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RESUMEN

Introduccion: La periodontitis es una enfermedad inflamatoria cronica que se
encuentra asociada con un microbioma disbiético que desencadena una respuesta
inmuno-inflamatoria local desregulada y produce una destruccion de los tejidos
periodontales. En este contexto los linfocitos Th17, principales productores de IL-
17A aumentan en proporcion y estan asociados a la resorcion 6sea durante
periodontitis. Sin embargo, se desconoce la influencia e interrelacion del eje

Th17/1L-17 sobre el microbioma subgingival.

Objetivo: Evaluar la correlacion entre la abundancia relativa de algunas Unidades
Operacionales taxondmicas (OTUs) especificas y la expresion de genes asociados
a células Thl7, junto con la carga bacteriana total del microbioma asociado al

transcurso de periodontitis experimental.

Metodologia: Se obtuvieron muestras microbiolégicas y de tejido gingival de
ratones C57BL/6 a los que se indujo periodontitis mediante ligadura, las cuales se
retiraron a las 2 horas y dias 1, 3, 5, 7 posterior a su colocacion. Se extrajo el ADN
y se caracterizd el microbioma de la ligadura por medio de secuenciacion masiva
basada en el gen 16S ADNr, para la obtencién de OTUs, analizando su diversidad,
y abundancia relativa, utilizando el software mothur. Posteriormente se estudi6 la
covariacion de los datos del microbioma, carga bacteriana total y expresion de

genes Rorc e ll17a mediante el paquete mixOmics usando el software R.

Resultados: Se obtuvo que un grupo de OTUs, identificadas como Escherichia
spp., poseen una correlacién positiva con carga bacteriana y expresion de genes
asociados con las células Th17 (ll17ay Rorc).

Discusion: El aumento de la abundancia relativa de ciertas OTUs asociadas con
pérdida 6sea durante periodontitis experimental, se correlaciona positivamente con
el aumento en la expresion de 1l17a, sugiriendo que la inflamacion mediada por
células Th17 podria incidir en la generacion de disbiosis del microbioma asociado

a la periodontitis experimental.



Conclusion: Existe una correlacion positiva entre Escherichia spp. y la expresion
de genes asociados con las células Th17, junto con la carga bacteriana total del

microbioma asociado al transcurso de periodontitis experimental.

Financiamiento: FONDECYT de Iniciacion N° 11180505, FONDECYT regular
1231728, FONDECYT regular 1231350.



INTRODUCCION

La periodontits es una enfermedad crénica inflamatoria multifactorial
desencadenada por un microbioma disbidtico que se acumula en el area
subgingival. Este fendmeno desencadena una respuesta inmune inflamatoria local
desregulada, ocasionando la destruccion de las estructuras de soporte del diente,
siendo una de las causa principal de la pérdida dentaria, con una consiguiente
disminucién en la calidad de vida de los pacientes. En este contexto, la respuesta
inmune del hospedero juega un papel crucial en el desarrollo y progresion de la

periodontitis, y las células Th17 se han identificado como un componente esencial.

Los linfocitos T helper 17 (Th17), principales productores de IL-17A, se encuentran
aumentados en cantidad total de células y proporcién durante periodontitis. Estas
células, a través de su citoquina principal y otros mediadores, exacerban la
inflamacion crénica presente durante esta enfermedad, promoviendo la produccién

de citoquinas proinflamatorias y estimulando la resorcion ésea alveolar.

Numerosos estudios respaldan la informacién de que la amplificacién de I117a esta
asociada con alteraciones en las comunidades subgingivales. Estos datos indican
una relacion directa entre el aumento de Il17a y la carga bacteriana total,
especificamente en contexto de periodontitis severa asociada con la Deficiencia
de Adhesion Leucocitaria de tipo | (LAD-1). Sin embargo, en la actualidad, se
desconoce la influencia e interrelacion del eje Th17/IL-17 sobre el microbioma

subgingival, especialmente en ausencia de enfermedades como es LAD-1.

Existe una falta de estudios que analicen la interrelacién del eje Th17/IL-17 y el
microbioma, por lo que el nuevo conocimiento aportar a la comprension de la
etiopatogenia de la patologia. Este conocimiento no solo contribuira a una mejor
comprension de las interacciones entre el sistema inmunolégico y la microbiota en
el contexto de periodontitis, sino que también puede influir en el disefio de
enfoques terapéuticos para el tratamiento de esta enfermedad, mejorando su

manejo clinico.



MARCO TEORICO

Generalidades de la periodontitis

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria cronica de tipo multifactorial que
se encuentra asociada con una biopelicula bacteriana disbiética, que se acumula
en el &rea subgingival. Se caracteriza por la pérdida de tejido conectivo y soporte
0seo, manifestandose clinicamente como la pérdida de insercidon clinica

(Papapanou y cols., 2018).

Esta patologia corresponde a un problema de salud publica por su alta prevalencia
a nivel global, afectando al 11,64% de la poblacion mundial (GBD Diseases and
Injuries Collaborators., 2020). Se ha asociado a condiciones y enfermedades
sistémicas tales como, la enfermedad cardiovascular aterosclerética, diabetes
mellitus tipo 2, artritis reumatoide, enfermedad renal crénica, obesidad y la
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (Chapple., 2014). En Chile, se ha
reportado que un gran porcentaje de la poblacién presenta signos de destruccién
periodontal (Carvajal, 2016; Morales y cols., 2021). Se determindé que la
prevalencia de pérdida de insercidén clinica en la poblacién adulta chilena para
grupos de entre 33-44 afios y 65-74 afos fue de 93,5% y 97,6%, respectivamente
(Gamonal y cols., 2010). Estudios recientes han revelado una alta prevalencia de
periodontitis en la poblacion chilena. Especificamente, en el estudio realizado por
Morales 2021, se destaca esta alta prevalencia al compararla con la clasificacién
actual de enfermedades y condiciones periodontales de la Academia de
Periodontologia Americana y la Federacion Europea de Periodontologia
(AAP/EFP) contra la clasificacion de los centros de control y prevencion de
enfermedades y la Academia de Periodontologia Americana (CDC/AAP). En
adolescentes, el 75,6% presentd periodontitis segun la actual clasificacién siendo
la mayoria en estadios | y Il. En adultos, la prevalencia alcanzé el 99%,
clasificandose mayormente en el estadio 1V. La forma mas comun de periodontitis

fue estadio IV localizada grado B (38,9%). Estos hallazgos subrayan la magnitud



del problema de salud publica en la poblacion chilena y su impacto (Morales y
cols., 2021).

Por otra parte, el estudio de la condicion periodontal adquiere importancia debido
a los efectos que tiene en la vida de las personas. A medida que la periodontitis
progresa, conduce a la pérdida dental, causando edentulismo y disfuncion
masticatoria, o que perjudica la nutricion, la autoestima y la calidad de vida de las

personas (Kassebaum y cols., 2014; Tonetti y cols., 2017).

La efectividad del tratamiento periodontal se convierte en un desafio, ya que, a
pesar de la disponibilidad de tratamientos para la periodontitis y la provisién de
atencién adecuada y oportuna, persiste la progresion de pérdida de insercidon
clinica (Billings y cols., 2018). Este hecho destaca la importancia de comprender
mas a fondo la patogénesis de la periodontitis, explorando los diferentes
mecanismos que contribuyen al progreso de la enfermedad. En consecuencia, se
vuelve indispensable desarrollar estrategias preventivas y terapéuticas mas

eficaces, lo que implica el desarrollo de nuevas vias de investigacion.

El microbioma subgingival durante periodontitis.

La etiologia de la periodontitis es de caracter multifactorial, dependiendo en gran
medida de la microbiota que habita el area subgingival (Hernandez y cols., 2011).
Estudios han evidenciado que estas comunidades bacterianas por si solas no son
capaces de explicar el progreso de la periodontitis, por lo que se ha descrito que
es necesario tener un hospedero susceptible para desencadenar una respuesta
inmune local desregulada que conlleva finalmente a una destruccion de los tejidos
periodontales, es decir, pérdida de tejido conectivo y 6seo (Kinane y cols., 2017;
Diaz y cols., 2016).

Estudios histéricos han demostrado que existen diferencias en la abundancia de
especies en salud y enfermedad (Socransky y Haffajee, 2005). Sin embargo, es

posible detectar especies bacterianas que se manifiestan tanto en salud como en



periodontitis, expresandose con distinta frecuencia y proporcion (Abusleme y cols.,
2021). En periodontitis es posible identificar un aumento en la representacion de
bacterias anaerobias, en su mayoria Gram negativo como Porphyromonas
gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Tannerella forsythia vy
Treponema denticola que son conocidas por desencadenar respuestas
inmunitarias innatas, inflamatorias y adaptativas (Silva y cols., 2015; Abusleme y
cols., 2021). La presencia de estos patobiontes en la biopelicula estimulan una
respuesta inmunoinflamatoria de los tejidos gingivales y periodontales dando como
resultado un dafio tisular (Hajishengallis, 2014). Por el contrario, las comunidades
microbianas asociadas a salud estan dominadas por bacterias Gram positivo tales
como Streptococcus spp., Rothia spp. y Actinomyces spp. (Silva y cols., 2015;

Griffen y cols., 2012; Abusleme y cols., 2013; Abusleme y cols., 2021).

La necesidad de una mejor comprension de los cambios presentes en la
microbiota subgingival, durante salud y periodontitis, impulsé la utilizaciéon de
estrategias mas especializadas como es la secuenciacion de librerias de
amplicones del gen que codifica para la subunidad ribosomal 16S (16S ADNr)
(Griffen y cols., 2012), pudiendo ser analizados en base a la definicibn de
Unidades Operacionales Taxonomicas (OTUs), generalmente clasificadas a nivel
género y en ocasiones llegando a nivel de especie. Esta técnica ha posibilitado
caracterizar los cambios presentes en el microbioma subgingival identificando
especies bacterianas clasicamente asociadas con periodontitis y especies
bacterianas nuevas no tradicionalmente asociadas con esta enfermedad (Diaz y
cols., 2016). El uso de la secuenciacién también ha permitido conocer con una
mejor resolucion la interrupcion en el ensamblaje de la comunidad bacteriana,
denominado “disbiosis”, postulando asi que la periodontitis es causada por
comunidades polimicrobianas disbiéticas y no solo por especies especificas
(Winter y Baumler., 2014; Griffen y cols., 2012; Abusleme y cols., 2013).

Existe evidencia que sefiala alteraciones en la composicién y estructura del

microbioma durante periodontitis, manifestando un aumento en su potencial



patogénico (Socransky y cols., 1998). Durante la progresion de periodontitis, las
comunidades van presentando nuevos taxones que se van tornando dominantes
lo va acompafiado con el aumento de su biomasa bacteriana (Abusleme y cols.,
2013). Este aumento de biomasa se atribuye al enriquecimiento de nutrientes
disponibles, derivados del fluido crevicular gingival y producto de la exacerbacion
de la inflamacion por el progreso de la enfermedad. Ademas, se evidencia una
adaptacién a las condiciones ambientales como es la disminucién de la cantidad
de oxigeno. Es asi como varios estudios respaldan la idea de un aumento
significativo de la biomasa bacteriana durante periodontitis, destacando la
influencia crucial de la inflamacién, siendo este un determinante clave para la
alteraciéon de la microbiota subgingival (ter Steeg y van der Hoeven, 1990;
Abusleme y cols., 2013; Diaz y cols., 2016).

Disbiosis y respuesta inmune inflamatoria.

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria desencadenada por la disbiosis de
comunidades polimicrobianas. El término “disbiosis” corresponde a un estado de
desequilibrio de las comunidades microbianas que se manifiesta mediante
cambios en su abundancia relativa, composicién y funcionalidad. Este
desequilibrio puede ser tanto causa como consecuencia de factores relacionados
con el hospedero o el ambiente, lo que resulta en un cambio microbiano (Levy y
cols., 2017; Tiffany y Baumler, 2019).

Varios estudios a lo largo de los afios han demostrado que las bacterias
desempeiian un rol crucial en el desarrollo de la periodontitis. No obstante, es
fundamental la presencia de un hospedero susceptible cuya respuesta
inmunoldgica, que normalmente actla de forma protectora, pueda presentar una
respuesta exacerbada, aumentando asi la destruccion de los tejidos (Dutzan y
cols., 2017). La interaccion entre las comunidades microbianas subgingival y las
respuestas inmune inflamatorias locales son la responsable de la pérdida 6sea y
de los tejidos periodontales (Diaz y cols., 2016). De acuerdo con estos

antecedentes, comprender los mecanismos inmunopatolégicos que llevan a la



desregulacion de la respuesta inmune del hospedero durante periodontitis se
vuelve esencial para dilucidar su relacion con la expresion de mediadores
caracteristicos y su influencia en las comunidades bacterianas durante la

enfermedad.

Células Th17: su relacion con la pérdida 6sea y microbioma subgingival.

En las superficies de las mucosas, las células T helper 17 (Th17) desempefian un
papel crucial en la regulacion de la inmunidad del hospedero. Estas células,
pertenecientes al subtipo de linfocitos T CD4", destacan por ser productoras
primarias de IL-17A, cuya expresion esta regulada por factores de transcripcion
como STAT3 y el distintivo factor RORyt (Harrington y cols., 2005). EI gen rorc
codifica este ultimo, conocido como RORYyt, y es responsable de la induccion de
las células Th17 (Castro y cols., 2017). Se ha documentado que el eje Th17/IL-17
tiene un rol en la mantencién de la homeostasis y la integridad de la barrera contra
bacterias y hongos. En particular, estudios respaldan su participacion en la
contencion de Candida spp. en la cavidad oral (Conti y cols., 2009).

Las respuestas inmunolbgicas exacerbadas mediadas por células Thl7 estan
asociadas a diferentes enfermedades autoinmunes e inflamatorias, como la
psoriasis, diabetes tipo 1, artritis reumatoide y periodontitis, entre otras (Gaffen y
cols., 2014; Dutzan y Abusleme., 2019). Estudios han evidenciado niveles
elevados de IL-17 en periodontitis (Zenobia y Hajishengallis, 2015). Estos
hallazgos estan relacionados con un aumento de la severidad de parametros
clinicos destruccion periodontal. Se ha descrito que IL-17 amplifica la inflamacion
al reclutar neutréfilos, fomentando la produccion de factores antimicrobianos,
citoquinas proinflamatorias y activacion de osteoclastos, contribuyendo asi a la
destruccién periodontal y pérdida de hueso alveolar (Moutsopoulos y cols., 2015;
Abusleme y Moutsopoulos, 2017). Ademas, existe evidencia que respalda la idea
que la inhibicion de Th17 resulta en una reduccion del 50% a 70% en la pérdida
0sea, segun modelos de periodontitis experimental (Dutzan y cols., 2018).



En investigaciones previas llevados a cabo en pacientes con Deficiencia de
Adhesion Leucocitaria tipo | (LAD-1), que presentan manifestaciones orales de
periodontitis severa, se evidenciaron cambios en la microbiota subgingival,
vinculadas con la disbiosis de las comunidades. En este contexto, se observé que
la inhibicion de IL-17 tuvo un efecto significativo en la carga bacteriana total,
generando una disminucion notable de la misma (Moutsopoulos y cols., 2014).
Asimismo, en estudios recientes de diabetes tipo 2 han demostrado un aumento
de inflamacion periodontal, pérdida de hueso alveolar y respuestas exageradas del
eje Th17/IL-17 acompafiados de dishiosis de las especies subgingivales (Xiao y
cols., 2017). No obstante, aun se desconoce la influencia de este eje sobre la
microbiota subgingival en ausencia de patologias sistémicas existiendo la

necesidad de investigar esta interrogante.

Modelos de experimentacion

Para poder investigar sobre los cambios que existen en la transicion desde salud a
periodontitis, es necesario contar con un modelo experimental que permita
analizar los distintos factores que influyen en dicha transicion, de forma
controlada. Actualmente existen modelos experimentales para la investigacion de
los cambios que existen de la transicién desde salud periodontal hasta llegar al
estado de enfermedad. Un modelo experimental reconocido es el de periodontitis
inducida por ligadura (PIL) en ratones, el cual genera las condiciones similares a
las que se aprecian en humanos y que permiten analizar los distintos factores
asociados con la progresién desde salud a enfermedad. Este modelo consiste en
la colocacion de una ligadura en el segundo molar para inducir un acumulo local
de placa bacteriana, facilitando la inflamacion gingival mediada por la microbiota
subgingival disbiotica y finalmente induciendo pérdida 0sea del hueso alveolar
(Graves y cols., 2008; Abe y Hajishengallis, 2013). Por medio de este modelo, es
posible el estudio simultdneo de la microbiota y la respuesta inmune del
hospedero durante la induccién de periodontitis experimental, con el fin de

entender con mayor claridad la patogénesis de la pérdida de hueso alveolar.
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Se han llevado a cabo re-analisis bioinformaticos de estudios relacionados con
este modelo experimental y la disbiosis asociada tal como lo evidencia el articulo
de Arce y cols. (Arce y cols., 2022). Estos andlisis han permitido obtener
informacion sobre los cambios microbianos en el contexto de periodontitis
experimental. Las variaciones experimentales y metodologicas entre los diversos
articulos analizados pueden influr en las comunidades microbianas,
manifestandose en cambios tanto en su estructura y composicion, como en la
abundancia relativa de los taxones. En particular, se identific6 un cambio notable

en la abundancia relativa a medida que se desarrolla la disbiosis.

En condiciones de salud, las comunidades microbianas han sido identificadas
como Streptococcus spp. (S. danieliae). Con respecto a las especies
predominantes durante el modelo de periodontitis inducida por ligadura destaca
Enterococcus spp. (E. faecalis) como la OTU méas abundante junto con
Ligalactobacillus sp. (L. murinus). Estos hallazgos refuerzan la idea de que la
etiopatogenia de periodontitis no se atribuye solo a microorganismos especificos,
pero que es necesaria su presencia. Ademas, se observa una marcada
heterogeneidad en las comunidades subgingivales durante el establecimiento de

la enfermedad.

A pesar de esto, existen pocos antecedentes respecto a la interrelacion de
respuestas inmunes especificas importantes para la destruccion ésea y los
cambios en la microbiota durante el desarrollo de periodontitis. Por lo tanto, surge
la necesidad de comprender el papel de las células Thl7 y su relacién con la
microbiota subgingival durante el transcurso de periodontitis, ya que no se ha
estudiado su influencia en la microbiota durante ese proceso. Debido a lo anterior,
a través de este estudio se desea evaluar de forma conjunta estas variables para
permitir obtener una vision integrada de lo que estad ocurriendo durante la

progresion de periodontitis.
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Planteamiento del problema

La periodontitis, es una enfermedad inflamatoria crénica que ha sido objeto de
numerosos estudios. Se encuentra asociada a un microbioma disbiético y a una
respuesta inflamatoria local desregulada por parte del hospedero lo cual lleva
finalmente a la destruccién de los tejidos de soporte del diente (Curtis y cols.,
2020). Es en este contexto que ha sido objeto de estudio las interacciones entre el
sistema inmunolégico del hospedero y el microbioma subgingival. Investigaciones
previas han resaltado el papel crucial del eje Th17/IL17 en la modulacion de las
comunidades bacterianas en el area subgingival, con evidencia de una relacion
directa entre la presencia de ll17a y la carga bacteriana total, particularmente en

casos de periodontitis mas severa (Moutsopoulos y cols., 2014)

A pesar de estos avances, persiste el desconocimiento respecto a la influencia del
eje Th17/IL17 sobre el microbioma subgingival, incluyendo la abundancia relativa
de las OTUs. Esta falta de comprension limita la posibilidad de comprender los
mecanismos subyacentes de la enfermedad sino también su estudio proporciona
nuevo conocimiento que en un futuro pueda aportar al desarrollo de estrategias

terapéuticas destinadas al tratamiento de periodontitis.

Por lo tanto, la investigacion propuesta, se centra en desentrafiar la complejidad
del eje Th17/IL17 y su impacto sobre el microbioma subgingival, incluyendo la
variacion en la abundancia relativa de las OTUs, en casos de periodontitis

experimental.
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HIPOTESIS

Considerando los antecedentes antes expuestos, proponemos la siguiente

hipotesis:

“Existe una correlacion positiva entre la expresion de genes asociados con las
células Thl7, la abundancia relativa de algunas unidades operacionales
taxondmicas (OTUs) especificas y la carga bacteriana total del microbioma

subgingival durante el transcurso de periodontitis experimental”.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la correlacién entre la expresion de genes asociados con las células
Th1l7, la abundancia relativa de algunas OTUS especificas y la carga bacteriana
total del microbioma subgingival durante el transcurso de periodontitis

experimental.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Determinar la abundancia relativa de OTUs y su taxonomia en muestras de

microbioma subgingival durante periodontitis experimental.

2.- Determinar la covariacion entre la expresion de genes Rorc e ll17a
(asociados con las células Thl7), la abundancia relativa de OTUs y la carga
bacteriana total del microbioma subgingival durante el transcurso de periodontitis

experimental.
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METODOLOGIA

El desarrollo de esta tesis contdé con el financiamiento y apoyo de los Proyectos
FONDECYT de Iniciacion N° 11180505, y FONDECYT regulares 1231728 y
1231350 (Ver Anexo 1, 2Y 3).

Animales y modelo experimental de periodontitis inducida por ligadura

Los procedimientos experimentales que se mencionan a continuacion se
realizaron con antelacion a esta tesis, por lo cual los datos crudos de
secuenciacion masiva ya se encontraban a disposicion para su anlisis

bioinformatico.

Las muestras obtenidas del microbioma subgingival y tejido gingival de animales
proceden de experimentos realizados previamente de ratones de la cepa C57BL/6.
Todos los experimentos realizados se llevaron a cabo bajo la aprobacion del
Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA) (Anexo 4), de la
Universidad de Chile. Los ratones C57BL/6 fueron obtenidos de la “Plataforma
Experimental de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile”, se
emplearon 5 a 7 ratones por tiempo experimental (numero total de animales,
n=36), con 10 semanas de edad aproximadamente al momento de inducir la
periodontitis experimental.

Se utiliz6 el modelo experimental de periodontitis inducida por ligadura (PIL), en el
cual se coloca una sutura de seda 5-0 ligando alrededor del segundo molar
superior, bajo anestesia, generando la acumulacion de placa bacteriana e
inflamacion gingival alrededor del diente desencadenando asi la pérdida 6sea del
hueso alveolar, la cual es medible a partir del quinto dia (Abe y Hajishengallis,
2013). La recoleccion de muestras de tejido gingival y microbiano correspondi6 al
dia basal (para el tejido gingival, esta muestra corresponde al tejido sin ligadura y
para el microbioma, esta muestra corresponde a una ligadura que permanecié en
posicion por 2 horas y después se recolecto) y luego a los dias 1,3, 5y 7 posterior
a la instalacion de la ligadura.
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Para la cuantificacion de carga bacteriana total, en los dias experimentales
mencionados anteriormente, se recolecto la sutura y se deposité en 150 ul de TE
buffer y se almacen6 a -80 °C, hasta su procesamiento posterior.

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

En sintesis, se empleé una version modificada del protocolo de extraccion del
DNeasy Tissue and Blood Kit (Qiagen), para realizar el aislamiento del ADN,
especificado por Abusleme y cols. 2017 (Abusleme y cols., 2017). Ademas, se
llevé a cabo la secuenciacién del gen 16S ADNr mediante la plataforma MiSeq
(Nlumina), descrito por Dutzan y cols. 2018 (Dutzan y cols., 2018), utilizando
partidores que amplificaron la region V3'y V4 del gen 16S ADNTr.

Extraccion de ARN y RT-gPCR

Las muestras de tejido gingival obtenidas fueron analizadas previamente para la
expresion de los genes Rorc y lI17a. Brevemente, los tejidos fueron disgregados
mecénicamente y se procedi6 a la extraccion de ARN total de los tejidos gingivales
utilizando 1 ml del reactivo “TRIzol™" conforme las instrucciones del fabricante
(Invitrogen). Finalmente, el RNA fue solubilizado en 20 ul de agua libre de
ARNasa. La cantidad de ARN extraido se realiz6 con el Espectrofotémetro
“‘NanoDrop™” (Thermo Scientific), evaluando la absorbancia a 260 nm y con el
coeficiente 260/280, respectivamente. El RNA obtenido fue convertido a ADNCc
utiizando el kit High-Capacity DNAc Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems), conforme a lo establecido por el fabricante. Posteriormente se
procedié a analizar la expresion de los genes Rorc, lI17a y hprt (gen housekeeping
utilizado como referencia), a través de gPCR utilizando ensayos TagMan, de
acuerdo con las instrucciones del fabricante (que incluian los primers y sondas
adecuados para dichos genes). El sistema de PCR en tiempo real utilizado fue el
QuantStudio 3, de Applied Biosystems. Para calcular los niveles de expresion

génica y la expresion diferencial de estos genes se utilizé el método 2 “°Ty 2 -
AACT



15

Cuantificacion de Carga Bacteriana total

La cuantificacion mediante gPCR se llevo a cabo utilizando cebadores del gen 16S
ARNr para su cuantificacion (Moutsopoulos y cols., 2015). La estimacion de la
biomasa total se fundamentd en curvas estandar de ADN gendmico diluido,
abarcando un rango de 10% a 10°® moléculas del gen 16S ARNr. La cuantificacién
se realiz6 en triplicado mediante el uso de TagMan Gene Expression Master Mix,
oligos y sondas TagMan personalizadas, empleando el sistema de PCR en tiempo
real StepOnePlus, siguiendo las recomendaciones del fabricante

(LifeTechnologies).

Es importante mencionar que los datos de carga bacteriana total y expresion de
los genes Rorc e ll17a se determinaron previamente en las tesis del Sr. Lukas

Restelli y Srta. Romina Godoy, respectivamente.

Andlisis bioinformético de las muestras microbiolégicas secuenciadas

a) Pre-procesamiento de las secuencias

Para el procesamiento bioinformatico de los datos se utilizd 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
indices que diferenciaban a cada muestra. Después se procediéo a filtrar los
contigs de acuerdo con su tamafio (incluyendo solo secuencias que tengan desde
200 hasta 400 pares de bases, bp) y a la presencia de ambigiiedades en las
secuencias (no se admitiran asignaciones de bases ambiguas). Los pasos
siguientes del pre-procesamiento, se utiliz6 el protocolo estandar establecido
(https://mothur.org/wiki/miseq_sop/) (Kozich y cols., 2013), que es detallado a
continuacion. Para facilitar el analisis en términos de la capacidad computacional
requerida, se utilizé el comando unique.seqs, para trabajar sélo con aquellas
secuencias unicas lo que facilita la siguiente etapa de alineamiento. En el paso

siguiente se procedié a alinear las secuencias utilizando como base los archivos
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de referencia SILVA, que fue ajustado a la region de interés (region variable V4 del
gen 16S ARNI). Posteriormente, se procedi6 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 y cols., 2007) con
un cutoff=80.

b) Determinacion de Unidades Operacionales Taxonémicas (OTUs)

A través del software mothur, se utilizé la funcion get.oturep para seleccionar la
secuencia representativa de cada OTU. Posteriormente, a partir de este archivo,
se extrajeron las secuencias de las OTUs necesarias, las cuales fueron sometidas
a un analisis de BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) en la base de datos
de NCBI. Durante el proceso, se restringio la busqueda de 16S ARNr de bacterias
y arqueas para obtener comparaciones precisas. El propdsito de este
procedimiento fue lograr la clasificacion taxondmica mediante la agrupacion de
secuencias genéticas segun su similitud, dando Ilugar a las Unidades
Operacionales Taxondmicas (OTUs) a nivel de especies. La especie aproximada
se reportd entre paréntesis, estableciendo un umbral de similitud del 97% para la
identificacion de las OTUs. En ciertos casos, solo se logré identificar hasta el nivel
de género, ya que las OTUs resultaron ser mas heterogéneas en niveles
taxondémicos superiores (Dutzan y cols., 2017; Abusleme y cols., 2017, 2020).
Posteriormente, se llevd a cabo el calculo de la abundancia relativa de cada OTU

utilizando el comando get.relabund, implementado en mothur.

c) Analisis de a-diversidad, B-diversidad y abundancia relativa

Para evaluar la a-diversidad, que cuantifica la diversidad total de la comunidad de
una muestra (Ashton et al., 2016), se empleo el software mothur, especificamente

a través del comando sub.sample. Posteriormente, se procedio al calculo de los
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parametros de diversidad incluyendo los indices no paramétricos de Shannon e
Inverso de Simpson. Asimismo, se estimo la riqueza mediante la determinacion del

numero de OTUs definidos.

Para llevar a cabo el analisis estadistico y la comparacion entre las muestras,
inicialmente se aplico la prueba de Shapiro-Wilk para evaluar la normalidad de los
datos. En este caso, donde los datos presentaron una distribucion normal, se
selecciond la prueba paramétrica de analisis de varianza (ANOVA) junto con post
test de Tukey. Este enfoque se empled con el fin de identificar posibles diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos. Estas diferencias se consideraron
significativas si el valor p obtenido fue menor a 0,05, indicando un nivel de
significancia convencional. Todas las evaluaciones estadisticas se realizaron

utilizando el software Prism10 de GraphPad.

En el analisis de B-diversidad, que permite la comparacion entre dos o mas
comunidades, evaluamos la composicidén y estructura de estas. Este proceso se
llevé a cabo mediante una matriz de distancias basadas en Yue and Clayton Theta
Similarity, la cual fue visualizada a través de un Analisis de Coordenadas
Principales (PCoA). Para la comparacion y separacion estadisticamente
significativa de las muestras se emple6 el andlisis de varianza molecular (AMOVA)

implementado en mothur.

Para determinar la abundancia relativa de las OTUs, empleamos el software
mothur y su comando get.relabund. Posteriormente, aplicamos el método LEfSe
(Linear discriminant analysis Effect Size) para comparar estas abundancias
(Segata y cols., 2011). Finalmente se llevd a cabo el andlisis discriminante lineal
(LDA) para estimar el tamafio de la abundancia que diferencia a cada taxén,
donde se consideraron significativos los valores de LDA superiores a 2.5
(Regueira-lglesias y cols., 2023). Todos los graficos resultantes fueron generados
mediante el software R (version 4.2.2, https://www.r-project.org) y RStudio

(https:/lwww.rstudio.com).

d) Andlisis estadistico de covariacion y visualizacién de los datos
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Para estos analisis de covariacion, utilizamos el paquete “mixOmics” (Liquet y
cols., 2012), ocupando el software R y la interfaz RStudio. En primera instancia se
procedio a transformar los datos (abundancias relativas, carga bacteriana total y
expresion de genes Rorc e 1117a) utilizando la “centered log-ratio transformation”
(“CLR”). Después se procedio a utilizar el analisis de sparse partial least squares
(“sPLS”), como esta implementado en mixOmics y ha sido previamente reportado
para este tipo de datos (Schincaglia y cols., 2017). De estos analisis, se obtuvo un
mapa de calor que muestra las correlaciones para las variables que resultaron ser
significativas (todos estos graficos son generados con el mismo paquete de R, en
RStudio).
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RESULTADOS

a) Alfa-diversidad de las comunidades del microbioma subgingival

En el analisis de la riqueza de las comunidades subgingivales (Figura 1) se
examind el numero de OTUs a lo largo del desarrollo de periodontitis
experimental. Se identificé una disminucién estadisticamente significativa en el
namero de OTUs entre los grupos de las 2 horas y los dias 5y 7. Ademas, se
observé una reduccion estadisticamente significativo entre el dia 1 y los dias 5
y 7. Estos hallazgos indican una disminucion de la diversidad de las
comunidades a medida que progresa la disbiosis durante periodontitis

experimental.
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Figura 1. Riqueza de las comunidades subgingivales durante periodontitis experimental.
Box plot (cajas y clavijas), cada linea dentro de las cajas corresponde a la mediana, y cada

circulo representa una muestra. Las lineas representan la significancia estadistica (p <0.05).

Se evalud la diversidad de las especies bacterianas utilizando los indices de
diversidad no paramétrico de Shannon (Figura 2A) e Inverso de Simpson (Figura
2B) en las comunidades microbianas a lo largo de la sucesion de dias durante la
induccion de periodontitis experimental. En la figura 2A, se observo una
disminucion gradual de las comunidades microbianas. La disminucion se

contrapone con la figura 2B, donde se observd una disminucién estadisticamente
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significativa en la diversidad de especies presentada, segun de representd en el
indice Inverso de Simpson, entre las 2 horas y el dia 5.

Ambos indices revelaron una tendencia a la disminucion de la diversidad de las
comunidades a medida que se establece periodontitis experimental. En el dia 3 se
produce una estabilizacion de las comunidades en respuesta a la instauracion de
la disbiosis (Figura 2A 'y 2B).

A Diversidad

3

N

indice no paramétrico de Shannon

el

2Hrs 1d 3d 5d 7d

Figura 2. Diversidad de comunidades subgingivales durante periodontitis experimental.
Box plot (cajas y clavijas), cada linea al interior de las cajas equivale a la mediana, los circulos a
muestras (OTU). A). indice de diversidad no paramétrico de Shannon. B). indice de diversidad
Inverso de Simpson. P<0.5.
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b) Estructura de comunidades del microbioma subgingival

Al analizar la B-diversidad, evaluamos la estructura del microbioma subgingival
mediante el andlisis de coordenadas principales (PCoA). Como se presenta en la
figura 4, se puede observar dos agrupaciones distintas de estas muestras a lo
largo de la sucesién de tiempo experimental. Las muestras de 2 horas y dia 1, se
tienden agrupar hacia el lado derecho, y a medida que se va avanzando la
disbiosis de las comunidades, se aprecia un cambio en su estructura los dias 3, 5
y 7 con las elipses convergiendo hacia el lado izquierdo. La proximidad de las
muestras sugiere una mayor homogeneidad en la estructura de las comunidades
microbianas, lo que puede indicar que comparten una composicion de especies
similar. Por lo contrario, cuando las muestras se dispersan, como se observa en el
avance hacia el dia 3, indica variabilidad en la composicion del microbioma
subgingival, y esto podria relacionarse con cambios en la abundancia relativa de
especies entre las muestras. La diferencia entre ambos grupos es

estadisticamente significativa (Tabla 1).



PC2 (29.82 % de la varianza)

Estructuras de las comunidades

AMOVA, * P < 0.001

PC1 (36.73 % de la varianza)
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Dias 2 hrs 1d 3d 5d 7d

2 hrs <0.001* 0.001* <0.001*
1d <0.001* 0.001* 0.001*

3d

5d

7d

Tabla 1. Valores p significativos de la figura 4

Figura 4. Cambios en la estructura microbiana durante periodontitis experimental. Analisis

de coordenadas principales (PCoA), cada esfera representa segun una muestra, codificada por

color en los distintos dias agrupandose segun la estructura de la comunidad microbiana. Estas

agrupaciones de las muestras con elipse de confianza del 95%. Andlisis estadistico realizado

mediante analisis de varianza molecular (AMOVA).
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c) Abundancia relativa de especies bacterianas de las comunidades del

microbioma subgingival

Primero, calculamos la abundancia relativa de las especies bacterianas mas
dominantes (figura 5), lo que proporcion6 una representacion visual de la
distribucion de microorganismos en las muestras analizadas, donde ademas se
evidencio la diferencia entre los perfiles microbianos. Mediante el analisis de
LEfSe (figura 6) identificamos si existian diferencias estadisticamente significativas
en la abundancia relativa de las OTUs encontradas. Este enfoque no solo
caracteriz6 qué especie se encuentran asociada con periodontitis inducida por
ligadura, sino que también facilitd la visualizacion de los taxones que contribuyen

de manera significativamente a estas diferencias.
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Figura 5. Cambios en la composicién microbiana durante periodontitis experimental.
Grafico de barras apiladas. Cada barra en el grafico corresponde a una muestra. El eje Y
representa el porcentaje de abundancia relativa de cada especie respecto al total. La taxonomia
a nivel de especies en aquellas OTUs que se clasificaron hasta nivel de género es indicada
entre paréntesis, y presenta una similitud del 97% analizado por BLAST, usando la base de

datos de nucleétidos de NCBI.

En la figura 5, se evidencia de patrones significativos en la composicion del
microbioma subgingival a lo largo del establecimiento de periodontitis. En las
muestras de control, que corresponde a las 2 horas basales, se destaca una
marcada predominancia de especies como Steptococcus spp. (S. danieliae) en
tono celeste y Achromobacter spp. (A. xylosoxidans) de color rosado. En el dia 1,
surge la presencia de Streptococcus sp. (S. thoraltensis) representados de color
morado en un aumento notorio. Este hallazgo se respalda con la informacion de la
figura 6, donde ambas especies bacterianas obtuvieron un puntaje LDA
significativamente altos durante las 2 horas posteriores a la colocacion de la

ligadura.

A partir del dia 3 hasta el 7, advertimos un cambio de la diversidad microbiana con
la aparicion de otras especies de mayor abundancia, como Escherichia spp. (E.
coli) de color amarillo, y Ligilactobacillus spp. (L. murinus) de tono morado.
Ademas, se registra un aumento significativo de Streptococcus sp. (S.
thoraltensis). Estos resultados indican que, desde el inicio del primer dia del
establecimiento de periodontitis hasta los dias sucesivos, se producen cambios

sustanciales en la composicién del microbioma subgingival.

Respecto a la figura 6 durante el dia 7, se observdO en particular una
Enterococcaceae sp. la cual registré un LDA de -4.6, presentando una disminucién

significativa en su abundancia relativa en este periodo de tiempo.
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Figura 6. OTUs diferenciadas en los tiempos experimentales durante periodontitis
experimental. Se realizaron comparaciones entre las muestras de especies bacterianas con
diferencia significativa en las abundancia relativa a las 2 horas y dia 7 durante periodontitis
experimental. Las barras apiladas representan las puntuaciones del andlisis discriminante lineal
(LDA), segun el andlisis de LEfSe.
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d) Andlisis de covariacion de datos del microbiomay células Th17

El objetivo de realizar el mapa de calor (figura 7), mediante el paquete mixOmics
en el software R, fue investigar y representar las correlaciones existentes entre los
datos del microbioma subgingival (OTUs), carga bacteriana total y la expresion de
los genes Rorc e ll17a durante periodontitis experimental. Este grafico fue una

herramienta para visualizar e identificar patrones claros de correlacion.

Las correlaciones son visiblemente destacadas segun la aplicacion de colores,
azul, verde y rojo. Es importante destacar que estos colores representaron los
coeficientes de correlacion entre los datos. El azul denota una baja correlacion, el
verde sugiere una correlacion moderada y el rojo indica una alta correlacion
positiva, y segun la intensidad de los colores esto proporciona informacion
respecto a las diferentes magnitudes en su correlacion. Por lo que la paleta de
colores proporciond la oportunidad de una visualizacion de las relaciones y

magnitudes de correlacion entre los datos.

Especificamente, un conjunto de OTUs identificadas como Escherichia spp.,
muestra una correlacion positiva significativa con carga bacteriana y los
marcadores de células Thl7 (ll17a y Rorc). Ademas, Enterococcaceae spp.,
presenta una correlacion positiva con Il17a y Rorc, indicando una mayor expresion
de este ultimo. A diferencia de Streptococcus danieliae spp., que muestra una
correlacion inversa con carga bacteriana e 1l17a. Estos hallazgos contribuyen a la
comprension de las complejas interacciones en el microbioma subgingival en
relacion con la carga bacteriana y la expresion génica asociada con la inflamacion

periodontal.
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Figura 7. Covariacion de datos del microbioma subgingival. Mapa de calor (Heatmap). Este
mapa presenta los resultados de correlacion entre los datos del microbioma (OTUs), carga
bacteriana total, expresion de genes Rorc e ll17a mediante el paquete mixOmics utilizando
software R. Las correlaciones se representan mediante rectdngulos que varian de color desde
azul hasta rojo, indicando una escala de menor a mayor correlacion de los datos. En el lado
superior derecho, el eje representa los datos del microbioma (OTUs), mientras que el eje inferior

representa las variables de carga bacteriana, 1117a y Rorc.
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DISCUSION

En este trabajo de investigacion se analiz la correlacion entre la expresion de
genes asociados a las células Th1l7, como lo es Rorc e ll17a, la abundancia
relativa de las OTUs y la carga bacteriana total del microbioma subgingival durante

el transcurso de periodontitis experimental.

Los objetivos planteados abordaron la determinacion de abundancia relativa de
OTUs, la covariacion entre la expresion de genes Rorc e ll17a y la carga
bacteriana total. Los resultados obtenidos ofrecen una perspectiva integral de las
complejas interrelaciones entre el sistema inmune, la microbiota subgingival y la
progresion de periodontitis experimental, destacando la relevancia de explorar

estos aspectos para comprender la patogénesis de la enfermedad.

Los hallazgos de este estudio proporcionan evidencia que respalda la hipétesis
inicial de una correlacion positiva entre la expresion de genes asociados con
células Thl7 y la carga bacteriana en el microbioma subgingival durante
periodontitis experimental. La disminucién estadisticamente significativa en el
namero de OTUs entre las primeras 2 horas y los dias 5y 7, asi como la reduccién
entre el dia 1 y los dias 5 y 7, sugieran una disminucién en la diversidad
microbiana a medida que progresa la periodontitis experimental. Esta tendencia se
refuerza con la observacién de una disminucién significativa en la diversidad de
especies, indicada por el indice Inverso de Simpson. Estos hallazgos sugieren una
dindmica compleja en la composicibn microbiana durante la instauracion y
evolucion de periodontitis, destacando momentos clave de cambio y posiblemente
indicando adaptaciones de las comunidades frente a condiciones inducidas.

En el analisis de estructuras de comunidades microbianas mediante PCoA revela
cambios estadisticamente significativos en la composicion del microbioma
subgingival durante el establecimiento de periodontitis experimental. Se observo
una agrupaciéon diferenciada y estadisticamente significativa de las muestras en
funcion de los tiempos experimentales, lo que indica una evolucion de la estructura

del microbioma. Este patron podria reflejar la respuesta dinamica de la microbiota
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subgingival ante el desarrollo de periodontitis, confirmando la significancia de la

separacion observada entre las muestras.

Respecto a la abundancia relativa de las especies bacterianas, estas mostraron
cambios importantes con relacion a su composicion. Se destaca principalmente el
aumento significativo de especies como Escherichia spp. (E. coli), Ligilactobacillus
spp. (L. murinus) y Streptoccocus sp. (S. thoraltensis) en los dias 3, 5y 7 posterior
al retiro de la ligadura. Estos hallazgos sugieren una respuesta adaptativa de la
microbiota subgingival frente a las condiciones inducidas por periodontitis

experimental.

El andlisis de covariacion de datos del microbioma subgingival y células Thl17
revel6 la presencia de tres grandes taxones bacterianos con correlaciones
significativas. Especificamente, Escherichia spp., mostré una correlacién positiva
significativa con carga bacteriana y la expresion de genes Rorc e ll17a. Por otro
lado, Streptococcus spp. (S. danieliae), presentd una correlacion inversa
significativa con el aumento de la carga bacteriana y la expresion de 1l17a. Este
hallazgo adquiere relevancia, ya que Streptococcus danieliae esta asociado a la
salud periodontal en ratones (Abusleme y cols., 2020; Arce y cols., 2022), lo cual
confirma la complejidad de las interacciones entre la microbiota subgingival, carga

bacteriana y la respuesta inmune mediada por células Thl7.

Por lo tanto, los resultados respaldan la hipo6tesis de correlacion positiva entre la
expresion de genes de células Thl7 y la carga bacteriana en el microbioma
subgingival durante periodontitis experimental. Confirmando la interaccion
propuesta entre las células Th17 y la microbiota subgingival. Estos hallazgos, que
discutiremos a continuaciéon, contribuyen de manera significativa a la compresion
de la compleja dinamica presente entre el sistema inmune y el microbioma durante

el desarrollo de periodontitis experimental.

Con respecto a la disminucion significativa en los resultados de diversidad del

microbioma subgingival, evaluados mediante los indices aplicados durante el
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establecimiento de periodontitis en los dias experimentales, este fenédmeno
también se manifest6 mediante la reduccién en el numero de OTUs, lo que refleja
la disminucion gradual de la riqueza y lo que va indicando una pérdida en la
variedad de especies y una mayor dominancia de ciertos taxones. Estos
resultados se condicen con la literatura disponible en Arce y cols. (Arce y cols.,
2022), quienes realizaron un reandlisis bioinformatico de secuenciacion del
microbioma de estudios que utilizaron el modelo de periodontitis inducida por
ligadura (PIL) (Abe y Hajishengallis, 2013), determinando si las comunidades
bacterianas eran similares entre los diferentes estudios. Los resultados de
diversidad y riqueza revelaron que a pesar del tipo de regién hipervariable
estudiada todos los estudios presentaban un cambio en la abundancia relativa de
las especias bacterianas desde el quinto dia posterior a la instalacion de la
ligadura, presentando una composicion diferente entre salud y periodontitis
experimental. En especifico, en el estudio de Kitamoto y cols. (Kitamoto y cols.,
2020) donde también se utilizé el mismo método, pero en tiempos experimentales
diferentes (control, 3, 7, 14 dias), donde se obtuvieron como resultados una

disminucién en la diversidad y riqueza de las comunidades bacterianas.

La alteracion de la diversidad, conocida como disbiosis, es sumamente importante
para la patogénesis de la enfermedad. Se encuentra asociada a un desequilibrio
de la microbiota hacia la predominancia de especies patobiontes, lo que conlleva a
respuesta inmune exacerbadas e inflamacion, contribuyendo al dafio de los tejidos
conectivo y de soporte. La reduccién en la diversidad microbiana sugiere una
pérdida de la resistencia de la comunidad bacteriana normal, permitiendo el
establecimiento de patobiontes orales que contribuyen a la destruccion de los

tejidos.

Estos resultados se relacionan con la literatura existente sobre la interaccion entre
la diversidad microbiana y la salud periodontal. Este dltima se asocia a
comunidades microbianas estables y diversas, las cuales experimentan cambios

en su composicion y estructura. Este proceso se ha asociado con estados de
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disfuncion inmunolégica y mayor susceptibilidad a periodontitis, donde la
acumulacion y aumento de biomasa bacteriana facilita la colonizacién de
patdgenos bacterianos, 1o que a su vez permite la transicion hacia la enfermedad.
Estos resultados respaldan los estudios que mencionan la importancia de la

disbiosis de las comunidades (Abusleme y cols., 2021; Curtis y cols., 2020)

Por otro lado, el analisis de la estructura del microbioma subgingival proporciona
datos relevantes sobre las dinamicas de las comunidades microbianas, en cuanto
a su composicién, estructura y biomasa, durante periodontitis experimental. La
separacion de las comunidades microbianas a lo largo del tiempo, revelada por el
analisis de coordenadas principales, indica cambios significativos en la
composicion y abundancia relativa de las especies bacterianas. Estos cambios
podrian afectar en la respuesta del hospedero y la progresién de periodontitis

experimental.

Las muestras, durante las primeras fases del establecimiento de periodontitis
experimental a las 2 horas y dia 1, tendieron agruparse en el lado derecho del
PCoA, lo que sugiere homogeneidad en las estructuras de las comunidades. En la
medida que progresa la disbiosis en los dias 3, 5y 7, se van agrupando hacia el
lado izquierdo, lo que indica una mayor variabilidad en la composicion del
microbioma subgingival. Esta variabilidad puede estar relacionada con los cambios
presentados en la abundancia relativa de las especies, factor que puede
desencadenar respuestas inflamatorias locales influyendo en la capacidad del
hospedero su regulacion y contribuir a la progresion de la enfermedad.

En esa misma linea, los cambios en la composicion del microbioma subgingival a
lo largo del desarrollo de periodontitis experimental, revela patrones que pueden
tener implicaciones en la patogénesis de la enfermedad. Al examinar las especies
detectadas y al ser relacionadas con la literatura disponible sobre las bacterias
asociadas con periodontitis, se puede tener informacion sobre su potencial

contribucion a la inflamacién y pérdida 6sea.
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En las muestras de las 2 horas basales, se observo una predominancia marcada
de Streptococcus spp. (S. danieliae) y Achromobacter spp. (A. xylosoxidans). La
presencia de Streptococcus spp. (S. danieliae), la cual se encuentra
significativamente mas representada en esta investigacion en las primeras fases,
es coherente con estudios como Arce y cols. (Arce y cols., 2022) que sugieren
puede desempefiar un papel clave en la colonizacién inicial del biopelicula
bacteriana, donde se observaron como especies dominantes e incluso puede ser
considerada una especia bacteriana central de las comunidades orales murinas, lo
gue se ha descrito constantemente en otras investigaciones durante periodontitis
experimental (Abusleme y cols.,, 2020). Por otro lado, la identificacion de
Achromobacter spp. puede ser relevante, ya que esta asociado algunas especies
con infecciones oportunistas (Bonis y cols., 2022), pero hasta la fecha no se ha

documentado la presencia de esta especie bacteriana en casos de periodontitis.

Respecto al dia 1, se observa un aumento de Streptococcus sp. (S. thoraltensis),
la cual ha sido identificada en estudios previos como un componente comun en
salud y enfermedad periodontal, algunas especies de este género se asocian con
la acumulacién de placa e inflamacion gingival. En investigaciones se ha
encontrado presencia de estas especies en la biopelicula del area subgingival en

humanos (Dhotre y cols., 2016).

Ya a partir del dia 3 hasta el dia 7 de periodontitis experimental, se registran los
principales cambios sustanciales en la composicion del microbioma, con la
aparicion de especies como Escherichia spp. (E. coli) y Ligilactobacillus spp. (L.
murinus). Esta Ultima especie bacteriana se encontré de forma significativa en los
analisis de LDA en el séptimo dia del estudio. La presencia de Escherichia spp, se
ha asociado con respuestas inflamatorias y liberacion de mediadores
proinflamatorios, se ha identificado como colonizadoras relacionadas con
periodontitis experimental (Estemalik y cols., 2017). En diversas investigaciones se
ha determinado que puede estar asociado como patégeno en periodontitis, debido

a sus multiples factores asociados a su virulencia que favorecen su colonizacion y
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formacion de biopeliculas, lo que puede indicar la participacion como bacterias
proinflamatorias (Sharma y cols., 2016; Herndndez-Jaimes y cols., 2022). En
cambio, Ligilactobacillus spp. (L. murinus), menos estudiado en el contexto de
periodontitis, pertenece a la familia Lactobacillaceae, vinculada a desequilibrios en
la microbiota oral y se encuentra presente de todas las muestras de los diferentes
estudios presentes en el reandlisis de Arce y cols. (Arce y cols., 2022). Ademas,
se ha detectado en articulos que evalian el microbioma asociado a la mucosa en

ratones (Abusleme y cols., 2020; Dutzan y cols., 2017)

Durante los dias 5 y 7, se presentd un aumento en la abundancia relativa de
Streptococcus spp. (S. thoraltensis). La presencia persistente de Streptoccoccus

spp. podria ser relevante por su implicancia en la contribucién de la inflamacion.

La identificacidon y andlisis de estas especies bacterianas presentes en el
microbioma subgingival durante el establecimiento de periodontitis experimental
proporcionan informacion sobre los posibles contribuyentes en la exacerbacion de

la inflamacién y pérdida ésea.

Respecto a la correlacion de datos del microbioma y células Thl7, visualizadas
como un mapa de calor, que grafica los coeficientes de correlacion encontradas
entre los datos del microbioma subgingival, carga bacteriana total y la expresiéon
de genes asociados a células Th17 como lo son Rorc e ll17a. Este analisis reveld
patrones que destacan la complejidad en las interacciones entre la microbiota y la

respuesta del hospedero durante periodontitis experimental.

Los resultados de la investigacién indicaron un coeficiente de correlacion positiva
significativa entre variables representadas por colores mas cercanos al rojo, lo que
sugiere que ambas variables tenderan aumentar. Lo que se logrG0 observar
especificamente en el aumento de la abundancia relativa de un conjunto de OTUs
identificadas como Escherichia spp. Estas especies se encuentran asociadas con
pérdida 6sea en el contexto proinflamatorio durante periodontitis, muestra una

correlacion positiva significativa con el aumento en la expresién de ll17a y con
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carga bacteriana. Esta asociacion es relevante dado que Escherichia spp.
pertenece a la familia de Enterobacteriaceae y se ha asociado con respuestas
inflamatorias (Hernandez-Jaimes y cols., 2022). Su correlacion positiva con el
aumento de ll17a respalda la idea que ciertas bacterias pueden modular la
respuesta inmune del hospedero hacia un perfil proinflamatorio, caracterizado por

la activacion de células Th17.

Por otro lado, Enterococcaceae spp. muestra una correlacion positiva con la
expresion del gen Rorc, indicando una posible influencia en la regulacion de las
células thl7. La familia Enterococcaceae, en estudios como los realizados por
Ruzi¢kova y cols. (Razi¢kova y cols., 2020), ha sido implicada en la inflamacién
intestinal y ha asociado con desequilibrios en la microbiota en condiciones
inflamatorias. La correlacion positiva con la expresion de Rorc sugiere que estas
bacterias pueden experimentar una alta expresion, lo que posiblemente
desencadena una respuesta inmunitaria especifica, contribuyendo a la inflamacion

local.

Este analisis de correlaciones destaco la relevancia de comprender que ciertas
especies pueden modular la respuesta inmune del hospedero durante
periodontitis. En este contexto, Escherichia spp y Enterococaccecae spp.,
emergen como posibles contribuyentes a la respuesta inflamatoria y a la activacion
de células Th17 en el entorno subgingival. Estos hallazgos son consistentes con la
literatura existente; por ejemplo, un estudio de Dutzan y cols. (Dutzan y cols.,
2018) sugiere que un microbioma disbidtico podria desempefiar un papel
fundamental en la modulacion de la respuesta inmune. En este sentido, se
observé un aumento de células Thl7, y la inhibicibn de estas células se
correlaciona con una disminucion de la inflamacién y de la pérdida 0sea. Esto
podria estar contribuyendo, de este modo, a la progresion de enfermedades

inflamatorias como la periodontitis.

Para contextualizar los hallazgos obtenidos en este estudio, es crucial reconocer

ciertas limitaciones que podrian afectar a la interpretacion de resultados y
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proporcionar oportunidades para mejoras en las futuras investigaciones. Las
correlaciones observadas no implican causalidad directa, y otros factores no
considerados podrian influir en las relaciones encontradas. Se podria realizar
analisis experimentales adicionales, como estudios de intervencion, para confirmar

las relaciones causales entre las variables identificadas.

La identificacion de correlaciones entre la expresion de genes relacionados con
células Thl7, carga bacteriana y abundancia relativa de ciertas OTUs durante
periodontitis experimental, ofrece conocimientos fundamentales que tiene
implicancias en su relevancia clinica. Como, por ejemplo, comprender las
correlaciones especificas entre la respuesta de células Th17 y la microbiota podria
permitir otro tipo de terapias con enfoques terapéuticos que aborden las
interacciones especificas identificadas. Ademas, al poder identificar las especies
bacterianas asociadas con la respuesta de células Thl7, podria sugerir nuevas
estrategias para modular la respuesta inmune, lo que podria ser una via para

controlar la inflamacién asociada con la periodontitis.

Estos resultados abren el camino a la comprensiéon de la etiopatogenia de
periodontitis, abriendo las puertas a posibles nuevas estrategias terapéuticas y
subrayan la importancia de considerar la interrelaciéon dindmica entre la respuesta
inmune del hospedero y el microbioma en la patogénesis de la enfermedad. La
aplicacion de estos hallazgos en el ambito clinico podria transformar el manejo de

la enfermedad y asi mejorar la calidad de vida de los pacientes.
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CONCLUSION

Los resultados de la presente investigacion revelaron una disminucion
significativa en la diversidad bacteriana durante periodontitis experimental.
A su vez, se identificaron patrones distintivos en la estructura de las
comunidades a lo largo del tiempo experimental, como también se
destacaron patrones notables en la distribucibn de microorganismos
presentando cambios significativos en la abundancia de especies asociadas
con periodontitis inducida por ligadura.

Destacaron en la composicion microbioma subgingival las especies
bacterianas como Streptococcus spp. (S. danieliae) durante el inicio del
establecimiento de periodontitis inducida por ligadura y Ligilactobacillus spp.
(L. murinus) al término del estudio.

Se identifico taxones relevantes, como Escherichia spp. y Enterococcaceae
spp., Y Su asociacion positiva con la respuesta de las células Thl7, junto
con la correlacién inversa de Streptococcus spp. (S. danieliae), subraya la
interrelacion compleja entre el microbioma subgingival y la respuesta

inmune en la patogénesis de periodontitis experimental.
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ANEXOS Y APENDICES
El presente proyecto se encuentra adscrito al proyecto FONDECYT de iniciacion
11180505 (Anexo 1).

CONICYT
Programa
Fondecyt
EESMERSe) I
N°018/FONDECYT/518
Santiago, 30 de Octubre del 2018
Ref.: Proyecto N® 11180505
Senora

LORETO ABUSLEME RAMOS
Estimada senora ABUSLEME:

Por encargo de los Consejos Superiores de Ciencia ¥ Desarrollo Tecnologico, informamos a usted que su proyecto
postulado al Concurso de Iniciacién en Investigacién 2018, ha sido aprobado. Reciba nuestras sinceras felicitaciones

por el éxito de su postulacién.

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, ubicdndose 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 (259%). 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 ¢l Panel realizo al

proyecto.

En el sistema de evaluacion, donde se encuentra disponible la presente carta, podra acceder al presupuesto asignado a
su proyecto y a un informe con el detalle de las certificaciones y/o autorizaciones aprobatorias, que debera 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 médximos 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 relacién a lo solicitado, usted puede redistribuir anualmente los recursos, de acuerdo a las necesidades de

ejecucién del proyecto, si lo estima pertinente.

El convenio de financiamiento que deberdn suscribir usted y ¢l(la) Representante Le gal de la Institucién Patrocinante

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

Saludan atentamente a usted,

et =7) UV /f :
EDGAR VOGEL GONZALEZ MARIO HAMUY WATKENHUT
Presidente Presidente
Consejo Superior de Ciencia Consejo Superior de Desarrollo Tecnolégico
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Documento de Aprobacion del Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales
(CICUA) (Anexo 4).

V|D CICUA

COMITE INSTITUCIONAL DE

-
UNIVERSIDAD DE CHILE CUIDADO ¥ USO DE ANIMALES

Santiago, a 24 de enero de 2019

Certificado n®: 19228-0D0O-UCH

CERTIFICADO

El Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA) de la Universidad de Chile, certifica
que en el Protocolo FOUCH 181125, del Proyecto de Investigacion titulado: “Rol de la inflamacion
mediada por linfocitos Th 17 en la generaciéon de disbiosis microbiana subgingival durante
periodontitis”, de la Dra. Loreto Andrea Abusleme Ramos, Profesor Asistente, Area de
Microbiologia, Departamento de Patologia y Medicina Oral, Facultad de Odontologia, Universidad
de Chile, no se plantean acciones en sus procedimientos que contravengan las normas de Bioética
de manejo y cuidado de animales, asi mismo la metodologia experimental planteada satisface lo
estipulado en el Programa Institucional de Cuidado y Uso de Animales de la Universidad de Chile.

La Investigadora se ha comprometido a la ejecucion de este proyecto dentro de las especificaciones
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experimentales planteados y a no realizar ninguna modificacion sin previa aprobacion por parte de
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a mantencion y uso de animales. El certificado que emite el Comité procede de la aprobacion del “Protocolo
de Manejo y Cuidado de Animales” después de un estudio acucioso y de la acogida de los investigadores de
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