UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE ODONTOLOGIA
DEPARTAMENTO DE ODONTOLOGIA CONSERVADORA

ODONTOLOGTA

JINTVTRSIDAD DL CTITT

“Carga de Pophyromonas gingivalis y bacterias totales en sangre de
pacientes con periodontitis”.

Fernando Quintana Galleguillos
TRABAJO DE INVESTIGACION
REQUISITO PARA OPTAR AL TIiTULO DE
CIRUJANO-DENTISTA
TUTOR PRINCIPAL

Dra. Patricia Hernandez R

TUTORES ASOCIADOS

Dra. Anilei Hoare T
Dra. Laura Chaparro R.

TUTOR EXPERTO
Dr. Mauricio Baeza P

Adscrito a Proyecto IADR-RPD Chilean Division 2020: “Bacterial translocation
signatures in periodontitis: A new paradigm for the relationship between
periodontal-gut microbiota and non-communicable diseases”, Proyecto

FONDECYT 1200098. Santiago — Chile. 2023






UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE ODONTOLOGIA
DEPARTAMENTO DE ODONTOLOGIA CONSERVADORA

ODONTOLOGIA

TINIVTRSIDAD DL CTNTT

“Carga de Pophyromonas gingivalis y bacterias totales en sangre de
pacientes con periodontitis”.

Fernando Quintana Galleguillos

TRABAJO DE INVESTIGACION
REQUISITO PARA OPTAR AL TITULO DE
CIRUJANO-DENTISTA
TUTOR PRINCIPAL
Dra. Patricia Hernandez R

TUTORES ASOCIADOS

Dra. Anilei Hoare T
Dra. Laura Chaparro R.

TUTOR EXPERTO
Dr. Mauricio Baeza P

Adscrito a Proyecto IADR-RPD Chilean Division 2020: “Bacterial translocation
signatures in periodontitis: A new paradigm for the relationship between
periodontal-gut microbiota and non-communicable diseases”. Proyecto

FONDECYT 1200098. Santiago — Chile. 2023.



DEDICATORIA Y AGRADECIMIENTOS

Dedicado a mi madre por impulsarme a retomar mis estudios, y apoyarme
incondicionalmente, en lo dificil que ha sido vivir la paternidad siendo aun
estudiante. Por confiar en mi al ser mi paciente en la clinica integral del adulto,
sacrificando largas horas de viaje durante su tratamiento. Por inculcarme el interés

de ser un aporte para la sociedad.

A mis hermanos  Sergio y Myriam, que estando lejos, han sido inspiracién por su

fortaleza y sabiduria.

A mi hija, Isabella, que lleg6 a este mundo en condiciones muy dificiles, suponiendo
desafios internos muy profundos, que me llevaron a aislarme en la selva Valdiviana
durante mi receso universitario, y que posteriormente fue también motivo de mi

retorno. Por ti, y para ti, este logro.

Agradezco profundamente a los docentes que me encontré en el camino, a la
universidad por darme las oportunidades de continuar mis estudios a pesar de mi

inconstancia y tropiezos. A mis pacientes durante todo el proceso.

Agradezco a mis tutoras de tesis, doctora Patricia Hernandez y doctora Anilei Hoare
por su ayuda y paciencia, y a mis compafieros Gabriel y Daniela que fueron un

apoyo y compafiia esencial en el proceso de tesis.

A todos los amigos y comparieros que me apoyaron en el camino, a pesar de que
las condiciones nos alejaran, sin duda que sin ellos no lo habria logrado, y han sido

fuente de inspiracion al verlos desarrollarse como profesionales.



INDICE:
DEDICATORIAY AGRADECIMIENTOS ... 4
RESUMEN. ...ttt e e e e e e e e e e e te b e e e e e e e e e e eeeban e e eeaeas 7
MARCO TEORICO. ...euiuiiiitiieieieeieie ettt sttt st ee et e seese e s e aeenas 9
Etiopatogenia de la periodontitis y respuesta inmune del hospedero. ..........ccccvevuveneneee. 10
Biopelicula subgingival y P. giNGiValiS. ........ccccceeieiiiieceseceeeeeeee et 12
TransloCaCiON DACEITANA. ........cceiiriirieieeee et 16
Planteamiento del Problemas..........cooiiirie e 22
HIPOTESIS. .. ettt sttt ettt sttt e e e et e e ne e ere e 23
OBUIETIVOS. ...t e ettt b e e e e e e e e e e sbba e e e e e e eeeenans 23
METODOLOGIA. ...ttt 24
DISEIIO. ..ttt b bttt a e a e bt bt h ettt e et et eaeeae s 24
Seleccion de muestra y poblacion en eStudio. .........ccooveereirieinieineeeeee e 25
Examen y mediciones cliniCas generales. ..........ccovvveveieeeeieceesese et 25
Examen bucal Y radiografiCo. .......ccooeeiiiiiiceceeece ettt s 25
Muestras sanguineas y reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa...................... 26
ANALISIS ESTAAISHICO. .....cueereeeiiiricictr ettt ettt 28
RESULTADOS. ...ttt e ettt e e e e e e e e e e eab e e e e 29
Andlisis de parametros demograficos, cliniCoS Y SEriCOS. ........ccvvvieiieieeeeieeeiiiinn, 29
Carga de ADN bacteriano total en sangre periférica de individuos con periodontitis
VEISUS CONTIOIES. ..ottt 32
Carga de P. gingivalis en la sangre periférica de individuos con periodontitis versus
CONTIOIES. ..ttt 33
DISCUSION. ....ctttttteieteteieses ettt bbbttt 35

CONCLUSIONES. ..o 42



AN X O S .o 59
Anexo 1: Consentimiento INFOrMAadO .......c..veei e 59



RESUMEN.

INTRODUCCION: Porphyromonas gingivalis es considerado un patobionte clave en
la periodontitis, siendo altamente abundante y prevalente en sacos periodontales de
pacientes con la enfermedad. Ademas de residir en la cavidad oral, se ha
encontrado en distintos tejidos extraorales, donde se ha asociado con diversas
enfermedades crénicas no transmisibles (ECNT). La translocacion de P. gingivalis
a la sangre podria ser un potencial mecanismo subyacente en la relacion entre
periodontitis y otras enfermedades sistémicas, sin embargo, la evidencia que
explora el tipo y proporcidbn de microorganismos orales o sus subproductos

circulantes es escasa.

OBJETIVO: Determinar la carga de P. gingivalis y bacterias totales en la sangre

periférica de pacientes con periodontitis en comparacion con individuos controles.

METODOLOGIA: Se realiz6 un estudio clinico observacional, analitico, transversal.
Se incluyeron individuos 218 afios, sin enfermedades sistémicas, con presencia de
periodontitis (profundidades al sondaje 25 mm y pérdidas de insercién interdental
=3 mm), o ausencia de ella, en individuos controles (profundidades al sondaje <3).
Se excluyeron individuos con lesiones apicales endodonticas, obesidad (IMC =30
kg/m2), tratamiento antiinflamatorio y/o antibiético 3 meses previos al estudio,
embarazo y lactancia. Se registraron parametros clinicos, periodontales vy
radiolégicos. Se tomaron muestras sanguineas, a partir de las cuales se obtuvo
ADN purificado y se realiz6 gPCR con partidores especificos dirigidos al gen que
codifica para la subunidad 16S del ARNr, con el objetivo de determinar la carga
bacteriana total y de P. gingivalis. El andlisis estadistico se realiz6 mediante el
programa STATA v12 (StataCorp, Collage Station, TX, USA).



RESULTADOS: No hubo diferencias significativas en los valores obtenidos de carga
bacteriana total entre ambos grupos (p=0,64), con valores promedios de 197.459 +
58.223 y 188.250 + 53.497 numero de copias del gen que 16S ARNr/ul para el grupo
control y grupo periodontitis, respectivamente. En el caso de P. gingivalis, los
valores obtenidos para ambos grupos se encontraron bajo el limite de deteccién del

ensayo.

CONCLUSIONES: No hubo diferencias en la carga de ADN bacteriano total ni de P.
gingivalis en la sangre periférica de individuos con periodontitis comparados con
individuos controles. La carga de P. gingivalis se encontré bajo el limite de deteccion

del ensayo.



MARCO TEORICO.

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria multifactorial asociada a una
biopelicula disbidtica, que genera la destruccion progresiva del aparato de soporte
dental, mediada por la respuesta inmune del hospedero. Se evidencia clinicamente
mediante la pérdida de insercién clinica, presencia de saco periodontal y sangrado

gingival, y radiograficamente como pérdida 6sea alveolar (Papapanou et al., 2018).

La gingivitis es la forma mas leve y reversible de enfermedad periodontal. La
transicion de gingivitis a un estado de salud periodontal depende principalmente de
mejorias en la higiene oral e intervenciones adecuadas por parte del odontélogo.
Sin embargo, si esta patologia inflamatoria gingival no es resuelta efectivamente, y
dependiendo de la susceptibilidad del hospedero, podria con el tiempo evolucionar

irreversiblemente a periodontitis.

A nivel mundial, las enfermedades periodontales son muy prevalentes. La
periodontitis ha aumentado su incidencia y prevalencia durante las ultimas tres
décadas hasta posicionarse en el 12° puesto de la lista de patologias mas
prevalentes a nivel global y la sexta ECNT mas comun (Lombardo et al., 2020). En
Chile, la periodontitis severa alcanza una prevalencia de 9,8% en la poblacion adulta
(Morales et al., 2020). Actualmente, las enfermedades periodontales se erigen como
un problema de salud publica, debido al alto impacto en salud y los elevados costos
asociados a su tratamiento. La periodontitis podria conllevar a la pérdida dentaria
(Highfield, 2009), con las consecuentes afecciones fisicas y psicolégicas, que
impactan profundamente en la calidad de vida del individuo que la padece
(Papapanou et al., 2018). Las consecuencias de las enfermedades periodontales

afectan al individuo en su funcionamiento social, limitan su desempefio publico y la
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integracion laboral, entre otros (Arteaga et al., 2009). Ademas, existe evidencia
creciente que relaciona la periodontitis con otras enfermedades no transmisibles de
alta morbimortalidad, como la diabetes mellitus, enfermedades cardiovasculares y
enfermedad pulmonar obstructiva crénica, asi como artritis reumatoide y efectos

adversos en el embarazo (Nazir et al., 2018).

El tratamiento periodontal ha demostrado reducir la inflamacion local y sistémica,
mostrar mejorias en niveles séricos de biomarcadores para enfermedad
cardiovascular y funcién endotelial, ademas de una disminucion en los indices
glicémicos (Lalla et al., 2011; Lockhart et al., 2012).

Etiopatogenia de la periodontitis y respuesta inmune del hospedero.

Para que se desarrolle la periodontitis, es prerrequisito que exista gingivitis, siendo
ésta el mayor factor de riesgo para su desarrollo (Lang et al., 1990; Pitchika et al.,
2017). No obstante, segun el perfil de riesgo, algunos individuos pueden
permanecer indefinidamente con gingivitis, sin que ésta progrese a periodontitis
(Pitchika et al., 2017). En la etiopatogenia de la periodontitis, la biopelicula
subgingival juega un rol necesario, pero no suficiente (Page et al., 1976), siendo
muy relevante la naturaleza de la respuesta inmuno-inflamatoria del hospedero. Las
caracteristicas de esta respuesta pueden ser modificadas por factores
microbiolégicos, genéticos, epigenéticos y ambientales como el tabaquismo, estrés
0 presencia de otras patologias como diabetes, los cuales determinan el perfil de

riesgo y la susceptibilidad individual a padecer periodontitis (Seymour et al., 2001).

Frente a la presencia de una biopelicula subgingival disbiotica, el dafio a los tejidos
de soporte ocurre principalmente a causa de la respuesta inmune del hospedero, la
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cual se encuentra desregulada, es inefectiva y esta desbalanceada hacia perfiles
mas destructivos (Hajishengallis, 2015; Hajishengallis et al., 2020). El epitelio
gingival forma la primera barrera que separa la biopelicula gingival del tejido
conectivo. Es en este tejido donde los patdbgenos desencadenan procesos inmuno-
inflamatorios pertenecientes a la inmunidad innata en la lesion inicial (Yucel-
Lindberg & Bage, 2013). Los neutrdfilos polimorfonucleares son un tipo celular
predominante en la respuesta a la colonizacion microbiana, y forman la primera
linea defensiva (Dixon, et al., 2004). Si bien, su rol esta primariamente relacionado
con el control bacteriano, también participan de la destruccion tisular, a través de la
produccion de radicales libres de oxigeno, lisozima, citoquinas y metaloproteinasas
(MMPs) (Garlet, 2010).

También son parte de la respuesta inmune innata los macréfagos, que dentro de
sus productos sintetizan mediadores y citoquinas proinflamatorias, que inducen a la
degradacion del colageno y tejidos periodontales. Esta funcién destructora y pro-
inflamatoria por parte de macrofagos, se atribuye al subtipo M1, los que son
activados por la via clasica. Mientras que al subtipo M2, activado por la via alterna,
se le atribuye un perfil reparador y anti-inflamatorio (Birkedal-Hansen, 1993; Page
et al., 1997; Alvarez et al., 2019).

Al no ser resuelta la inflamacion por la inmunidad innata, se inicia la respuesta
inmune adaptativa, en la cual predominan 2 vias, con funciones antagoénicas:
Th1/Thl7, proinflamatoria y osteodestructiva; y Th2/Treg, inmunomodulador y
osteoprotectora. La orientacion de la respuesta inmune adaptativa determinara, en
parte, la susceptibilidad a padecer pérdida 6sea alveolar (Alvarez, et al., 2019). Un

periodonto sano se caracteriza por poseer un menor numero de linfocitos B, células
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plasmaticas y neutrofilos en relacion a la periodontitis o gingivitis. De hecho, una
pequefia cantidad de linfocitos T y®, pueden encontrarse en una encia sana y se
piensa que contribuyen a mantener la homeostasis de los tejidos (Moutsopoulos, et
al. 2017; Dutzan, et al. 2016). En enfermedad periodontal, se ha documentado un
incremento de neutréfilos y un aumento de IL-17 por parte de linfocitos T CD4+
(Dutzan, et al. 2016).

La liberacion de citoquinas proinflamatorias, por macrofagos y otras células de la
inmunidad innata y adaptativa, como factor de necrosis tumoral a (TNF-a)
Interleucinas (IL-1B) y prostaglandina E2 (PGE-2) (Garlet, et al., 2010), estimulan la
produccion del receptor de activacion de factor nuclear kB (RANKL) por parte de
osteoblastos y Linfocitos T helper (Th1-Th17). El RANKL interactia con receptores
ubicados en precursores osteoclasticos (RANK), induciendo la diferenciacion

osteoclastica y pérdida 6sea alveolar (Taubman et al., 2001; Taubman et al., 2005).

Biopelicula subgingival y P. gingivalis.

La biopelicula subgingival corresponde a comunidades microbianas altamente
organizadas, inmersas en una matriz de polimeros de origen bacteriano y salival.
Esta biopelicula es la principal causante de las enfermedades periodontales, ya que
es capaz de proliferar a nivel del surco gingivodentario y provocar una respuesta
inmuno-inflamatoria por parte del hospedero, que finalmente derivard en la
formacién del saco periodontal en conjunto con la destruccion de los tejidos de

insercion dentarios (Abusleme et al., 2013).

En el microbioma subgingival se han descrito mas de 700 variedades de especies

bacterianas, siendo el segundo microbioma mas diverso después del intestinal (Deo
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et al., 2019). Algunos autores sefialan que esta cifra incluso supera las 1000
especies distintas (Kumar, 2019). Las comunidades bacterianas cambian en estado
de salud, gingivitis o periodontitis (Moore, et al.,, 2000; Moore, et al., 1987).
Diferentes cambios a nivel de la biopelicula, ademas de factores genéticos y
medioambientales, determinardn una respuesta protectora o patogénica del
hospedero, por lo que la comprensién de la microbiota periodontal resulta altamente

relevante (Offenbacher, et al., 2018; Moutsopoulos, et al., 2018).

La gingivitis es una respuesta a un aumento en la carga de microorganismos
subgingivales, acompafiado de cambios en la composicion de las comunidades
microbianas subgingivales, con predominancia de ciertas especies. Durante este
proceso de sucesiones microbianas se observa un aumento en la proporcion de
bacterias anaerobias Gram negativo (Haubek et al., 2008; Loe et al., 1965), sin que
necesariamente desaparezcan especies iniciales, asociadas a salud periodontal
(Diaz et al.,, 2012). Estas modificaciones promueven cambios en la respuesta
inmune del hospedero.

En la pared celular de bacterias Gram negativo existen componentes capaces de
activar la respuesta inmune generando inflamacion, como lipopolisacéaridos (LPS) y
los lipidos ricos en serina (Clark et al., 2013; Silva et al.,, 2022). El exudado
inflamatorio generado en el surco gingival, a su vez, favorece el crecimiento de
bacterias Gram negativo ricas en proteasas que utilizan glicoproteinas como su
principal fuente de energia, como lo hace P. gingivalis (Grenier et al., 2001; Ter
Steeg et al., 1988). En este contexto, se ha detectado una mayor carga bacteriana

en sacos periodontales que presentan sangrado al sondaje comparados a aquellos
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con similar grado de destruccion y ausencia de sangrado, lo que perpetia los

cambios en la biopelicula subgingival (Abusleme et al., 2013).

Si bien la gingivitis es un factor de riesgo para la periodontitis (Tanner et al., 2007),
aun no esta claro de qué forma la microbiota asociada a gingivitis promueve el
desarrollo de periodontitis. La destruccion de los tejidos que ocurre en la
periodontitis se ha relacionado a cambios especificos generados en la composicion
del microbioma subgingival (Abusleme et al., 2021).

Los estudios muestran que un microbioma disbibtico esta enriquecido de ciertas
especies, factores de virulencia, y/o actividades metabdlicas, que preceden la
progresion de la periodontitis (Fine et al., 2013; Tanner et al., 2007). Las bacterias
mayormente asociadas a periodontitis son P. gingivalis, Tannerella forsythia y
Treponema denticola, incluidas en el “complejo rojo” de bacterias descrito por
Socransky (Bodet et al., 2007; Socransky et al., 1998). Con el mejoramiento de las
técnicas moleculares para la caracterizaciébn de comunidades bacterianas, a estas
especies, se han sumado otras como Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas
endodontalis y Parvimonas micra al microbioma subgingival asociado a periodontitis
(Abusleme et al., 2021).

P. gingivalis ha sido la especie asociada a periodontitis mas estudiada. Posee un
rol protagénico en el desarrollo y progresion de esta enfermedad, debido a sus
capacidades de producir sinergia polimicrobiana, disbiosis, evasion de la respuesta
inmune y desequilibrio ecolégico subgingival (Cardoso et al., 2008; Darveau et al.,
2012; Henry et al.,, 2012). Es un bacilo anaerobio estricto, Gram negativo,
pigmentado de negro, que cuenta con multiples factores de virulencia que causan

la desregulacion de la inmunidad innata y respuesta inflamatoria (Bodet et al., 2007).
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Entre sus factores de virulencia destacan la produccion de colagenasas,
hemolisinas, endotoxinas, &acidos grasos, amonio, sulfuro de hidrogeno vy
gingipainas, entre otros (Fiorillo et al., 2019). Durante la colonizacién temprana del
surco gingival, genera interacciones importantes con otros microorganismos, por
ejemplo, Streptococcus spp. y F. nucleatum (Mohanty et al., 2019), o con hongos
como Candida albicans (Schlecht et al., 2015).

P. gingivalis estimula el crecimiento generalizado de la biopelicula subgingival
debido a su efecto sobre el sistema inmune, produciendo la desregulacion de la
cascada del complemento y limitacion de la capacidad de fagocitosis por parte de
células del sistema inmune (Hajishengallis, 2011; Maekawa et al., 2014). Estos
mecanismos, mediados por gingipainas, en conjunto con la presencia de fimbrias
en su estructura molecular, son factores de virulencia que se asocian a la capacidad
de P. gingivalis de invadir células epiteliales y endoteliales (Andrian et al., 2004;
Fiorillo et al., 2019).

Dado que P. gingivalis puede colonizar el surco gingival en ausencia de periodontitis
(Vieira Colombo et al., 2006) sin necesariamente generar enfermedad en ratones
libres de gérmenes (Hajishengallis, 2011), se concluye que su virulencia depende
del serotipo capsular y del ambiente (Cugini et al., 2013). Al respecto, se ha descrito
gue serotipos como el K1 y K2 de P. gingivalis podrian estar asociados a un mayor
potencial osteoclastogénico, mediado por RANKL y Linfocitos Thl7, lo cual se
traduciria en una mayor reabsorcion ésea alveolar en periodontitis (Marchesan et
al., 2013). Por otra parte, la capacidad de P. gingivalis de responder y adaptarse a

un ambiente con alto estrés oxidativo (como el presente en los sacos periodontales)
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es un determinante importante en su capacidad de virulencia, y resalta la relevancia

de la comprension de sus estrategias de resistencia (Henry et al., 2012).

Ademas de la colonizacién subgingival, en los ultimos afios, se ha descrito que
bacterias orales como P. gingivalis o sus subproductos podrian translocar a sangre
e invadir tejidos a distancia, asi como inducir una respuesta inflamatoria sistémica.
Lo anterior, podria contribuir al desarrollo de ECNT, como enfermedades
cardiovasculares, diabetes, infecciones respiratorias, enfermedad de Alzheimer y
artritis reumatoidea, entre otras (Cullinan et al., 2009; Gualpa Bustamante et al.,
2022; Loyola-Rodriguez et al., 2010; Monsarrat et al., 2016; Singhrao et al., 2019)

Translocacion bacteriana.

El concepto de translocacion bacteriana fue inicialmente descrito por Wolochow el
afio 1966 (Wolochow et al., 1966), haciendo referencia a la capacidad de bacterias
o de sus subproductos de pasar hacia la sangre y generar bacteremia (Powell,
1981).

En la cavidad oral, existen multiples especies bacterianas que se han detectado en
sangre periférica, para lo cual se han propuesto diferentes mecanismos que
requieren de mayor investigacion. Ante el cepillado y procedimientos de higiene
dental, epitelio gingival ulcerado o intervenciones odontologicas que generen
disrupcion de los tejidos, se podrian generar bacteremias transitorias que faciliten
la colonizacién sistémica de bacterias orales (Emery et al., 2021; Genco et al., 2010;
Forner et al., 2006).

En un estudio realizado por Emeryy cols. (Emery et al., 2021b) en el que se tomaron

muestras de sangre periférica donde se analiz6 ADN de bacterias intactas, se
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observo que el 43-52% de las especies bacterianas identificadas, tanto en pacientes
sanos como con enfermedad periodontal activa, podian ser clasificadas como
orales. Al comparar los perfiles sanguineos de pacientes sanos en relacion con los
pacientes con periodontitis, se observé que en ambos casos existe una amplia
coleccion de bacterias tanto comensales como patodgenas, y que la diferencia entre
ambos perfiles sanguineos fue minima, es decir, sin diferencias estadisticamente
significativas. Al igual que en el estudio previamente citado, estudios previos
concluyen que el ADN bacteriano predominante en el microbioma sanguineo
pertenece a proteobacterias, concluyendo que el intestino es el 6rgano con mayor
potencial para generar translocacion (Byrd et al., 2021; Castillo et al., 2019; Kitamoto
et al., 2020; Paissé et al., 2016; J. Zhou et al., 2006).

Algunos estudios sugieren asociaciones entre periodontitis y la diseminacion
hematdgena de microorganismos como factores de riesgo de enfermedades
cardiovasculares. En efecto, se ha descrito que las comunidades bacterianas
detectadas en biopsias de placas ateroscleroticas o en paredes de aneurismas son
mas abundantes y diversas en pacientes con enfermedad periodontal. La deteccion
de bacterias periodontales asociadas a periodontitis en dichas biopsias sugiere que
éstas podrian estar asociadas con la patogénesis de las enfermedades
cardiovasculares (Armingohar et al., 2014). Mediante qPCR, Gaetti-Jardim y cols.
(Gaetti-Jardim et al., 2009) reportaron que el 47,3% del ADN bacteriano total de
placas de ateroma en sujetos con periodontitis corresponde al proveniente de
patobiontes periodontales, mientras que en pacientes con salud gingival el ADN de
estas bacterias correspondia sélo a un 7,2%. En efecto, multiples estudios han

identificado a P. gingivalis y T. denticola en este tipo de lesiones (Kozarov et al.,
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2006; Stelzel et al., 2002). Estudios in vivo e in vitro han propuesto que P. gingivalis
pudiese ser capaz de contribuir a la inflamacién vascular mediante mdultiples
mecanismos, tales como la activacion de receptores tipo Toll, el aumento de la
produccién de factores proinflamatorios, aumento de la expresion de moléculas de
adhesion de superficie celular y la consecuente apoptosis de células vasculares;
ademas de la activacion de la cascada de coagulacion (Kebschull et al., 2010;
Kozarov, 2012).

La translocacion y colonizacion de patobiontes orales en el tracto digestivo también
se ha asociado a la patogénesis de enfermedades intestinales, como el sindrome
de colon irritable, inflamacion de colon y cancer colorrectal (Zhao et al., 2021). P.
gingivalis podria encontrarse en el intestino de individuos con cancer colorrectal, y
aunque se desconocen los mecanismos especificos en como participa de la
patogénesis, se han propuesto posibles vias (Kitamoto et al., 2020). En modelos
experimentales con ratas donde se administrd P. gingivalis por via intestinal, se
observo una interrupcion de la integridad del epitelio intestinal debido a una menor
expresion de proteinas de union estrecha, lo que podria generar diseminacion de
bacterias desde el intestino hacia el higado (Arimatsu et al., 2014; Nakajima et al.,
2015). P. gingivalis podria ser capaz, ademas, de inhibir la apoptosis por multiples
mecanismos (Mao et al., 2007; Yilmaz et al., 2004), activar la proliferacion celular
(Y. Zhou et al., 2015) y contribuir a la capacidad de metastasis de lesiones tumorales
de origen intestinal, debido a la produccién de metaloproteinasas (Inaba et al., 2015;
Y. Zhou et al., 2015).

Los serotipos de P. gingivalis podrian presentar una distinta capacidad de

translocar, dependiendo de sus factores de virulencia, entre los que destacan
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gingipainas (cisteina proteasas), peptidilargininia deiminasa (PPAD) y fimbrias (How
et al., 2016; Fata, et al. 2019). Estudios in vitro, en modelos animales o estudios en
bacterias similares, han permitido postular 4 posibles mecanismos celulares que
podrian participar en la translocacion de P. gingivalis: (i) mediante enzimas
proteoliticas (gingipainas), (ii) transcitosis, (iii) fagocitosis, y (iv) asociacion con otros

microorganismos (de Jongh et al., 2023) (Figura 1).

P. gingivalis P. gingivalis

Rgp/Kgp

Major fimbriae

Blintegrin (

Entry Survival Exit
B.- Transcitosis

A.- Enzimas proteoliticas (gingipainas)
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P. gingivalis ’

C. albicans P. gingivalis

Phagocytic cell

Phagocytic cell

o D.- Asociaciones con otros
C.- Fagocitosis _ _
microorganismos

Figura 1. Mecanismos propuestos para la translocacion de P. gingivalis a la
circulacion sistémica. (obtenido de Jongh et al., 2023). (A) P. gingivalis secreta
enzimas proteoliticas (gingipainas Rgp/Kgp) que degradan las uniones moleculares
y estimulan la produccién de MMPs por parte de fibroblastos. Estas moléculas
debilitan la integridad de las barreras epiteliales, permitiendo a P. gingivalis avanzar
a capas mas profundas de los tejidos. (B) La fimbria de P. gingivalis se une al
receptor B1 integrina de células epiteliales, que luego ingresa a la célula y forma el
fagosoma temprano. P. gingivalis, para evitar ser destruida al transferirse a
lisosomas, utiliza la via autofagica. Finalmente, la bacteria es excretada por la via
de reciclaje endocitica. (C) El LPS perteneciente a P. gingivalis es reconocido por
receptores tipo Toll (TLR4), presente en macrofagos, células dendriticas o
monocitos, lo que induce la fagocitosis de la bacteria. Luego la bacteria viaja dentro
del fagocito a modo de “caballo de troya”, alcanzando la circulacion sanguinea (D)

P. gingivalis se une con Candida albicans a través de proteinas de las hifas. Los
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fagocitos al ser atraidos hacia las hifas, entran en contacto con P. gingivalis, la

fagocitan, y la transportan a la sangre.
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Planteamiento del problema:

A pesar de que la literatura propone la posibilidad de translocacion de bacterias
periodontales a sangre, la evidencia que explora el tipo y proporcion de
microorganismos orales o sus subproductos circulantes es escasa, especialmente
en poblaciones latinoamericanas. La relevancia de este tema como un potencial
mecanismo involucrado en el desarrollo de enfermedades cronicas no
transmisibles, y de P. gingivalis como patobionte periodontal clave, conlleva al

planteamiento de la siguiente pregunta de investigacion:

¢, Cual es la carga de P. gingivalis y de bacterias totales en sangre en pacientes con

periodontitis en relacion a individuos sin esta enfermedad?
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HIPOTESIS.

La carga de P. gingivalis y bacterias totales en la sangre periférica es mayor en

pacientes con periodontitis que en individuos controles.

OBJETIVOS.

Objetivo General.

Determinar la carga de P. gingivalis y bacterias totales en la sangre periférica de

pacientes con periodontitis en comparacion con individuos controles.
Objetivos especificos.

1. Determinar la carga de ADN bacteriano total en la sangre periférica de

pacientes con periodontitis versus individuos controles.

2. Determinar la carga de ADN de P. gingivalis en la sangre periférica de

pacientes con periodontitis versus individuos controles.
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METODOLOGIA.

Disefo.

Estudio clinico, observacional, analitico, transversal.

Seleccién de muestray poblacién en estudio.

Mediante una técnica de muestreo por conveniencia, se reclutaron un total de 22
voluntarios, quienes acudieron a la Clinica Odontolégica de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile, Santiago, entre los afios 2021 y 2022. Los
criterios de inclusidon fueron: personas mayores de 18 afios, sin enfermedades
sistémicas y que aceptaron las condiciones de participar en el estudio. Los criterios
de exclusion para participar en el estudio comprendian pacientes con lesiones
apicales de origen endodontico; mujeres embarazadas o en proceso de lactancia;
presencia de enfermedades cronicas como diabetes mellitus o enfermedades
gastrointestinales, hipo o hipertiroidismo, entre otras; la existencia de condiciones
como obesidad (IMC230 kg/m?); la administracién de tratamiento periodontal en el
altimo afio o terapia farmacol6gica con antibiticos, antiinflamatorios o

inmunomoduladores en los ultimos 3 meses.
Los participantes fueron divididos en 2 grupos:

- Grupo control (11 individuos): profundidad al sondaje (PS) < 3mm en un
periodonto intacto o reducido por causas no relacionadas con periodontitis,
de acuerdo con la actual clasificacion de las Enfermedades Periodontales
(Chapple et al., 2018).
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- Pacientes con Periodontitis (11 individuos) (Papapanou et al., 2018), con
pérdida de insercion interdental (CAL) 23 mm en al menos en 2 sitios no

adyacentes y presencia de PS=5 mm.

Todos los candidatos al estudio fueron informados sobre los objetivos vy
procedimientos que involucraba su participacion, firmando un consentimiento
informado (anexo 1). 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. El estudio fue aprobado por el
Comité Institucional de Bioseguridad y Comité Etico-Cientifico de Investigacién del

Hospital Clinico de la Universidad de Chile, como se declara en los anexos 2y 3.

Examen y mediciones clinicas generales.

Se realizé un examen general, y se consigné informacion respecto a motivo de
consulta, salud general, y antecedentes médicos (anexo 4). El indice de masa
corporal (IMC) se calculé en base al peso (kg) dividido por la altura al cuadrado, y
los individuos se categorizaron en normopeso (IMC<25kg/m?) o sobrepeso
(25<IMC<30kg/m?). Individuos con obesidad (IMC>30kg/m?) fueron excluidos.

Examen bucal y radiografico.

A los participantes se les realiz6 un periodontograma de boca completa, utilizando
un espejo intraoral y una sonda periodontal manual Carolina del Norte (Hu-Friedy,
Chicago, IL, USA). En éste, se registraron pardmetros como movilidad dentaria y
compromiso de furca; asi como profundidad al sondaje (PPD), nivel de inserciéon

clinica (CAL) e indice dicotdbmico de sangrado del surco, en 6 sitios por diente
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(mesiovestibular, mediovestibular, distovestibular; mesiolingual, mediolingual y

distolingual o palatino).

El indice de sangrado del surco fue considerado “positivo” cuando el sitio sangro
hasta 15 segundos después de haber sido introducida la sonda periodontal en el
fondo del surco gingival. La profundidad al sondaje se registré como la distancia en
milimetros desde el margen gingival hasta la base del surco gingivo-dentario, y el
nivel de insercion clinica se definié como la distancia en milimetros desde la unién

amelo-cementaria hasta la base del surco gingivo-dentario.

Ademas, se realizaron mediciones de indice COPD (dientes cariados, obturados y
perdidos), en conjunto con un set de radiografias periapicales totales a cada

participante.

Muestras sanguineas y reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa.

Se obtuvo muestras sanguineas de todos los participantes del estudio, mediante
estricta asepsia. Se recolect6 sangre en ayunas mediante venopuncion de la vena

antecubital en tubos Vacutainer®.

Las fracciones de muestras de sangre fueron trasladadas al Laboratorio de Biologia

Periodontal y almacenadas a -80°C para su posterior procesamiento.

El ADN sanguineo fue posteriormente extraido usando el kit “DNEasy Blood and
Tissue” (QIAGEN Inc., Valencia, CA, USA), incluyendo tratamientos con lisozima y
proteinasa K para asegurar la lisis de las bacterias presentes en las muestras (Diaz

et al.,, 2012). La calidad y concentracion del ADN fue confirmada mediante
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espectrofotometria (UV-Vis NanoDrop® ND-1000, Technomed, Wilmington, DE,
USA) (Diaz et al., 2012).

La determinacion de la carga de P. gingivalis y de bacterias totales (expresada como
namero de copias del gen que codifica para la subunidad 16S del ARN ribosomal o
ARNr por ul) en las muestras de sangre de individuos con periodontitis se determiné
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR), utilizando la
quimica SYBR green (KAPA SYBR ® Fast gPCR. KAPA Biosystems, Woburn, MA,
USA) mediante un termociclador automatizado (StepOnePlus™, Applied

Biosystems, Singapur), segun las recomendaciones del fabricante.

Los conjuntos de partidores se muestran en la Tabla 1. Tanto las bacterias totales
como P. gingivalis se cuantificaron usando partidores especificos dirigidos al gen
que codifica para la subunidad ARNr16S, contra regiones conservadas y variables
del gen, respectivamente.

Cada gPCR se realiz6 con los kits KAPA SYBR ® Fast gPCR (KAPA Biosystems,
Woburn, MA, EE. UU.). En cada experimento se incluyeron controles positivos,
consistentes en ADN obtenido de cultivos puros de P. gingivalis ATCC 33277 y
control negativo consistente en Buffer TE, sin ADN. El programa de PCR incluyo los
siguientes pasos: 95°C por 3 min, 40 ciclos: bacterias totales 95°C por 15 seg y

60°C por 1 min; P. gingivalis 95°C por 3 seg y 58°C por 1 min.

Para la cuantificacion absoluta de las cargas bacterianas totales y de especies
individuales se interpolaron los valores del ciclo umbral (CT) de las muestras de
prueba en las curvas estandar de numeros de copias de ADN conocidos de P.
gingivalis. Los limites de deteccion inferior y superior fueron 102 y 108 copias del
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gen 16S ARNr, respectivamente. Las cargas bacterianas se expresaron como
copias del gen que codifica para la subunidad 16S ARNr/ul (Bordagaray et al.,
2021).

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

gingivalis (Bordagaray et al., 2021)

Bacteria objetivo | Gen Partidor directo (F)

objetivo
: (5—3')/ Partidor inverso (R)

(5—=3)

Bacterias totales 16S TCCTACGGGAGGCAGCAGT/
ARNr GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT

P. gingivalis 16S AGGCAGCTTGCCATACTGCG/
ARNTr ACTGTTAGTAACTACCGATGT

Andlisis estadistico

Las cargas bacterianas en sangre (carga total y de P. gingivalis) se expresaron en
numero de copias del gen 16S ARNr/ul. La distribucién de los datos se evaluo
mediante la prueba de Shapiro-Wilk. La comparacion entre variables cualitativas
(frecuencias) se realiz6é por el test de chi cuadrado o test exacto de Fisher. Las
variables cuantitativas entre dos grupos independientes (periodontitis versus

controles) fueron analizadas por el test t no pareado o el test Mann Whitney, para
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datos no paramétricos. Ademas, se realizaron modelos de regresion multivariados

ajustado por potenciales variables de confusion.

El analisis estadistico se realizO mediante el programa STATA v12 (StataCorp,
Collage Station, TX, USA.

RESULTADOS.

Analisis de parametros demogréficos, clinicos y séricos.

Se realizé un andlisis de pardmetros demograficos, clinicos y séricos (tabla 2) de
todos los individuos reclutados en el estudio. Estos individuos fueron separados en
dos grupos, segun los criterios de exclusion e inclusién previamente descritos, con
un total de 22 voluntarios que fueron divididos en un grupo de individuos control
(n=11) y un grupo periodontitis (n=11). De los 11 individuos con periodontitis, nueve
presentaron periodontitis etapa Il (n=9; 81,81%), uno periodontitis etapa Il (n=1,
9,09%), y uno periodontitis etapa IV (n=1, 9,09%), de acuerdo a la clasificacién del
Workshop 2017 (Papapanou et al., 2018). Esto se condice con las diferencias
estadisticamente significativas en profundidad al sondaje promedio y nivel de

insercion clinica entre ambos grupos (p=0.00).

Las edades promedio de los participantes del grupo sanos fue de 25 + 4,62 afios y
de 37,8 £ 9,75 afos para el grupo periodontitis, con una diferencia estadisticamente

significativa entre ambos grupos (p<0,05).

El consumo de tabaco arrojoé diferencias significativas entre los grupos, con la

presencia de un fumador en el grupo control (9,09%), cinco en el grupo periodontitis
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(45,45%) y una correlacion positiva entre la presencia de habito tabaquico y
periodontitis (p= 0,03). El grupo periodontitis presentd un menor porcentaje de
mujeres que lo controles, con un 27,26% versus 81,81%, respectivamente (p=0,01).
Mientras que pardmetros como las lipoproteinas de alta densidad (HDL; p=0,00) y
triglicéridos (p=0,01) fueron estadisticamente mayores para el grupo control, el
indice de masa corporal (p=0,00) y la relacién entre lipoproteinas de baja densidad
y HDL (LDL/HDL; p=0,01), tuvieron mayores valores para el grupo periodontitis
(Tabla 2). Cabe destacar que ningun individuo era obeso.

Otros parametros como el nivel educacional, consumo de alcohol, colesterol total,
colesterol LDL y COPD tuvieron una distribucién similar entre ambos grupos (tabla
2; p>0,05). Los niveles de presion arterial fueron normales en la mayoria de los
participantes, y solo un individuo con periodontitis presenté un valor mayor a 140/90
mm de Hg ante una toma de presion Unica, sin que hubiera una diferencia

estadisticamente significativa entre ambos grupos de estudio (p=0,26).

Tabla 2: Pardmetros demograficos, clinicos y séricos de individuos del grupo control

y grupo periodontitis.

Variable C P Valor p
Edad (afios, promedio + DE) 25 + 4,62 37,8+£9,75 0,00*
Género (n: mujeres, 9(81,81) 3 (27,26) 0,01*
porcentaje)
Nivel Educacional (~ mediana, 30 3x1 0,51

RIC)
Tabaquismo [~n (%)] 1 (9,09) 5 (45,45) 0,03*



Alcohol (gr/dia, promedio (DE)] = 2,02 £ 2,50 3,32+1,89

IMC (kg/m? promedio + DE) 21,86+ 2,11 26,40 = 3,16
PA sistélica (mm Hg, promedio 115,00 £ 122,27 £ 6,31
+ DE) 13,27

PA diast6lica (mm Hg, 69,53 £ 10,02 76,90 + 13,43
promedio + DE)

HTA [n~ (%)] 0 (0%) 1(9,09%)
PS [mm., mediana (RIC)] 1,90+£0,21 2,60 £ 0,59
NIC [mm., mediana (RIC)] 0,20 + 0,50 1,40 £ 2,20
SS [porcentaje., mediana 10,71 +£35,42 70,2+ 14,14
(RIC)]

COPD [mediana (RIC)] 2+4 5+8
Triglicéridos [mg/dL, mediana 94 + 62 99 + 166
(RIC)]

Colesterol total (mg/dL, 182,69 + 175,09 £ 50,78
promedio + DE) 27,57

Colesterol HDL [(mg/dL, 70 (13) 42 (14)
mediana (RIC)]

Colesterol LDL [(mg/dL, 88 (35,20) 79,80 (38,40)

mediana (RIC)]

31

0,50

0,00*

0,31

0,13

0,26

0,00*

0,00*

0.00*

0,20

0,01*

0,64

0,00*

0,86
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LDL/HDL [(mg/dL, mediana 1,15 (0,78) 2,12 (0,99) 0,01*

(RIC)]
C: Control, P: Periodontitis. Nivel educacional (~1: Educacion basica, ~2: Educaciéon
media completa, ~3: Educacion universitaria incompleta, ~4: Educacion universitaria
completa). PA: Presion arterial. HTA: Hipertension (~: Valores PA sistdlica
>140mmHg, diastélica >90mmHg). IMC: indice de masa corporal (Peso/Estatura?).
Tabaquismo: ~: Hébito tabaquico. PS: Profundidad al sondaje; NIC: Nivel de
insercion clinica; SS: Sangrado al sondaje; COPD: indice copd (Dientes con Caries,
Obturaciones, Perdidos). HDL: “high densitiy lipoprotein” (lipoproteina de alta
densidad); LDL: “Low density lipoprotein” (lipoproteina de baja densidad).
Dislipidemia: colesterol =200 mg/dL, HDL <40 mg/dL, LDL= 130 mg/dL, o
triglicéridos 2150 mg/dL. *p<0,05.

Carga de ADN bacteriano total en sangre periférica de individuos con

periodontitis versus controles.

Los resultados de la cuantificacion del numero de copias del gen 16S ARNr en
sangre periférica de los individuos sanos y pacientes con periodontitis se muestran
en la Figura 2. No hubo diferencias significativas en los valores obtenidos de carga
bacteriana total (p=0,64) entre ambos grupos de estudio, siendo los valores
promedios obtenidos de 197.459 + 58.223 y 188.250 + 53.497 copias del gen para

el grupo control y grupo periodontitis, respectivamente.
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Figura 2: Carga bacteriana total en sangre periférica (nimero de copias del gen 16S
ARNTr/ul), en individuos controles y con periodontitis. C: grupo control, P: grupo

periodontitis (p=0,69).

Carga de P. gingivalis en la sangre periférica de individuos con periodontitis

versus controles.

Los resultados de la carga de P. gingivalis se muestran en la Figura 3, expresados
como el numero de copias del gen 16S ARNr amplificados con partidores dirigidos
a regiones especificas del gen de P. gingivalis. La carga de P. gingivalis obtenida
fue de 15,84 + 29,64 y 21,61 + 37,47 copias del gen para el grupo control y grupo
periodontitis respectivamente, cuya distribucion fue similar (p=0,88). Ademas, los
valores obtenidos de carga de P. gingivalis se encuentran bajo el minimo detectable
(el limite de deteccion de la curva estandar utilizada en el gPCR corresponde a 100

copias del gen marcador).
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Figura 3: Carga bacteriana de P. gingivalis en sangre periférica (nimero de copias
del gen 16S ARNTr/ul), en individuos controles y con periodontitis. C: grupo control,

P: grupo periodontitis (p=0,88).
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DISCUSION.

La periodontitis es una enfermedad inmunoinflamatoria altamente prevalente en la
poblacion chilena y mundial, la cual se ha asociado a otras ECNT de alto impacto y
morbimortalidad a nivel de salud publica nacional y global (Morales et al., 2016).
Uno de los eventuales mecanismos propuestos para explicar la relacion de la
periodontitis con otras enfermedades sistémicas consiste en la potencial
translocacion de la microbiota subgingival a sangre. P. gingivalis, uno de los
patobiontes claves en la enfermedad, ha sido encontrado en 6rganos a distancia y
relacionado con varias patologias sistémicas, como cardiovasculares, intestinales y
Enfermedad de Alzheimer, entre otras (Joshi et al., 2021; Kozarov, 2012; Lee et al.,
2022; Schirmer et al., 2019; Singhrao et al., 2019)

El objetivo del presente estudio fue determinar, mediante gPCR, la carga de P.
gingivalis y bacterias totales en la sangre periférica de pacientes con periodontitis y

compararlas con individuos controles.

Los valores de carga bacteriana total obtenidos en nuestro trabajo no arrojaron
diferencias significativas entre los grupos de estudio, con valores promedios de
197.459 + 58.223 y 188.250 + 53.497 copias del genl16S rRNA, para el grupo control
y periodontitis respectivamente. Esta informacion se condice con lo reportado por
otros autores (Emery et al. 2021), quienes tampoco obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas al comparar cargas bacterianas totales en sangre
entre grupos periodontitis y control, utilizando el mismo método de cuantificacion
bacteriana que en el presente estudio (QPCR). Emery y cols. (Emery et al., 2021b)
analizaron muestras de sangre de pacientes con enfermedad periodontal severa,

analizando unicamente el ADN bacteriano proveniente de células intactas. La gran



36

mayoria del ADN obtenido provino de proteobacterias cuyo origen es el intestino,
informacion similar a la obtenida en otros estudios (Castillo et al., 2019; Hammad et
al., 2020; Li et al., 2018); mientras que un 43-45% del ADN detectado en sangre se
identificé como perteneciente a bacterias orales, de las cuales la mayor abundancia
corresponde a especies del género Streptococcus (S. mitis, S. oralis, S. infantis)
(Emery et al., 2021).

De acuerdo a los métodos de purificacion y amplificacion de ADN utilizados en
nuestro estudio, no es posible distinguir si la carga bacteriana obtenida proviene de
células bacterianas intactas o ya lisadas, ni tampoco la biopelicula exacta de
procedencia. Paissé y cols. determinaron que el ADN bacteriano obtenido de
muestras sanguineas pertenecia principalmente a bacterias procesadas por el
sistema inmune, o fragmentos celulares libres (Paissé et al., 2016), mientras que
otros autores han postulado la factibilidad de que las bacterias en sangre periférica
se encuentren no-viables o en estado de latencia (Kell et al., 2018; Potgieter et al.,
2015). Por otra parte, aun se precisa determinar si la relacion entre eventos de
bacteremia y ECNT pudiera ser atribuible a fragmentos de ADN bacteriano
circulante, bacterias viables capaces de colonizar tejidos, o a factores de virulencia

bacterianos que pudieran translocar (Emery et al., 2021).

En analisis sanguineos utilizando cultivos celulares, algunos estudios han obtenido
muy poco o nulo crecimiento bacteriano (Paissé et al., 2016; Whittle et al., 2019).
En un estudio realizado por Damgaard y cols (Damgaard et al., 2021) se analizaron
muestras sanguineas de pacientes mayores de 50 afios con periodontitis, las que
fueron separadas en capa leucocitaria, plasmatica y de eritrocitos. Se analiz6

previamente contaminaciones de la capa leucocitaria, luego fueron cultivadas
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muestras de plasma y eritrocitos en placas de agar tripticasa de soya en condiciones
aerobicas y anaerobicas. Los resultados arrojaron un crecimiento bacteriano en un
25% de las placas del grupo periodontitis, y en un 13% del grupo control (p=0,00),
concluyendo que la periodontitis aumenta el riesgo de generar contaminaciones en
sangre. Paisseé y cols, por su parte, encontraron que el ADN bacteriano en sangre
se encuentra principalmente presente en la capa leucocitaria (93,7%), y en muy baja

abundancia en la capa de eritrocitos (6,2%) y plasma (0,03%) (Paissé et al., 2016).

Ensayos in vitro compararon técnicas de cultivo directo en agar, hemocultivo y
analisis por PCR, utlizando sangre de pacientes sanos contaminada
intencionalmente con patégenos periodontales. Al analizar parametros como
sensibilidad, especificidad y valor predictivo, se concluyé que el método mas
recomendable para la deteccion y cuantificacidn bacteriana en muestras de sangre
corresponde al cultivo directo en agar. Sin embargo, esta informacién requiere de
mayor andlisis al ser un estudio in vitro, y es incierto si sus resultados son

extrapolables a estudios clinicos o condiciones in vivo (Ambrosio et al., 2019).

Resulta relevante considerar que los métodos de cultivo celular sélo permiten el
crecimiento de bacterias viables presentes en sangre, y que estas se puedan
adaptar y desarrollar en el medio de cultivo y condiciones generadas. Aln existen
especies que no se han podido cultivar, por lo que se desconoce su impacto en la

salud periodontal (Keijser et al., 2008).

P. gingivalis, descrito como patégeno clave en la periodontitis (Hajishengallis, 2015),
presenta alta prevalencia en sacos periodontales, habiéndose descrito valores de
82-92% (Rojas et al., 2017). Es importante considerar, que se ha observado en

estudios hasta un 25% de presencia de P. gingivalis subgingival en individuos libres
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de periodontitis (Griffen et al., 1998). Durante eventos puntuales que afectan a los
tejidos orales, como procedimientos de higiene, traumatismos o intervenciones
odontoldgicas que implican discontinuidad de tejidos, P. gingivalis podria migrar
desde el surco, atravesando las barreras epiteliales y el endotelio de vasos

sanguineos, para diseminarse hacia la circulacion sanguinea (Forner et al., 2006).

En un estudio realizado en Espafia por Marin y cols. (Marin et al., 2016), se analiz6
la carga bacteriana posterior al cepillado dental, medida a nivel subgingival y
sanguineo de pacientes sanos, con gingivitis y periodontitis, mediante tres técnicas
de cultivo, ademas de técnicas moleculares (QPCR). Se determind que las especies
mas prevalentes en periodontitis en las muestras subgingivales eran
Porphyromonas intermedia y F. nucleatum (88%), seguidas por P. gingivalis (75%).
Ademas, la presencia de F. nucleatum en salud también fue muy prevalente (59%).
Mediante gPCR no se logré detectar ADN de P. gingivalis ni de Aggregatibacter

actinomycetemcomitans para las muestras sanguineas (Marin et al., 2016).

En una investigacion realizada por Balejo y cols., se analiz6 la carga total y de P.
gingivalis en sangre de pacientes con periodontitis y sanos, utilizando colutorios
orales de clorhexidina al 0,12% previo a la realizacion de pulido radicular. Las
muestras sanguineas fueron tomadas previo a la intervencién, y a los 2 y 6 minutos
después de iniciado el pulido. Mediante gPCR y cultivos, se encontré6 una menor
carga total en sangre para el grupo sanos en todos los tiempos de estudio, sin existir
diferencias en relacion al uso del colutorio. S6lo hubo un aumento significativo en la
carga de P. gingivalis en el grupo periodontitis a los 6 minutos una vez iniciado el
pulido radicular (Balejo et al., 2017).
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En el presente trabajo, la carga de P. gingivalis obtenida fue de 15,8 + 29,6 y 21,6
+ 37,4 copias del gen 16S ARNTr/ul para el grupo control y grupo periodontitis,
respectivamente. Sin embargo, estos valores se encontraban bajo el limite de
deteccion del ensayo (QPCR). Estos resultados se condicen con el estudio realizado
por Damgaard y cols. (Damgaard et al., 2021) donde, mediante cultivos
microbiolégicos, fueron analizadas muestras de sangre de pacientes con

periodontitis, sin detectar el desarrollo de P. gingivalis.

Considerando que las bacterias que logran alcanzar la circulacion sanguinea
representan un porcentaje bajo, existe poca o casi nula evidencia de que exista un
microbioma sanguineo viable, por lo que se ha estipulado que la mayoria del DNA
presente en sangre podria provenir de bacterias procesadas por el sistema inmune
(Paissé et al., 2016). Asi mismo, es posible que el impacto sistémico atribuido a la
periodontitis y a P. gingivalis se deba mas al estado inflamatorio crénico y
desregulacion inmune, que a la translocacién bacteriana en si (Hajishengallis,
2015).

Por otra parte, se ha descrito ampliamente la presencia de P. gingivalis en biopsias
de placas de ateroma (Gaetti-Jardim et al., 2009, Kozarov et al., 2006; Stelzel et al.,
2002), en tejidos cerebrales de individuos con enfermedad de Alzheimer (Dominy et
al., 2019), en placenta (Kotz et al., 2009) y en higado (Ishikawa et al., 2013). En
individuos con enfermedad cardiovascular se ha descrito la presencia de P.
gingivalis hasta en un 100% de las biopsias de la arteria femoral, con una
abundancia relativa de un 46,77% de esta bacteria en la biopelicula (Mougeot et al.,
2017). Por este motivo, aln se precisa determinar por qué vias seria plausible que

P. gingivalis colonice estos tejidos, donde la translocacién a sangre o el eje oral-
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intestinal siguen estando entre las principales propuestas (Emery et al., 2021b). En
efecto, gran parte de las bacterias encontradas en sangre provienen del sistema
digestivo, por lo que se postula que P. gingivalis seria capaz de colonizarlo (Fiorillo
et al., 2019; Lee et al., 2022), configurando una posible via de ingreso desde ahi al
sistema circulatorio. EI aumento de la permeabilidad intestinal, en conjunto con
periodontitis en etapas avanzadas, podrian configurar el escenario ideal para

detectar presencia de P. gingivalis en sangre (Schirmer et al., 2019).

Si bien la mayoria de los individuos que participaron de este estudio presentaban
periodontitis etapa Il con presencia de sacos periodontales mayores o iguales a 5
mm en gran parte de los cuadrantes, las profundidades al sondaje promedio en el
grupo periodontitis fueron relativamente bajas (2,60 mm), lo cual podria explicarse
por la presencia de sacos profundos con distribucion localizada. Las profundidades
al sondaje promedio del grupo periodontitis en el estudio realizado por Balejo y cols.
(Balejo et al.,, 2017), fue de 3,50 mm, lo que podria haber determinado una
biopelicula subgingival con una mayor abundancia relativa de P. gingivalis, pues se
conoce que a medida que aumenta la profundidad del saco periodontal, aumenta la
predominancia de bacterias anaerobias estrictas (Emery et al., 2021b; Plachokova
et al., 2021; Shi et al., 2018). Lo anterior es un factor importante a considerar para
estudios futuros, donde se sugiere incorporar un mayor nimero de participantes,
distintos perfiles de pacientes, y diferentes momentos de observacion, considerando
el efecto de procedimientos asociados a disrupcion mecénica de la barrera epitelial.
De cualquier modo, cabe mencionar que este trabajo es pionero en su tema,
especialmente en poblaciéon chilena, y forma parte de un estudio de mayor

envergadura y caracter multicéntrico.
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Resultaria relevante a futuro investigar la relacion de la microbiota y su potencial
translocacion sanguinea en pacientes con periodontitis y otras ECNT, como con
diabetes mellitus tipo IlI, enfermedades gastrointestinales o dislipidemias. Es
importante considerar que condiciones como patologias intestinales o dislipidemia
podrian aumentar la permeabilidad intestinal, y la consecuente translocacion de
bacterias intestinales (Arimatsu et al., 2014; Kitamoto et al., 2020; Nakajima et al.,
2015).

Aun considerando que no se observaron diferencias estadisticamente significativas
en la carga bacteriana total y carga de P. gingivalis en sangre, la evidencia respecto
a las implicancias sistémicas en periodontitis es clara, reafirmando la necesidad de
continuar y profundizar lineas de investigacion similar que permitan conocer y
comprender los mecanismos de relacién entre la enfermedad periodontal y otras

enfermedades crénicas no transmisibles.
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CONCLUSIONES.

En base a los objetivos y resultados obtenidos en el presente estudio, se concluye

que:

a)

b)

No hubo diferencias en la carga de ADN bacteriano total en la sangre
periférica de individuos con periodontitis en comparacién a individuos
controles.

No hubo diferencias en la carga de ADN bacteriano de P. gingivalis en la
sangre periférica de individuos con periodontitis en comparacion a sujetos
controles. La carga de ADN bacteriano de P. gingivalis se encontr6 bajo el

limite de deteccién del ensayo.
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ANEXOS:

Anexo 1: Consentimiento informado

DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADOD

Titulo del Proyecto:

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

Mombre del Investigador: Patricia Hemandez Rios

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

Teléfonos: 229781839, 988299380

w Le estamos invitando a participar em el proyecto de
investigacion "Saiales de fransiocacion bacteriana en perodontitis; wn nuevD

Wmhmdahmﬂuﬂap&m@tﬂ-ﬂmﬂwﬂy
enfermeadades ordnfcas no ransmisibies” debide a que usted cumple con los

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

Introduccién: La periodontitis es una enfermedad que produce inflamacidn en
las encias y destruccidn en los tejidos que insertan los dientes debido a la
presencia 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 sangre vy encia, y su relacién con la presenda de
inflamacion en la circulacién sanguinea general.

Se invitara a participar a personas con y sin perindontitis (sanos), haremos un
examen dinico v radiografico por espedalistas, tomaremos muestras de bacterias
de encia y de sangre. Bl estudio no involucra intervencién alguna mas alla del
EXamen y muestras, por lo tanto no implica riesgo para los participantes, y permitird
explorar de manera internacional el conocimiento de la interrelacidn y rol de las
enfermedades bucales sobre otras enfermedades médicas.

Objetivas: Esta investigacion tiene por objetive determinar la ascdacion entre la
inflamacidn presente en la circulacidn general v presencia de bacterias del intesting
y encia en sangre. Para esto, se induird 2 un ndmera minimo de 60 sujetos
provenientes del Centro de salud de San Bernmardo, Clinica Universidad de los
Andes, Pontificia Universidad Javeriana, v Clinica Odontoldgica de la Facultad de
Odontologia Universidad de Chile, donde usted serd reclutado (20 personas en
cada centro universitario).
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Procedimientos: Si Ud. acepta participar, sea del grupo con periodontitis o sin
ella, usted serd sometido a los siguientes procedimientos, por una Unica vez:
entrevista y registro de datos generales y médicos, examen dinico odontoldaico
(de encias y caries) y radiografias dentales de todos los dientes. Ademas, se
tomaran muestras de placa bacteriana (bacterias bucales), mediante instrumentos
especificos, desde el surco presente en su enca. 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, vy respuesta inflamatoria general, mediante el examen de
laboratorio clinico de niveles de proteina C reactiva de alta sensibilidad en sangre.

Riesgos: Durante la extraccion de sangre, usted podria experimentar ligeras
molestias, tales como dolor leve, mareos o sensacion de debilidad general, asi
como hematomas o “moretones” ocasionales en la zona de puncidn. La toma de
muestras sanguineas, asi como el resto de los procedimientos, seran realizados
por personal calificade y acreditado, de manera de disminuir los riesgos para
usted.

Las radiografias dentales poseen um nivel muy bajo de irradiacdn, por lo gue se
consideran seguras. De todos modos, para limitar la exposicidn, se le cubrira el
resto del cuerpo con un delantal del plomo. La radiacion puede ocasionar
alteraciones en el feto, por lo gque si usted estd embarazada o sospecha de
embarazo, por favor informe y absténgase de participar en el estudio.

El examen bucal y la toma de muestras de placa bacteriana, por su parte, no
conllevan mayores molestias ni fiesgos propios de su obtencian.

Cualquier otro 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, examenes sanguineos y
microbioldgicos, con sus téonicas de muestreo y andlisis, seran aportados por la
imvestigacidn y su financiamiento (Proyecto LADR Regional Development), sin costo
alguno para Ud. durante el desarrollo de este proyectn. Su participacidn no e
representara gastos adicdonales,

Beneficios: Ademas del beneficio que este estudio significara para el progreso
del conocimiento y el mejor tratamiento de futuros pacientes, como beneficios,
cada voluntario obtendra un examen dental dinice bucal v diagndstico periodontal
gratuito, derivacién a tratamiento dental, asi como set de radiografias dentales
gratuitas y cepillos y pastas dentales sin costo. Adicionalmente, podra conocer los
resultados del analisis de sus miveles de proteina C reactiva sin costo, si usted lo
desea,
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Alternativas: 5 Ud. decdde no participar &n esta investigacion recibirda la
evaluaddn que se aplica habitualmente en forma particular v con los costos
normalmente asociados, sin existir ninguna consecuencia desfavorable para usted,
en caso de no aceptar la intervencidn v/o participacidn.

Compensacidén: Ud. no recibird ninguna compensacidn econdmica por su
participacién en el estudio. Sin embargo, se le oforgard una colacidn
inmediatamente después de haber donado sangre.

Confidencialidad: Toda la informacidn derivada de su participacidon en este
estudio serd conservada en forma de estricta confidencialidad, lo gue incluye el

acceso de los investigadores o agencias supervisoras de la investigacion. Cualquier
publicacion o comunicacidn centifica de los resultades de la investigacion sera
completaments andnima.

Informacién adicional: Ud. o su médico tratante seran informados si durante el
dezarrollo de este estudio surgen nuevos conocimientos o complicaciones gue
puedan afectar su voluntad de continuar participando en la investigacian.

Voluntariedad y Revocacién: Su partidpacion en esta investigacion es
totalmenta 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
en nuestra institucidn 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 dedsidn va en su beneficio.

: En el improbable caso de que Ud. presente complicacdiones
directamente dependientes de la toma de muestras o del estudio mismo, Ud.
recibira el tratamients médico completo de dicha complicacion, financiado por &l
equipo de investigacion, y sin costo alguno para Ud. o su sisterna previsional. Esto
no incluye las complicaciones propias de su enfermedad v de su curso natural.

0 | el ticipante; Usted recibirs i de este d
firmado. Si usted requiere cualguier otra informacion sobre su participacidn en
este estudio puede comunicarse con la investigadora Dra. Patricia Hernandez
(988295380), o la Sra. Bernarda Parada (959659428).

Otros Derechos del participante: .

En caso de duda sobre sus derechos comunicarse con el Comité Etico Cientifico o
de Imvestigacion del Hospital Clinico Universidad de Chile, Teléfono: 229789008,
Email: comiteetica@hcuch.d, ubicado en Santos Dumont N 999, 4 Piso Sector D,
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Comuna de Independencia, Santiago.

Conclusitn:

Después de haber leido y comprendido la informacion de este documento, de
haber podide aclarar todas mis dudas, entiende que me puedo refirar cuande lo
desee. Otorgo mi consentimiento libre, informado y voluntario para participar en
el proyecto mencienado, "IADR Regicnal Development Program™,

Nombre del sujeto Firma Fecha y Hora
Run.
Nombre del Investigadar Firma Fecha y Hora
Run.
Mombre del Director o Delegado Firma Fecha y Hora
Run.

5 se trata de wn sufeto felrado, no vidente o olra sRuacion, registrar nombre del sujeto y
die sy apoderade [ Testigo ).

Mombre del Testigo Firma Fecha y Hora
R,
Varsitn 30 Hoapital Clinico Universidad de Chils, Fecha 11 de snemo de 3031
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Anexo 2: Certificado del comité institucional de bioseqguridad

-

?‘ UNIVERSIDAD DE CHILE

Comité Institucional de Bioseguridad
Administracion Conjunta Campus Norte
FDO N° 144

Santiago, 08 de Septiembre de 2020.

CSERTIFICADO

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-cor icable dis ". La Investigadora Responsable de
este proyecto es la Dra. Patricia Hernandez Rios, Académica del Departamento de
Odontolegia 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 utilizaran agentes quimicos de riesgo de tipo corrosivos, inflamables, tdxicos
agudos y peligros (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 bacteria Gram negativo 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, Prevotela nigrescens
ATCC 33563 y Eikenella corrodens ATCC 23834, todas las anteriores pertenecientes
al grupo de riesgo 2: Treponema denticola ATCC 35405, Fillfactor alocis ATCC 35896
(Gram positive) y VellloneNa parvula ATCC 10790, todas las anteniores pertenecientes
al grupo de riesgo 1.
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o Radiaciones lonizantes:
-Ze ulilizara radiacidn ionizante del tipo rayos X para la toma de radiografias

convancionales.

Los ensayos s realizaran prancipalmants en el Laboratorio de Biologia Pencdontal {a
cargo de |l Dra. Marcela Hemandez) v tambign en al Laboratono de Microbickogia
Bucal (a cargo de la Dra. Anilei Hoare) ambas Co-investigadoras del presante
proyecto. Ademas, los sujetos a enrclar en el estudio se examinaran y se realizaran
sus saguimientos &n la Clinica Odontoldgics.

El CIB cedifica que la Facultad de Odontologls cusnta com las facilidades para el
manejo ¥ desecho del materal bioldgico v quimico a utlizar en el proyecto de acuerdo
&l Manual de Mormas de Bioseguridad y Riesgos Asociados, Conicyt 2018, Ademas, &l
investigador se compromete a welar por el cumplimients de lBas nomes de
biosegundad jumts al Manual de Procedimientos para e Mansjo y Desechos de
Residwos bicksgicos y RESPEL de la Facultad, durante 2l desamrolio del provecho.

Se extiende &l presente cerificado a solicitud de le Dra. Hemandez para ser
presentado 2l Concurso |1ADRs Regional Development Program 2018, en el gue fue
adjudicado el presante proyecio.

Dra. Carla Lozano M.
Presidenta

Facuitad da Ddonbologe. Sergic Lisgalose P. 343, independiescia, Foso 28781 M0 20 7E0ELE, Fax 29761788, Santapa.

—_—
Faculbisd di D ischini Guimcas ¢ Far mabatican. Simg ke Lien lose P, 307, indegesdancia, Fores 29781793 Fae: 197ELTIE,
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Anexo 3: Acta de aprobacién del Comité Etico Cientifico de Investigacion del

Hospital Clinico de la Universidad de Chile

| e—
HOSMTAL CLINICD
! LUNINVERSIDWD DE CHILE

ACTA DE APROBACION N° 05
Santiago, 13 de enero de 2021.

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

Dra. Teresa Massardo Vega. Especialista en Medicina Nuclear. Presidenta
&r. Mauricio Venegas Santos. Bioguimico. Vicepresidente.

Ora. Aida Verdnica Araya Quintanilla. Médico Endocrindloga. Secretaria de actas.
Or. Sergio Valenzuela Puchulu. Médico Gineco-Obstetra. Integrants.

Or. Juan Carlos Prigto Dominguez. Médico Farmacologia Clinica. Infegrante.
Ora. Ana Maria Madnid Silva. Gastroenterdloga. Integrante.

Srta. Rina Sepllveda Alfaro. Abogado. Integrants.

Dra. Gloria Lopez Stewart. Médico Endocrindloga. Integrants.

Or. Juan Jorge Silva Solis. Médico Cinujano. Integrants.

Dr. Melchor Lemp Miranda. Médico Newrocirujano. Integrante.

Sra. Ginette ZOfiga Mavarrete. Miembro de la 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
Investigadora Principal es la Dra. Patricia Hernandez Rios, de la Facultad de Odontologia 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 la vizta los siguientes documentos:
= Caria de presentacidn de proyecto.
= Caria de compromiso de la investigadora principal.
Carta de compromiso de los co-investigadores.
Curriculum vitae de la investigadora principal.
Formulario de solicitud de evaluacion de proyecto.
Proyecto en extenso,
Documento de Consentimiento Informado Version 2.0, fechado 11 de enero de 2020,
Revocacon del Consenfimiento Informado Versian 1.0, fechado 10 de diciembre de 2020.
Ficha de regisfro dlinico.

El Proyecto v los documentos sefialados en el pérrafo precedente han sido anakizados a la luz de los
postulados de la Declaracion de Helsinkl, de las pautas Eticas Internacionales para la investigacion
Biomédica en Seres humanos CIOME 2002, de las Guias de Buenas practicas Clinicas de ICH y
MWormativa Macional Vigente.
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a) Caracter de la poblacion estudiada
Terapéutica.
b} Utilidad del Proyecto
Adecuada.
¢) Riesgos
Controdados.
d) Beneficios
Agecuados.
2) Confidencialidad del Estudio
La investigadora principal asegura la confidencialidad de todos los datos.

Por lo tanto, el Comité esfima que & Estudio propuesto estuvo bien justificado v gue no significa para los
sujetos involucrados riesgos fisicos, psiquicos o sociales mayores.
El consentimiento informade es adecuado en forma v fondo.

En virtud de las consideraciones anteriores, &l Comité otorga la Aprobacién Etica del estudio
propuesto, en sesidn 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 Cumplimiento de las Buenas Practicas
Clinicas.

Se debe tener presente que se debe realizar:

- Envio para aprobacion o toma de conocimiento de nueva documentacion relacionada al estudio.

- GCambio en los Delegados del Director de la Institucian.

- Mofificacion de reacciones adversas seras o no senias, en gue las serias deben ser noificadas en un
plazode 72 horas habiles de ocumdo el evento.

- Erviar anuaimente avances del Proyecto.

- Solicitud de Extension de plazo de aprobacion.

- Enviar Informe Final del Proyecio.

Los iterns minimos que deben contener los informes semestrales y finales, son los siguientes:
- Cumplmiento de los objetivos.

- Humero de Sujetos enrolados.

= Numero y motive de los sujetos que abandonan o se refiran.

Saluda atentamente a Ud.

— B {30400

Teresa Massardo \Vega
Presidenta del Comité Efico Cientifico
Hospital Clinico de la Universidad de Chile



Anexo 4: Documento de reqistro clinico

FICHA DE REGISTRO CLINICO Proyecto IADR-RDP

“Bocterial tronslocation signatures in perfodontitis: A new paradigm for the relationship between periodontal-gut
microbicte and non-communicable diseases” (Herndndez-Rios P, Hoare A, Herndndez M, Chaparre 8, Sudrez L).

Femenimo O Masculino o

DATOS PERSOMALES

B? Ficha:-
Moanbare: ID muestra suero:
e=mafl:

ID muestra PR:
Fona:
Fecha ingreso: Fecha nacimiznto:
Género: Edad:

Mivel eduscacional:  bdsica incompletn o basica completn o meda complem o superior completa o
ANAMNESIS ¥ EXAMEN FISICO
Fumador {acthml) Mo o Sio Ma cigarrillos:
Consuma alechol Mo o Sio Promedio gre'dia:
Enfermedad sistémica achaal No o Sio Especificar:
Alergins No o Sio Especificar:
Tralamiento médico los Glizmes 3 Mo o Sio Especificar:
meses
Tratmmiento perindontal previo No o Sio Especificar:
Peso (kgh: IMC (kg'm2): PCR-as {mg/ml):
Talla {m)c
EXAMEN CLINIOD INTRAORAL ¥ RADIOGRAFICO
PS pram {mm): {ngnéetico
Perindantitis ] b X
Sanp o MILC prom {mem]: pariedontal:
LPA Mo o Sio Destartraje {fechal:
Canados (N* de dienies):
Ohturades (MN® de dientes):
COPD
Perdidas (N de dientes):
COPD Todal:
MUESTRAS DE PLACA BACTERIANA
Fecha: Diente [ sitia):
Diente [ saia):
Diente | sitia):
Disnie [ sttia);
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Fecha-

v 1.7

1.6

1.5

1.4

13

1.2

1.1

2.1

2.7

23

2.4

L5

1.6

2.7

L 1.7

1.6

1.5

1.4

13

1.2

1.1

2.1

2.7

23

2.4

L5

1.6

2.7

v 4.7

4.6

4.5

4.4

4.3

4.2

3.1

3.2

33

34

35

1.6

37

L 4.7

4.6

4.5

d.d

4.3

4.1

3.1

321

33

34

315

16
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