionalmente, estudios
anteriores de nuestro grupo encontraron un aumento significativo de CRP en el
fluido crevicular y una correlacion positiva con sus niveles séricos en individuos
con periodontitis en comparacion con los sujetos controles (Da Venezia et al.,
2021).

8.4. Fortalezas, debilidades y proyecciones

Este es el primer estudio que explora la asociacién entre la carga de P. gingivalis e
inflamacion sistémica de bajo grado, determinada a través de los niveles de
hsCRP sérica, en pacientes sin enfermedades sistémicas y con presencia de
periodontitis. Mecanismos de translocacion bacteriana, asi como la induccién local
y sistémica de citoquinas pro-inflamatorias por parte de P. gingivalis, podrian
sugerir una posible relacién entre esta bacteria y el desarrollo de enfermedades
sistémicas no transmisibles (Machado et al., 2021; Mei et al., 2020; Thanakun et
al., 2016; Torrungruang et al., 2019), relevante para continuar siendo explorada. Si
bien P. gingivalis se ha asociado a una mayor severidad de la periodontitis en la
literatura (Belibasakis et al., 2014; Checchi y Pascolo, 2018; Rojas et al., 2017;
Yong et al., 2015), en nuestro estudio la carga subgingival de P. gingivalis no se
asocié directamente con la inflamacién sistémica de bajo grado, lo cual podria
implicar a otros factores involucrados en este proceso, como el nimero de sujetos

en el grupo estudiado, entre algunos.
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Cabe mencionar que este estudio piloto es parte de un estudio multicéntrico
internacional, con un mayor tamafio muestral, mayor diversidad demogréfica,
mayor cantidad de grupos de estudio y con presencia de un grupo control. Los
resultados presentes y futuros de este proyecto podrian contribuir al desarrollo de
futuras investigaciones referentes a P. gingivalis y otros patobiontes capaces de
causar inflamacion local y/o a distancia, asi como a una mayor comprension de la
potencial relacidbn entre periodontitis y otras enfermedades cronicas no

transmisibles, de alta morbimortalidad a nivel global.
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9. CONCLUSIONES

En relacidbn con los resultados obtenidos en el presente estudio, se pueden

desprender las siguientes conclusiones:

a) P. gingivalis se detecté en el 54,5% de las muestras subgingivales de los
individuos con periodontitis.

b) Existe una correlacion positiva entre la carga subgingival de bacterias totales y

la carga subgingival de P. gingivalis en individuos con periodontitis.

c) No se encontr6 una correlacién entre carga subgingival de P. gingivalis y la
inflamacion sistémica de bajo grado, medida por hsCRP, en individuos con

periodontitis.
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El Comité Institucional de Bioseguridad (CIB) ha analizado el Proyecto IADR's
Regional Development Program 2020 tiulado “Bacterial translocation signatures in
periodontitis: a new paradigm for the relationship between periodontal-gut
microbiota and non icable dis ". La Investigadora Responsable de
este proyecto es |la Dra. Patricia Hernandez Rios, Académica del Departamento de
Odontologia Conservadora, Facultad de Odontologia, Universidad de Chile.

Los ensayos propuestos en este Proyecto se realzaran en la Unidad Académica
mencionada anteriormente e involucran el manejo de:

o Sustancia Quimicas Peligrosas:
-Se utilizardn agentes quimicos de riesgo de tipo corrosivos, inflamables, tdxicos
agudos y pelgros (graves) para la salud y medio ambiente.

o Material Biolégico:
-Muestras Humanas: piezas dentarias (muestras de placa subgingival), sangre
periférica y muestras subgingivales.

o Patégenos:
-La bactenia Gram negatvo Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 (grupo de riesgo
2); bactenas Gram negativo (si fuera necesario cultivar): Porphyromonas endodontalis
ATCC 35408, Tannerella forsythia ATCC 43037, Prevotella melaninogenica ATCC
25845, Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC 43718, Prevotella nigrescens
ATCC 33563 y Eikenella cormodens ATCC 23834, todas las anteriores pertenecientes
al grupo de riesgo 2; Treponema denticola ATCC 35405, Filifactor alocis ATCC 35896
(Gram paositivo) y Vellonela parvula ATCC 10790, todas las anteriores pertenecientes
al grupo de riesgo 1.



o Radiacienes lonizantes:
-Se utiizard rediacidn lonizante del tipo rayos X pera le toma de radiografias

convencionales.

Los ensayos se reslizaran principalments en el Laboratorio de Biologia Pericdontal (a
cargo de la Dra. Marcela Hemandez) y tambign en el Laboratone de Microbiologia
Bucal (a cargo de la Dra. Anilei Hoare) ambas Co-investigedoras del presente
proyecto. Ademaés, los sujetos a enrclar en el estudio se examinarén y se realizardn
sus seguimésntos en la Clinica Odontoldgica.

El CIB certifica que la Faculad de Odontologia cuenta con las facilidades para el
manejo y desecho del matenal bioldgico y guimico a utlizar en &l proyecto de acuerdo
&l Manual de Mommas de Bioseguridad y Riesgos Asociados, Conicyt 2018, Ademas, el
inwestigador se compromete a weler por el cumplimiento de las nomas de
biosegundad junto al Manual de Procedimientos para el Manejo y Desechos de
Residuos biokigicos y RESPEL de la Facultad, durante el desamrollo del proyecto.

S5e extiende el presents certificado a solicitud de la Dre. Hemandez para ser
presentado al Concurso |1ADR s Regional Development Program 2019, en el gue fue
adjudicado el presente proyecto.

Dra. Carla Lozano M.

Prasidenta
Facuibad e Ddanbc Surgic Livings [ETEN , Fomo POTE1 M0 20 VELIELE, Pax- 219 7EL 1SS, Sanliago.
Facullsd du Crecir Cuimices ¢ Farre SergicL P. 10T, Induzesd , Fores 29781700 Fax: 197 ELT4E,

Santiapa. Wp s o mics ucsiie ol
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11.2. Anexo 2: Acta de aprobacion del Comité Etico Cientifico o de
Investigacion del Hospital Clinico de la Universidad de Chile.

L —F
HOISPFITAL CLINICD
1 LIt RSIDAD DE CHILE

ACTA DE APROBACION N* 05
Santiago, 13 de enero de 2021,

El Comité Etico Cientifico o de Investigacion del Hospital Clinico de la Universidad de Chile, integrado
por los siguientes miembros:

Dra. Teresa Massardo Vega. Especialista en Medicina Muclear. Presidenta
Sr. Mauricio Venegas Santos. Bioguimico. Vicepresidents.

Dra. Aida Verdnica Araya CQuintanilla. Médico Endocrindloga. Secretaria de actas.
Dr. Sergio Valenzuela Puchubu, Médico Gineco-Obstetra, Integrants.

Or. Juan Carlos Prieto Dominguez. Médico Farmacologia Clinica. Integrante.
Dra. Ana Maria Madnd Silva. Gasfroenterdloga. Integrante.

Srta. Rina Sepllveda Alfaro. Abogado. Integrante.

Dra. Gloria Lopez Stewart. Médico Endocrindloga. Integrante.

Dr. Juan Jorge Silva Solis. Médico Cirujano. Integrante.

Dr. Melchor Lemp Miranda. Médico Newrocirujano. Integrante.

Sra. Ginette Zufiiga Mavarrete. Miembro de |a comunidad.

Ha analizado el Proyecto: “Bacterial translocation signatures in periodontitis: A new paradigm for
the relationship between periodontal-gut microbiota and non-communicable diseases®, cuya
Investigadera Principal es la Ora. Patricia Herndndez Rios, de la Facultad de Odentologia de la
Universidad de Chile. Participa como Investigadora Responsable, la Dra. Marcela Herndndez Rios,
del Servicio Dentomaxilofacial. El proyecto sera desamollado en de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile.

Fara estos efectos se tuvo a a vista |os siguientes documentos:
« (aria de presenfacion de proyecho.
Carta de compromiso de la invesbgadora principal.
Carta de compromiso de los co-investigadores.
Curriculum vitae de la investigadora principal.
Formulano de solicibud de evaluacion de proyecto.
Proyecto en extenso.
Documento de Consentimiento Informado Version 2.0, fechado 11 de enero de 2020,
Revocacién del Consentimiento Informado Version 1.0, fechado 10 de diciembre de 2020,
Ficha de registro dinico.

- & & & & & & @

El Proyecto v los documentos sefialados en el parrafo precedente han sido anakizados a la luz de los
postulados de la Declaracidn de Helsinkl, de las pautas Eticas Internacionales para la investigacidn
Biomédica en Seres humanos CIOMS 2002, de las Guias de Buenas practicas Clinicas de ICH y
MWormativa Macional Vigente.
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. HOSPFITAL CLINICD
‘ UNNERSIDAD DE CHILE

a) Caracter de la poblacién estudiada
Terapéufica.
b) Utilidad del Proyecto
Adecuada.
¢) Riesgos
Controdados.
d) Beneficios
Agecuados.
&) Confidencialidad del Estudio
La investigadora principal asequra |a confidencialidad de todos [os datos.

Por lo tanto, €l Comité estima que & Estudio propuesto estuvo bien justificedo v que no significa para los
sujetos involucrados riesgos fisicos, psiquicos o sociales mayores.
El consentimiento informado es adecuado &n forma v fondo.

En virtud de las consideraciones anteriores, el Comité otorga la Aprobacién Etica del estudio
propuesto, en sesion extraordinaria del 13 de enero de 2021, la que se extiende por un plazo de 12
meses a contar de esta fecha. Se adjunta Declaracion de Cumplimients de las Buenas Practicas
Clinicas.

Se debe tener presente que se debe realizar:

- [Envio para aprobacion o toma de conocmienta de nueva documentacian relacionada al estudio.

- Cambio en los Delegados del Director de la Institucion.

- Motificacion de reacciones adversas serias o no senas, en gue las serias deben ser nofificadas en  un
plazo de 72 horas hébiles de ocurido el evento.

- Emviar anualmente avances del Proyecto.

- Balicitud de Extension de plazo de aprobacion.

- Enviar Informe Final del Proyecio.

Los items minimos que deben contener los informes semestrales y finales, son los siguientes:
= Cumpémiento de los objetivos.

- Numero de Sujetos enrolados.

- Numero y motivo de los sujetos gue abandonan o se retiran.

Saluda atentamente a Ud.

i T p
] =
=}

=

—EE 301200

Teresa Massardo Viega
Presidenta del Comité Efco Cientifico

Hospital Clinico de ka Universidad de Chile



11.3. Anexo 3: Documento de consentimiento informado.

DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del Proyecto:

"Sefiales de translocacion bacteriana en periodontitis: un nuevo
paradigma para la asociacion de la microbiota periodontal-intestinal y
enfermedades cronicas no transmisibles™.

Mombre del Investigador: Patricia Hemandez Rios

Servicio o Departamento: Departamento de Odontologia Conservadora
Institucién patrocinadora: Facultad de Odontologia, Universidad de Chile
Direccidn: Olives 943, Independencia, Santiago

Teléfonos: 228781839, 988295380

w Le estamos invitando a participar en el proyecto de
imvestigacion  "Sefales de fransiocacion bacterians en perodontitis: un nuevo

Wwﬁmd&hm&ﬁa&ap&%ﬁaﬂ-ﬂmﬂrﬁy
enfarmedades cranicas no transmisibles” debido a que usted cumple con los

criterios mecesarios para ser parte de él.
Antes de tomar la decisidn de participar lea atentamente este documento.

Introduccién: & periodontitis es una enfermedad que produce inflamacian en

las encias y destruccion en los tejidos que insertan los dientes debide a la

presenca de microorganismos (bacterias) sus encias. Esta enfermedad también

podria afectar la salud general, e incluso intestinal,

En este estudio evaluaremos la presencia de bacterias intestinales y bacterias que

causan la periodontitis en samgre v enda, v su relacidn con la presenca de

inflamacién en la circulacién sanguinea general.

Se invitard a participar a personas con y sin periodontitis (sanos), haremos un
examen dinico v radicgrafico por espedalistas, tomaremos muestras de bacterias
de encia y de sangre. Bl estudio no involucra intervencidn alguna mas alla del
EXAMEn y muestras, por lo tanto no implica riesgo para los participantes, y permitird
explorar de manera internacional el conocdmiento de la interrelacién y rol de las
enfermedades bucales sobre otras enfermedades médicas.

Objetivas: Esta investigacion tiene por objetivo determinar la asodacion entre la
inflamacian presente en la croulacidn general y presencia de bacterias del intesting
y encia en sangre. Para esto, se induird a un ndmero minimo de 60 sujetos
provenientes del Centro de salud de San Bermardo, Clinica Universidad de los
Andes, Pontificia Universidad Javeriana, y Clinica Odontoldgica de la Facultad de
Odontologia Universidad de Chile, donde usted serd reclutado (20 personas en
cada centro universitario).

Wersign 10 Hoapial Clinico Universidad de Chile, Facha 11 de snerc de 3821
Péging 1 de 4
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Procedimientos: Si Ud. acepta participar, sea del grupo con periodentitis o sin
ella, usted sera someftido a los siguientes procedimientos, por una Onica vez:
entrevista y registro de datos generales y médicos, examen clinico odontoldgico
{de encias y caries) y radiografias dentales de todos los dientes. Ademds, se
tomaran muestras de placa bacteriana (bacterias bucales), mediante instrumentos
especificos, desde el surco presente en su enda. Un téonico especializado
registrara su indice de masa corporal (calculado en base al peso y la altura), v
tomara una muestra sanguinea de su brazo (aprox. 45 mi).

Sus muestras seran utilizadas para determinar la presencia de bacterias o sus
componentes, y respuesta inflamatoria general, mediante el examen de
laharatorio clinico de niveles de proteina C reactiva de alta sensibilidad en sangre.

Riesgos: Durante la extraccidn de sangre, usted podria experimentar ligeras
muolestias, tales como dolor leve, mareos o sensacion de debilidad general, asi
como hematomas o "moretones” ocasionales en la zona de pundon. La toma de
muestras sanguineas, asi como el resto de los procedimientos, seran realizados
por personal calificade v acreditado, de manera de disminuir los riesges para
usted.

Las radiegrafias dentales poseen um nivel muy bajo de irradiacion, por lo gue se
consideran seguras. De todos modos, para limitar la exposicién, se le cubrira el
resto del cuerpo con unm delantal del plomo. La radiacién puede ocasionar
alteraciones en el feto, por lo que si usted estd embarazada o sospecha de
embarazo, por favor informe y absténgase de participar en &l estudio.

El examen bucal v la toma de muestras de placa bacteriana, por su parte, no
conllevan mayores molestias ni rfiesgos propios de su obtenddn.

Cualquier ofro efecto que Ud. considera que puede derivarse de la toma de
muestras sanguineas o del estudio, debera comunicarlo a la Dra. Patricia
Hernandez Rios, en el teléfono 988299380 o mail phemandezrios@gmail.com

Costos: Los insumos, examenes clinico-radiograficos, examenss sanguineos vy
microbiclégicos, con sus técnicas de muestreo y analisis, seran aportades por la
imvestigacion v su financiamiento (Proyecto IADR Regional Development), sin costo
alguno para Ud. durante el desarrollo de este proyecto. Su participacion no le
representara gastos adidonales.

Beneficios: Ademas del beneficio que este estudio significara para el progreso
del conccimiento v el mejor tratamiento de futuros pacientes, como beneficios,
cada voluntario obtendré un examen dental dinico bucal y diagndstico periodontal
gratuito, derivacién a fratamiento dental, asi como set de radiografias dentales
gratuitas y cepillos y pastas dentales sin costo. Adicionalmente, podrd conocer los
resultados del analisis de sus niveles de proteina C reactiva sin costo, si usted lo
desea.

Wersidn 18 Hoapial Clinico Universidad de Chile, Facha 11 de enerc de 3021
_ Pégina 2 de d
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Alternativas: Si Ud. dedde no participar en esta investigacidn recibird la
evaluacion que se aplica habitualmente en forma particular v con los costos
normalmente asodados, sin existir ninguna consecuencia desfavorable para usted,
£n caso de no aceptar la intervencién y/o participacion.

Compensacion: Ud. no recibira ninguna compensacién econdmica por su
partidipacion en el estudio. Sin embargo, se le otorgard una  colacidn
inmediatamente después de haber domado sangre.

Confidencialidad: Toda la informacién derivada de su participacion en este
estudio sera conservada en forma de estricta confidencialidad, lo que incluye el
acceso de los investigadores o agendias supervisoras de la investigacian. Cualquier
publicacién o comunicacién cientifica de los resultados de la investigacidn sera
completamente andnima.

: Ud. o su médico tratante serdn informados si durante el
desarrollo de este estudio surgen muevos conocimientos o complicaciones que
puedan afectar su voluntad de continuar participando en la investigacidn.

Voluntariedad y Revocacién: Su participacion en esta investigacién es
totalmente voluntaria y se puede retirar en cualquier momento comunicandolo al
investigador (mediante un formulario de revocacidn del consentimiento opcional)
y & su médico tratante, sin que ello signifigue sanciones o pérdida de beneficios
&n nuestra instituciém o modificaciones en el tratamiento habitual de su
enfermedad. De igual manera su médico tratante o el investigador podran
determinar su retiro del estudio si consideran que esa decision va en su beneficio.

: En el improbable caso de gue Ud. presente complicaciones
directamente dependientes de la toma de muestras o del estudic mismo, Ud.
recibira el tratamiento médice completo de dicha complicacidn, financiado por el
equipo de investigacidn, v sin costo alguno para Ud. o su sistema previsional. Esto
no incluye las complicaciones propias de su enfermedad v de su curso natural.

o | el icipante; birs i d
firmade. Si usted requiere cualquier otra informacion sobre su participacién en
este estudio puede comunicarse con la investigadora Dra. Patricia Herndndez
(988299380), o la Sra. Bernarda Parada (959655428),

Otros Derechos del participante: .

En caso de duda sobre sus derechos comunicarse con el Comité Etice Cientifico o
de Investigacidn del Hospital Climico Universidad de Chile, Teléfono: 229789008,
Email: comiteetica@hcuch.d, ubicado en Santos Dumaont N 999, 4 Piso Sector D,

Weraidn 28 Hospital {linico Unheersidad de Chils, Facha 11 de enerc de 3331
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Comuna de Independencia, Santiago.

Después de haber leido v comprendido la informacion de este documento, de
haber podide aclarar todas mis dudas, entiendo gque me puedo retirar cuando lo
desee. Otorgo mi consentimiento libre, informado v voluntario para participar en
el proyecto mencienado, "JADR Regional Development Program”™,

Nombre del sujeta Firma Fecha y Hora
R,
Mombre del Investigadar Firma Fecha y Hora
R,
Mormbre del Director o Delegado Firma Fecha y Hora
R,

S s trata de un sujeto felrado, no vidente U ofra sluacidn, registrar nombre ol sujeto y
de s Apodierade | Testigo).

Maormbre del Testige Firma Fecha y Hora

Run,

Wpralgn 28 Hospital Clinico Unheers [dad de Chils, Facha 11 de enerc de 3831
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11.4. Anexo 4: Registro clinico de los participantes.

FICHA DE REGISTRO CLINICO Proyecto IADR-RDP

“Bocterial translocation signatures in perodentitis: A new paradigm for the relationship between periodontal-gut
microbiote and non-commumnicoble diseases” [Herndndez-Rios P, Hoare A, Herndndez M, Chaparro A, Sudrez L),

DATOS PERSONALES

N Ficha:
Mombae: ID muesira suero:
e-mail:

ID muestra FR:
Fana:
Fecha ingreso: Fecha nacimiento:
Género: Edad:

Femenino o Masculing o

Mivel educacional:  bdsica incomplelm o basica completac medm complelac supesior completa o

ANAMNESIS ¥ EXAMEN FIs1C0

Fumisdor (achsal) Mo o Sio Mo cigarrillos:
Consumao aleohed Koo Sio Promedio gre‘dia:
Enfermednd sistémica actaal Mo o Sio Especificar:
Alergias Mo o 8io Especificar:
Tratamienta médico los Ghmes 3 Mo o 8io Especificar:
meses
Tratmienta perindental previe Mo o 8io Especificar:
Peso (kg): IMC (kg/m2): PCR-as {mg/ml):
Tallz {m}:
EXAMEN CLINICD INTRAORAL ¥ RADIOGRAFICO
PS pram {mm}): Dingréstion
Perindantitis a X
Sanp o NIC prom (mm): periodontal:
LPA Mo o Sio Diestartraje (fecha):

Cariados {N® de dientes):
Obturades (M® de dientes):

COpD
Perdidas (N de dienbes:
COPD Tedal:
MUESTRAS DE PLACA BACTERIANA
Fecha: Diemte sitia):
Diemte sitia):
Diente [ sitio):

Diemte sitia):
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Fecha-

1.7

1.6

1.3

1.4

13

11

1.1

2.1

2.2

23

24

2.5

2.5

2.7

1.7

1.6

13

1.4

13

1.1

1.1

2.1

2.2

23

24

2.5

1.6

2.7

4.6

435

4.4

4.3

4.

A |

32

23

34

35

16

37

4.6

4.5

4.4

4.3

4.x

3.1

A

3.3

34

3.5

3.6

5.7
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