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RESUMEN

En la actualidad no queda bien esclarecido, si el incremento en el riesgo y severidad de las
enfermedades periodontales en diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), se asocia a los cambios en la
microbiota subgingival. Ambas patologias son determinadas por modificadores genéticos vy
alteraciones microbioldgicas subgingivales derivadas de las caracteristicas metabdlicas. A pesar de
ello, no existe un marcador de susceptibilidad de riesgo genético y microbioldgico bien definido para
DMT2 vy distintas condiciones periodontales. Objetivo: Determinar la asociacidon entre haplotipos
polimérficos, para genes de 12 citocinas moduladoras de la inflamacién, por medio de
genotipificacidn y/o secuenciacidn, en grupos de sujetos no diabéticos y con DMT2, cada grupo con
individuos sanos periodontales (SP) y con periodontitis generalizada (PG) y describir el perfil
microbioldgico subgingival de sujetos con misma condicidn sistémica y periodontal, por medio de
dos técnicas de identificacion molecular. Métodos: 189 sujetos divididos en no diabéticos (no-DMT2
n=118) y con DMT2 (n=71) fueron seleccionados para la evaluacion genética. Muestras de células
epiteliales fueron recolectadas para genotipificacidn y/o secuenciacion para las variaciones: IL1A:c.-
949C>T(rs1800587), IL1B:c.315C>T(rs1143634), IL1B:c.-583T>C(rs16944), ILIRN:c.215-
516(86)[2_6](rs2234663), IL6:c.-237C>G(rs1800795), IL8:c.-352A>T(rs4073), IL10:c.-
627T>G(rs1800872), IL10:c.-854T>C(rs1800871), IL10:c.-1116a>G(rs1800896),
IL12B:c.*159A>C(rs3212227), TNF:c.-488G>A(rs1800629) y LTA:c.-10+90A>G(rs909253). 28
muestras subgingivales fueron recolectadas de los sujetos con genotipificacién y posteriormente
177 sujetos fueron seleccionados por su clasificacion periodontal: SP no-DMT2 n=63, PG no-DMT2
n=62, SP DMT2 n=13, y PG DMT2 n=39, las muestras fueron procesadas para determinar niveles,
cuentas y prevalencia de 40 microorganismos por medio de la técnica de Checkerboard para
hibridaciones DNA-DNA. Adicionalmente 41 muestras subgingivales de 27 sujetos con DMT2 fueron
procesadas por medio de Microarreglos del Microbioma Oral Humano (HOMIM). Se evaluaron,
ademads, parametros de obesidad en el total de la poblacién y niveles de bioquimica sanguinea en
diabéticos. Resultados: 65 de los 75 genotipos individuales y alelos, fueron positivos en la poblacién
de estudio (86.7%). 5 genotipos: (IL1A:c.[-949CC], IL1B:c.[315CC], IL1B:c.[-583TT], IL6:c.[-237GG],
LTA:c.[-10490AG]) y 1 alelo (IL8:c.[-352A]) fueron seleccionados por su asociacion con DMT2. 57
haplotipos polimdrficos fueron generados de las posibles combinaciones de 2 a 6 genotipos
individuales y alelos seleccionados. 5 haplotipos fueron seleccionados como “candidatos” e
incorporados a un modelo aditivo estadistico. Un marcador genético de riesgo para DMT2 fue

identificado, que presentd asociacion significativa con PG. Especies no patogénicas y especies




putativas periodontales, fueron identificadas con mayores cuentas, prevalencia y/o proporcion
(Prop), en los grupos con DMT2 contra los no-DMT2: S. anginosus, S. oralis, V. parvula, C. ochracea,
C. gracilis, S. artemidis (Prop_p<0.001), A. georgiae, S. intermedius, S. mitis, S. sanguinis, S.
constellatus, P. micra, S. noxia (Prop_p<0.01) y P. nigrescens (Prop_p<0.05). 248 especies
bacterianas fueron positivas para la técnica de HOMIM, con frecuencias relativas significativamente
mayores en el grupo de SP DMT2 para: Streptococcus salivarius HOT-755 / Streptococcus vestibularis
HOT-021 / Streptococcus sp. HOT-067_E34 en comparacién con el grupo de PG DMT2 (p<0.05).
Conclusiones: Los sujetos del presente estudio, presentaron un perfil genético polimérfico con altos
indices de riesgo para DMT2, asociado con PG. El perfil microbioldgico subgingival de sujetos con
DMT2, fue significativo para especies no patogénicas y putativas periodontales, mismo que se
encontré en estrecha relacidén con el estado sistémico de los individuos, y no asi con el perfil

genético asociado a DMT2.




ABSTRACT

It remains unclear whether increased risk and severity of periodontal diseases in type-2
diabetes (T2DM) are related to changes in the subgingival microbiota. Both diseases had determined
by genetic and subgingival microbial disturbances due to a metabolic condition. It is well established
that endogenous factors are strongly related. However, genetic and microbial susceptibility-risk
markers have not been defined in T2DM individuals with any periodontal condition. Objective: To
determine the association between polymorphic haplotypes of 12 variations in modulatory
inflammation cytokine genes, by genotypification of non-diabetic and T2DM groups, each group
with periodontal health (PH) and generalized periodontitis (GP) individuals and, to describe the
subgingival microbial profile of subjects with the same periodontal, systemic and metabolic
condition, by two molecular techniques. Obesity had evaluated in all subjects and biochemistry tests
of T2DM individuals. Methods: 189 subjects grouped in non-diabetic (non-T2DM n=118) and with
T2DM (n=71) were selected for the genetic evaluation. Samples of epithelial cells were collected
and genotyped and/or sequencing for the following variations: IL1A:c.-949C>T(rs1800587),
IL1B:c.315C>T(rs1143634), IL1B:c.-583T>C(rs16944), ILIRN:c.215-516(86)[2_6](rs2234663), IL6:c.-
237C>G(rs1800795), IL8:c.-352A>T(rs4073), IL10:c.-627T>G(rs1800872), IL10:c.-
854T>C(rs1800871), IL10:c.-1116a>G(rs1800896), IL12B:c.*159A>C(rs3212227), TNF:c.-
488G>A(rs1800629) and LTA:c.-10+90A>G(rs909253). 28 subgingival plaque samples had collected
of the subjects with genetic evaluation and an additional selection of 177 subjects by their
periodontal classification: PH non-T2DM n=63, PH T2DM n=13, GP non-T2DM n=62 and GP
T2DM n=39, and had processed by Checkerboard DNA-DNA hybridization technique, to determine
the levels, prevalence, and proportion of 40 microbial species. Additionally, 41 subgingival microbial
simples, of 27 T2DM selected individuals, had evaluated by Human Oral Microbe Identification
Microarray, to determine relative frequencies of 379 DNA-Probes. Blood chemistry serum levels and
obesity had evaluated of T2DM individuals. Results: 65 of the 75 individual genotypes and alleles
evaluated were detected in the study population (86.7%). 5 genotypes (IL1A:c.[-949CC],
IL1B:c.[315CC], IL1B:c.[-583TT], IL6:c.[-237GG], LTA:c.[-10+90AG]) and 1 allele (IL8:c.[-352A]) were
selected due to their associations with T2DM. 57 polymorphic-haplotypes made-up combinations
of 2 to 6 of the individual genotypes and alleles selected. 5 haplotypes had selected as “candidates”
and had incorporated into an additive statistical model. A genetic-risk marker for T2DM was
identified, which exhibited a significant association with GP. Non-pathogenic and periodontal

putative species of the subgingival microbiota had identified with higher levels, prevalence or




proportion (Prop) in T2DM than in non-T2DM individuals: S. anginosus, S. oralis, V. parvula, C.
ochracea, C. gracilis, S. artemidis (Prop_p<0.001), A. georgiae, S. intermedius, S. mitis, S. sanguinis,
S. constellatus, P. micra, S. noxia (Prop_p<0.01) and P. nigrescens (Prop_p<0.05). 248 strains were
positive with HOMIM, with significantly higher frequencies in PH T2DM group of Streptococcus
salivarius HOT-755 / Streptococcus vestibularis HOT-021 / Streptococcus sp. HOT-067_E34 in
comparison GP T2DM individuals (p<0.05). Conclusion: T2DM individuals of the present study had
presented a genetic-risk marker that appears to be related to generalized periodontitis. The
particularly subgingival microbial profile of T2DM individuals showed significant association with
non-pathogenic and periodontal putative species, related to the metabolic conditions of individuals

and not directly associated with the genetic profile of T2DM.




INTRODUCCION

La periodontitis y la diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) son consideradas enfermedades
inflamatorias, en dénde el pobre control hiperglucémico, es un factor de riesgo que modifica el
grado en el desarrollo y severidad de la periodontitis (Caton, Armitage et al. 2018, Papapanou, Sanz
et al. 2018). El pobre control metabdlico de un individuo diabético que incluye: hiperglucemia,
dislipidemias y obesidad, contribuyen al aumento en la prevalencia y severidad de la diabetes, y son
causas de mortalidad en nuestro pais y a nivel mundial (IDF 2017, Sanz, Ceriello et al. 2018).
Asimismo, el estilo de vida la inactividad fisica, una dieta alta en grasas, el tabaquismo y consumo
de alcohol, son factores ambientales que contribuyen a prolongar los estados de hiperglucemia (IDF
2017).

Tanto la DMT2 como la periodontitis, son patologias determinadas por modificadores
genéticos. Las variaciones genéticas que pueda presentar un individuo, son consideradas factores
de riesgo enddgeno para el desarrollo de cada patologia, sin embargo, en la actualidad no existe un
marcador de susceptibilidad genética bien definido para DMT2 o periodontitis, debido al gran
numero de genes y variaciones polimadrficas involucrados en su desarrollo (Takashiba and Naruishi
2006, Banerjee and Saxena 2014, Garcia-Chapa, Leal-Ugarte et al. 2017, Merino, Udler et al. 2017).

El incremento en el riesgo y severidad de las enfermedades periodontales en DMT2, se asocia
a los cambios en la microbiota subgingival. A pesar de ello, se desconoce un perfil microbiolégico
particular para DMT2 y un fenotipo inflamatorio particular en distintas condiciones periodontales
(Demmer, Breskin et al. 2017, Sanz, Ceriello et al. 2018). Esa es la razén por la cual es indispensable
el conocimiento de la microbiota subgingival, considerando distintos factores modificadores en
sujetos con DMT2, bajo distintas condiciones periodontales, ademas de conocer los factores de
riesgo enddgeno tanto para diabetes como para periodontitis.

Por lo tanto, el objetivo principal del presente estudio, fue el de determinar la asociacién
entre haplotipos polimérficos, para genes de 12 citocinas moduladoras de la inflamacién, por medio
de genotipificacidn y/o secuenciacion, en grupos de sujetos no diabéticos y con DMT2, cada grupo
con individuos sanos periodontales y con periodontitis generalizada, y describir el perfil
microbioldgico subgingival de sujetos con misma condicion sistémica y periodontal, por medio de

dos técnicas de identificacion molecular.




ANTECEDENTES
Susceptibilidad de las enfermedades periodontales

Existen factores de susceptibilidad y riesgo, que influyen en el desarrollo y severidad de las
enfermedades periodontales. Algunos factores ambientales son modificables como el tabaquismo,
el estrés y la mala higiene. Otros factores enddgenos son no modificables, tales como: virulencia
bacteriana; susceptibilidad del huésped, defectos en leucocitos polimorfonucleares, determinadas
enfermedades sistémicas como diabetes, VIH/SIDA y una gran variedad de factores de
predisposicién genética (Takashiba and Naruishi 2006, Banerjee and Saxena 2014, Deng, Szafranski
et al. 2017, Kinane, Stathopoulou et al. 2017).

La magnitud de los procesos inflamatorios se encuentra mediada por factores genéticos como
son las variaciones polimdrficas. Un individuo que porta una variacidn genética, en comparacion con
otro que no la porta, expuestos al mismo grado de patogenicidad de la placa dentobacterianay a
los mismos factores modificadores de susceptibilidad y riesgo ambientales, desarrollard mayor
severidad en las enfermedades periodontales que si no presentara ninguna predisposicidon
(Kornman and di Giovine 1998, Kornman and Polverini 2014, Kornman 2018).

Las enfermedades periodontales y peri-implantares, se definen actualmente como:
enfermedades inflamatorias crénicas multifactoriales, relacionadas con una placa disbiética (Caton,
Armitage et al. 2018, Papapanou, Sanz et al. 2018), esta a su vez estimula respuestas inmunoldgicas
destructivas, conduciendo a la pérdida de los tejidos de soporte del diente (Irfan, Dawson et al.
2001, Lindhe and Lang 2015). El grado de patogenicidad de la placa disbidtica se ve influenciado
principalmente por la presencia y el aumento en niumero y proporcién de bacterias consideradas
“periodontopatégenas” (Moore and Moore 1994) y la disminucidon de bacterias compatibles con
salud periodontal en un desequilibrio ecolégico (Socransky and Haffajee 2005). El proceso infeccioso
estimula a su vez a células del sistema inmunoldgico innato, principalmente por neutréfilos y
granulocitos (células polimorfonucleares) que promueven un ambiente quimiotdctico y de
presentacidon de antigenos bacterianos por macréfagos y células dendriticas que, a su vez, estimulan
a Linfocitos T para a producir citocinas inflamatorias como Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a),
Interleucina 1 beta (IL-1B), Interleucina 4 (IL-4), Interleucina 10 (IL-10), Interleucina 12 e Interleucina
17 (IL-17) (Kinane, Stathopoulou et al. 2017). Dichas citocinas tienen efecto de reclutamiento y
activacién sobre diversas lineas celulares de: destruccion de hueso como es la maduracién de

osteoclastos celulares y activaciéon de moléculas de destruccién de tejido conectivo y ligamento




periodontal como especies reactivas del oxigeno y metaloproteinasas de matriz extracelular
(Hajishengallis 2014, Lang and Lindhe 2015).

Por lo tanto, el dafio tisular de los tejidos periodontales se le atribuye a la respuesta
inmunolégica del huésped, dénde la susceptibilidad de las enfermedades periodontales depende de
diversos factores: la cronicidad de la enfermedad, la extension y severidad en los cambios de la placa
subgingival (disbiosis de la biopelicula) y la respuesta inmunoldgica del huésped, influenciada por
factores no modificadores como: factores genéticos y factores ambientales como son el

tabaquismo, el estrés y la mala higiene (acumulacidn de placa) (Kinane, Stathopoulou et al. 2017).
Relacion entre diabetes mellitus tipo 2 y Periodontitis

La prevalencia mundial que estimd la Organizacion Mundial de la Salud en el afio 2014 para
Diabetes-Mellitus (DM), en adultos mayores de 18 afios, fue del 9% (WHO 2014). México
particularmente, ha sido reportado el 5° pais a nivel mundial con mas alta prevalencia de DM (12%)
con una media prevalente del 14.4% en hombres y 13.7% en mujeres con Diabetes-Mellitus-Tipo-2
(DMT2), ademas de presentar la prevalencia mas alta a nivel mundial en incremento de obesidad
(indice de Masa corporal, IMC: 230 kg/m2) (Barquera, Campos-Nonato et al. 2013, IDF 2017).

Existe una relacién manifiesta entre infecciones bucales graves como es la periodontitis y
determinadas enfermedades sistémicas como la DMT2, con sus alteraciones metabdlicas como son
la obesidad y las dislipidemias (Ship 1999, Sanz, Ceriello et al. 2018). Diversos autores han
demostrado que la presencia de DMT2 incrementa la prevalencia, incidencia y severidad de la
Periodontitis (Papapanou 1996, Taylor 2001, Mealey and Moritz 2003, Polak and Shapira 2018). La
recurrencia de infecciones en diabetes es ocasionada por una alteracion de la inmunidad celular y
de la funcién fagocitaria, asi como disminucién de la vascularizacién, secundaria a la cronicidad de
la hiperglucemia. Las infecciones cronicas, alteran el estado metabdlico enddcrino del huésped,
dificultando el control de los niveles de glucosa en sangre (Rayfield, Ault et al. 1982).

Las infecciones bacterianas producen a su vez, resistencia insulinica que, al estimular la
secrecion de citocinas como TNF—a e IL -18, disminuyen la accion de la insulina sobre los tejidos
(Ling, Bistrian et al. 1994). Estudios in-vivo, administrando IL-1B en animales de experimentacion,
han mostrado disminucidn de glucosa estimulada en la primer fase de liberacidn de insulina, de los
islotes aislados del pancreas (Wang, Goodman et al. 1989). Sin embargo, otros estudios sugieren
qgue TNF—a es el principal responsable de inducir resistencia tisular frente a la insulina y obesidad

en DMT2, al suprimir la fosforilacion del sustrato 1 del receptor para la insulina IRS-1 (Insulin




receptor sustrate-1) (Kanety, Feinstein et al. 1995), asi como ser un potente inhibidor de la actividad
tirosin cinasa del receptor insulinico (Hotamisligil and Spiegelman 1994). Algunos estudios han
fundamentado también, una estrecha relacidn entre la sobre produccién de citocinas como TNF e
IL-1 con complicaciones cardiovasculares y dislipidemias respectivamente, en sujetos con DMT2
(Oda, Tanaka et al. 2007, Chang, Huang et al. 2009).

El inicio de la DMT2 es precedido por una reaccion inflamatoria subclinica. La hiperglucemia
se considera un estado proinflamatorio, que resulta en el incremento de los niveles de citocinas
circulantes, por lo tanto, la hiperglucemia es causal de la activacién inmunoldgica en DMT2 (Clark
and Lee 1995). La literatura sugiere que el adecuado control de glucosa en sangre reduce
considerablemente el estrés oxidativo, el perfil lipidico, los niveles de citocinas circulantes, y
contribuye a la mejora en el tratamiento periodontal (Polak and Shapira 2018, Sanz, Ceriello et al.
2018). Diversos estudios sustentan que el incremento de citocinas en sujetos con DMT2 y el pobre
control hiperglucémico, contribuyen a la resistencia insulinica y a la severidad de las enfermedades
periodontales dénde, las anormalidades metabdlicas ocasionadas por el exacerbado incremento de
produccién de mediadores de la inflamacién (en tejido gingival) como es: TNF—aq, IL-1B, Interleucina
6 (IL-6) y Receptor activador del factor nuclear kappa B (RANKL), contribuyen a las alteraciones
metabdlicas y severidad de las enfermedades periodontales, atribuido por una parte, a los
productos reactivos de la oxidacion en tejido periodontal y el constante estado inflamatorio que
estimula a las lineas de destruccién de tejidos de soporte del diente (He, Usui et al. 2006, Somm,

Cettour-Rose et al. 2006, Atsumi, Cho et al. 2007, Polak and Shapira 2018).
Variaciones genéticas en mediadores de la inflamacion en DMT2

A pesar de que la resistencia insulinica parece ser la complicacidon central en DMT2, la
explicacion del origen de dicha anormalidad y cémo es que esta lleva a otras complicaciones, auln
no ha sido esclarecida. Se conoce que los niveles de marcadores en la respuesta de fase aguda en
DMT2, como es el caso de proteina C-reactiva, el cortisol, asi como citocinas mediadoras de la
respuesta de células del sistema inmune como: TNF-a e IL-6, se encuentran incrementadas en
sujetos con DMT2 en comparacion con sujetos sin compromiso sistémico (Chang, Huang et al. 2009,
Polak and Shapira 2018). Alrededor de 41 genes con 68 variaciones polimorficas han sido estudiadas
en sujetos con DMT2 y sus complicaciones, de las cuales, a la poblacién mexicana se les ha asociado
alrededor de 20 genes que incluyen: miembro 1 de la subfamilia de transportadores ABCA (ABCA1),

receptor adrenérgico beta 3 (ADRB3), Calpaina 10 (CAPN10), Calcio/Calmodulina-dependiente de
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proteina cinasa ID (CDC123/CAMK1D), inhibidor 2A de quinasa dependiente de ciclina (CDKN2A/2B),
proteina C reactiva (CRP), proteina de envoltura y motilidad celular 1 (ELMO1), proteina de la
obesidad (FTO), gen Homebox (HHEX), Factor de crecimiento insulinico 2 (IGF2BP2), receptor de
Insulina sustrato 1 (IRS1), Juxtaposed with another zinc finger protein 1 (JAZF1), gen del sindrome
de Jervell (KCNQ1), gen LOC387761, gen neurexofirina (NXPH1), sirtuina 1 (SIRT1), gen
transportador de zink (SLC30A8), factor de transcripcién 7 like 2 (TCF7L2), linfotoxina: LTAy TNF-a
(Garcia-Chapa, Leal-Ugarte et al. 2017), de dénde unicamente LTA y TNF-a pertenecen a citocinas
mediadoras de la inflamacidn.

A nivel mundial, las variaciones mds estudiadas sobre genes de citocinas implicadas en
procesos inflamatorios, en DMT2 y sus complicaciones son: Interleucina 1 (IL-1), antagonista del
receptor de IL-1 (IL1RA), IL-4, IL-6, IL-10, Interleucina 18 (IL-18) y TNF-a. Estudios sobre aterogénesis
en sujetos con DMT2 han demostrado una estrecha relacion con variaciones polimdrficas de un solo
nucledtido (SNP’s) en TNF-q, IL-1B y en Factor de crecimiento transformante beta-1 (TGF-f1), sin
embargo, mas estrechamente relacionados con hipertensién y diabetes que con la aterogénesis
propiamente (Oda, Tanaka et al. 2007). Un estudio adicional reporta la estrecha relacidén entre
polimorfismos de IL-10 y la alta susceptibilidad para DMT2, aunque sin relacién alguna con sus
complicaciones (Qi, Rifai et al. 2007). Por otro lado, algunos estudios muestran resultados
contradictorios, ya que reportan en poblaciones con DMT2de Taiwan y Estados Unidos de América,
gue no se presenta relacion con SNP’s de TNF-a e IL-6 respectivamente y el riesgo de padecer
diabetes (Oda, Tanaka et al. 2007, Chang, Huang et al. 2009).

Estudios que reportan la asociacion entre polimorfismos del gen de IL-1a, IL-1B y el ILIRA en
sujetos con DMT2 y Periodontitis generalizada, han mostrado que no existe una asociacion
significativa polimdrfica, entre sujetos con DMT2 y sujetos sin compromiso sistémico, con
periodontitis severa, por lo que, la literatura sugiere la necesidad de evaluar variaciones
polimérficas combinadas de otros genes de susceptibilidad para dicha enfermedad sistémica

(Kornman and di Giovine 1998, Lopez, Valenzuela et al. 2009, Kornman 2018).

Etiologia de las enfermedades periodontales

Las enfermedades periodontales son infecciones endégenas mixtas que estimulan respuestas
inmunolégicas destructivas, causadas por disbiosis de la biopelicula dental, lo cual conduce a la
pérdida de los tejidos de soporte del diente (Lang and Lindhe 2015, Papapanou, Sanz et al. 2018).
La clasificacién mas actual las engloba en enfermedades y condiciones periodontales. Considerando

primeramente el estado de salud periodontal, seguido de enfermedades y condiciones gingivales.




Del estado de salud periodontal, las enfermedades periodontales inician con gingivitis, donde nos
referimos al cuadro patoldgico con caracteristicas clinicas reversibles, resultado de la inflamacién
gingival causada por la acumulacién de microorganismos de placa subgingival, dénde, la respuesta
inflamatoria puede resistir varios afios sin migracién del epitelio de unién ni evidencia de pérdida
Osea (Armitage 2004). Posteriormente se desarrollan distintas formas de periodontitis, donde se
presenta destruccién tisular y pérdida ésea en grados variables, dependiendo del ritmo de
progresion, pérdida de la insercion del epitelio de unién y bolsas periodontales >3 mm y
frecuentemente con presencia de sangrado y/o supuracion (Lang and Lindhe 2015). La clasificacion
mas reciente de periodontitis, ademas, incluye estadios o grados de severidad y complejidad, de
acuerdo con los niveles de insercion y tipo pérdida dsea o dental (Caton, Armitage et al. 2018,
Papapanou, Sanz et al. 2018).

Cabe mencionar que, de acuerdo con la clasificacion de Armitage de 1999 la periodontitis se
subdividia en las formas, crénica y agresiva en sus formas localizada y generalizada. En Ia
clasificacidn actual, se encuentra la forma de periodontitis generalizada si se considera la extension
y distribucién de la enfermedad, con criterios de seleccion similares a los de periodontitis crénica
generalizada de la clasificacion de 1999. Ambas clasificaciones (1999 y 2018) incluyen formas de
periodontitis asociada a manifestaciones y enfermedades sistémicas. La diabetes mellitus, es
considerada una enfermedad sistémica “comun” dentro de la clasificacion del 2018,
adicionalmente, la diabetes es considerada un factor de riesgo que modifica el grado de severidad

de la periodontitis generalizada (1999, Caton, Armitage et al. 2018, Papapanou, Sanz et al. 2018).
Descripcion de la microbiota subgingival

El conjunto de interacciones bacterianas, se da gracias a la formacidon de una biopelicula
adherida a las superficies de la cavidad oral. Una biopelicula, es una formacién de agregados
bacterianos usualmente existentes como comunidades cercanamente asociadas, que se adhieren a
una variedad de superficies naturales o artificiales, en un medio acuoso que contiene una
concentracién suficiente de nutrientes, para sostener las necesidades metabdlicas de la microbiota
(Costerton, Lewandowski et al. 1994). Una de las caracteristicas mas importantes de dichas
estructuras es la coagregacion bacteriana, en la que se unen especies bacterianas que permanecen
organizadas (Foster, Palmer et al. 2003). El que sean altamente organizadas, les permite vivir en una
comunidad, en la cual existen especies que producen factores de crecimiento que requieren otras,

y asi dependen unas de otras para sobrevivir (Socransky, Haffajee et al. 1998, Socransky and
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Haffajee 2005). Las comunidades de la placa dentobacteriana estdn compuestas por numerosos y
variados tipos de bacterias yuxtapuestas en la superficie del diente (Kolenbrander 2000).

Una representacidon que muestra las asociaciones entre especies bacterianas que colonizan la
placa dentobacteriana, es la de los complejos bacterianos de la placa subgingival (figura 1) en
equilibrio ecoldgico (figura 2) descritas a continuacion (Socransky, Haffajee et al. 1998, Socransky
and Haffajee 2005):

Complejo azul: especies de Actinomyces exceptuando Actinomyces odontolyticus.

Complejo amarillo: Streptococcus gordonii, Streptococcus intermedius, Streptococcus mitis,
Streptococcus oralis y Streptococcus sanguinis.

Complejo morado: A. odontolyticus y Veillonella parvula.

Complejo verde: Eikenella corrodens, Capnocytophaga gingivalis, Capnocytophaga ochracea,
Capnocytophaga sputigena, Aggregatibacter actinomycetemcomitans stp. a vy
Campylobacter concisus.

Complejo naranja: Campylobacter gracilis, Campylobacter rectus, Campylobacter showae,
Fusobacterium nucleatum subsp. vincentii, Fusobacterium nucleatum subsp.
polymorphum,  Fusobacterium  nucleatum  subsp. nucleatum, Fusobacterium
periodonticum, Parvimonas micra, Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens,
Streptococcus constellatus y Eubacterium nodatum.

Complejo rojo: Tannerella forsythia, Treponema denticola y Porphyromonas gingivalis.

Especies no-agrupadas: Aggregatibacter actinomycetemcomitans stp. b y Selenomonas noxia.

Los dos primeros complejos agrupan especies que colonizan la placa dentobacteriana en
etapas tempranas después de una limpieza profesional, y en su mayoria, son consideradas como
periodonto “benéficas” o especies compatibles con la salud periodontal (Socransky, Haffajee et al.
1998, Socransky and Haffajee 2005). Algunas, como las especies de los géneros Streptococcus y
Actinomyces, predominan en la superficie dental y la interaccidn entre ellas y su sustrato ayuda a
estabilizar la biopelicula. Dichas especies son consideradas como compatibles con salud periodontal,
debido a que suelen encontrarse en proporciones elevadas en la cavidad bucal en tal estado del
periodonto (Kolenbrander 2000).

La primera etapa en la formacion de la placa dentobacteriana comprende adsorcion de
proteinas salivales, principalmente proteinas acidicas ricas en prolina, a las superficies de
hidroxiapatita. La colonizacidn primaria se da por bacterias facultativas, principalmente Gram

positivas como las de los complejos azul y amarillo, mismas que se adhieren selectivamente a la
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superficie dental a través de un mecanismo de adhesion bioquimico proteina-proteina entre las
fimbrias de las bacterias y las proteinas salivales (Gibbons, Hay et al. 1990). En la segunda etapa de
la formacién de dicha biopelicula, se coagregan y multiplican cocos y bacilos tanto Gram positivos
como Gram negativos (complejos morado y verde). En la tercera etapa, los receptores superficiales
de dichos microorganismos permiten la posterior coagregacion de especies predominantemente
Gram negativas que tienen poca capacidad para adherirse directamente a la superficie dental, como
son Fusobacterium nucleatum, P. intermedia y Corynebacterium matruchotii, conocidos como
colonizadores puente (algunos miembros del complejo naranja). La heterogeneidad de la placa
dentobacteriana aumenta con el tiempo y maduracién de esta. Gracias a ello, un mayor nimero de
bacterias anaerobias estrictas Gram negativas tales como T. forsythia, P. gingivalis y T. denticola
colonizan en estadios tardios del desarrollo de la placa dentobacteriana, contribuyendo a la
patogenicidad de la biopelicula (Lindhe, Karring et al. 1998, Nishihara and Koseki 2004). Los
colonizadores tardios incluyen al complejo rojo, mismo que no presenta interacciones de
coagregacion significativas con los colonizadores tempranos. Las especies del complejo rojo son
periodontopatdgenas reconocidas y se han encontrado en mayor proporcién y nimero en zonas de
infeccion y sangrado como son las bolsas periodontales (Socransky, Haffajee et al. 1998, Socransky
and Haffajee 2005).

Se ha observado que la placa dentobacteriana que se asocia a las enfermedades
periodontales esta caracterizada por un grupo relativamente definido de patdgenos periodontales,
los cuales actian generalmente en combinacién sinérgica. Dentro de dichas especies se incluyen
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, T. forsythia, P. gingivalis, C. rectus, E. nodatum,
Fusobacterium nucleatum, P. micra, P. intermedia, P. nigrescens y T. denticola, entre otras (Haffajee
and Socransky 1994).

Recientemente, con técnicas moleculares de hibridaciones por microarreglos vy
pirosecuencuacion de la fraccién 16S rDNA, se han descrito grupos o “Taxa” de bacterias no
cultivables, estrechamente relacionados con enfermedades periodontales, que incluyen Treponema
sp. HOT 230, TM7 HOT 437 y 349 (Griffen, Beall et al. 2012), TM7 sp. HOT 346 y 349, Desulfobulbus
sp. HOT 041, Treponema sp. HOT 245, 256 y 508, TM7 sp. HOT 356 y 437, Synergistetes sp. HOT 360,
362 y 453, F. nucleatum, Haemophilus sp. HOT 035 y 036, Eubacterium sp. HOT 081, Megaesphera
sp. HOT 123, Acidaminococcaceae sp. HOT 135, 148 y Veillonella sp. HOT 780 (Teles, Teles et al.

2013). Dichas especies no se encuentran agrupadas en ningln complejo bacteriano, sin embargo,

se ha considerado que participan en la progresion de las enfermedades periodontales.




Microbiota subgingival en diabetes mellitus tipo 2

Por mucho tiempo se habia establecido que la composicidn de la microflora periodontal de
sujetos con DMT2 era similar a la encontrada en sujetos con periodontitis sin compromiso sistémico,
esto siempre y cuando el control metabdlico de los sujetos diabéticos se mantuviera adecuado
(Zambon, Reynolds et al. 1988, Novaes Junior, Gonzalez Gutierrez et al. 1997, D'Aiuto, Gkranias et
al. 2018). Desde 1988 se analizaron aislados de placa dentobacteriana subgingival de sujetos con
Periodontitis sin compromiso sistémico y sujetos con DMT2. Ambos grupos mostraron alta
prevalencia y proporcidn de especies como P. gingivalis y P. intermedia (Zambon, Reynolds et al.
1988). Mientras que pasados estudios no encontraron diferencias significativas al comparar
muestras de placa dentobacteriana subgingival de sujetos con DMT2 y un adecuado control
metabdlico en sujetos sin compromiso sistémico (Tervonen and Oliver 1993, Novaes Junior,
Gonzalez Gutierrez et al. 1997, Collin, Uusitupa et al. 1998, Yuan, Chang et al. 2001), estudios mas
recientes continuaron enfatizando la posible participacién de patégenos reconocidos como: P.
gingivalis, T. forsythia, T. denticola y A. actinomycetemcomitans como agentes etioldgicos de la
enfermedad periodontal en sujetos con DMT2 y pobre control metabdlico. A pesar de que son
estudios dénde no se han incluido pacientes sanos periodontales para su descripcion microbiolégica
(Li, Liu et al. 2013, D'Aiuto, Gkranias et al. 2018).

Otros estudios, analizaron la prevalencia de especies periodontopatégenas de placa
dentobacteriana subgingival en sujetos con DMT2 y control metabdlico variable. La prevalencia mas
alta obtenida fue para P. gingivalis (28%) y F. nucleatum (21%). En estos resultados reportaron no
haber encontrado relacidn con el pobre control metabdlico y la prevalencia de alguna especie en
particular (Tervonen, Oliver et al. 1994). Otro estudio, reporté no haber encontrado diferencias en
la deteccidn de P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans y T. forsythia, entre sujetos con DMT2 y
sujetos no diabéticos con periodontitis generalizada (Collin, Uusitupa et al. 1998). En otro estudio
muy similar, se presentd la alta prevalencia de A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis y E.
corrodens en sujetos con DMT2 (Yuan, Chang et al. 2001).

Estudios que comienzan a mostrar las primeras diferencias subgingivales entre sujetos no-
DMT2 y con DMT2, observan a especies de Capnocytophaga tales como: C. ochracea y
Capnocytophaga granulosa, como patdégenos predominantes en la placa dentobacteriana
subgingival de sujetos con DMT2 (Ciantar, Gilthorpe et al. 2005). Sin embargo, P. gingivalis sigue
siendo uno de los patégenos predominantes, en una poblacion de adultos Japoneses con

enfermedad periodontal y DMT2 (Ojima, Takeda et al. 2005). Otro estudio sobre analisis




microbiolégico e inmunoldgicos de enfermedad periodontal en sujetos Hispanoamericanos con
DMT2, reportd que, en general son similares las especies periodontopatdgenas encontradas en los
sitios con periodontitis de sujetos con y sin DMT2, a pesar de que los sitios con periodontitis de
DMT2 resultaron con una alta prevalencia de P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans vy
Campylobacter sp. Lo cual corroboraron con los resultados inmunoldgicos dénde especies de P.
gingivalis y C. rectus se encontraron mads prevalentes en placa dentobacteriana subgingival de
sujetos con DMT2 y periodontitis (Ebersole, Holt et al. 2008).

Estudios mas recientes de secuenciacién por clonacidn y pirosecuenciacion de la fraccién 16S
rDNA, han encontrado frecuencias relativas significativamente mayores en pacientes con DMT2 en
clonas totales de TM7, Aggregatibacter, Neisseria, Gemella, Eikenella, Selenomonas, Actinomyces,
Capnocytophaga, Fusobacterium, Veillonella y Streptococcus vy, bajas frecuencias en los géneros
Porphyromonas, Filifactor, Eubacterium, Synergistetes, Tannerella y Treponema, a diferencia de
individuos no diabéticos (Casarin, Barbagallo et al. 2013), asi como alta prevalencia de especies
como F. nucleatum, V. parvula, E. corrodens, Veillonella dispar (Casarin, Barbagallo et al. 2013) y T.
forsythia, significativamente mayores en sujetos con DMT2 en comparacidon con no-DMT2, sin
embargo, esta ultima sélo en sitios con enfermedad periodontal (Zhou, Rong et al. 2013). Con dichos
resultados, podemos concluir que no hay claridad de un perfil microbioldgico especifico con el cual
se pueda distinguir a individuos con DMT2, independientemente de su condicidn sistémica, e
inclusive, hasta la actualidad no se ha podido comprobar la disbiosis de la microbiota subgingival
relacionada con el pobre control metabdlico en sujetos con DMT2, ni un perfil microbioldgico

especifico para dichos individuos (Polak and Shapira 2018, Sanz, Ceriello et al. 2018).
Microbioma oral humano

Los microorganismos que se encuentran en la cavidad oral humana conforman la microflora
o microbioma oral humano, refiriéndose a una comunidad ecolégica comensal, simbidtica y
microorganismos potencialmente patdgenos que comparten un espacio corporal. Cada sitio en la
cavidad oral humana tiene un perfil microbiano distintivo, que incluye diversos microorganismos,
incluyendo aquellos cultivables y no cultivables (Chen, Yu et al. 2010). La cavidad oral, alberga un
ecosistema compuesto por mdas de 700 especies bacterianas que interactdan entre ellas y con el
hospedero (Paster, Boches et al. 2001, Chen, Yu et al. 2010). Particularmente, de los 771 grupos o
“Taxa” de especies bacterianas identificadas en la base de datos del microbioma oral humano

(HOMD), el 30% de estas especies son no cultivables (Escapa, Chen et al. 2018). Adicionalmente,
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dentro de esta gran diversidad bacteriana, alrededor de 400 especies se han podido detectar en
surco gingival (Chen, Yu et al. 2010). Es probable que el segmento sin cultivar de la microbiota
albergue especies patdgenas, asi como benéficas, sin embargo, cada sitio en la cavidad oral
comprende un perfil microbiano distintivo que se ve modificado en relacién con el equilibrio
ecolégico que se mantiene en un estado de salud, asi como el encontrado en un estado de
enfermedad. Es de destacar, el hecho de que tanto las especies cultivables como no cultivables, se
encuentran implicadas en el equilibrio del estado de salud de un individuo, asi como en diversos
padecimientos e infecciones intraorales tales como gingivitis, periodontitis, infecciones
endoddncicas, caries dental y radicular, halitosis y peri-implantitis. Dichas patologias se encuentran
estrechamente relacionadas con la descripcion de la placa dentobacteriana subgingival, gracias a la
formacidn de la biopelicula dental (Paster, Olsen et al. 2006, Chen, Yu et al. 2010). Tanto en gingivitis
como en periodontitis, la etiologia principal es el desequilibrio de la microbiota subgingival
(Socransky and Haffajee 2005, Teles, Teles et al. 2013); en caries, la biopelicula de la placa dental es
la responsable del ambiente acidogénico y del desequilibrio ecoldgico, favorables para la
desmineralizacion del diente (Struzycka 2014); y en infecciones endoddncicas, las biopeliculas
formadas desde el conducto pulpar necrético, hasta el peridpice, son las responsables del fracaso
de tratamientos y recurrencia de infecciones (Jhajharia, Parolia et al. 2015); la relevancia de estudiar
perfiles microbioldgicos de biopeliculas dentales tanto para condiciones de salud como de distintas
patologias, buscan la descripcién de la microbiota, para que en un futuro, se puedan proporcionar
tratamientos mas adecuados para dichas infecciones, y no sélo de un pequefio grupo de especies
relacionadas con la patologia, sino del mayor nimero de especies posibles identificar dentro de cada

técnica de identificacion molecular (Marsh 2006, Duran-Pinedo, Chen et al. 2014).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA'Y ]USTIFICACI()N

La calidad de los procesos inflamatorios se encuentra mediada por factores genéticos, lo cual
resulta con diferencias en la predisposicidon y susceptibilidad a enfermedades, tales como Ia
periodontitis y la DMT2 de manera individual. Las variaciones genéticas como son las polimdrficas
para determinadas citocinas mediadoras de la inflamacién, han sido ampliamente estudiadas para
diferentes poblaciones con periodontitis a nivel mundial (Chen, Zhang et al. 2016, Kornman 2018).
Asimismo, se han estudiado variaciones polimédrficas de diversos genes de citocinas para
poblaciones de sujetos mexicanos mestizos e indigenas (Caffesse, De LaRosa et al. 2002, Pérez-Soria,
Garcia-Lee et al. 2008), e inclusive con un posible marcador genético para periodontitis agresiva
(Garcia-Lee 2009), no asi, para poblaciones con DMT2 y periodontitis, donde, es poca la informacion
sobre la asociacién entre variaciones polimdrficas de genes de citocinas mediadoras de la
inflamacidn. Estudios sobre variaciones polimérficas de citocinas en DMT2, han determinado que
dichas variaciones pueden ser una herramienta que determinen factores de alto riesgo para
procesos inflamatorios como es en la DMT2, esto siempre y cuando, sean evaluados de manera
conjunta en forma de haplotipos (Takashiba and Naruishi 2006, Banerjee and Saxena 2014). A pesar
de ello, no hay estudios de sujetos con DMT2 y periodontitis que corroboren una relacién evidente
en la poblaciéon mexicana.

Por otro lado, la severidad de las enfermedades periodontales, a pesar de tener factores de
susceptibilidad enddgena y ambiental, va a tener caracteristicas particulares reflejadas en la
microbiota subgingival de cada individuo, referente a su etiologia. Particularmente la diabetes
mellitus, es reconocida una enfermedad sistémica comun y por lo tanto, un factor de riesgo para el
desarrollo de su severidad. Es de suma importancia describir el perfil microbiolégico subgingival que
caracterice a sujetos con DMT2 vy distintas condiciones periodontales y sistémicas, ya que, en la
mayoria de la literatura, la microbiota relacionada con diabetes, se ha estudiado en condiciones de
periodontitis y en muy pocos estudios en salud periodontal, considerando factores metabdlicos que
alteren la microbiota como son el pobre control metabdlico, dislipidemias, obesidad vy

predisposicién genética.
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OBJETIVOS

General

Determinar la asociacién entre haplotipos polimdrficos para genes de 12 citocinas
moduladoras de la inflamacién, por medio de genotipificacion y/o secuenciacidn, en grupos de
sujetos no diabéticos y con diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), cada grupo con individuos sanos
periodontales (SP) y con periodontitis generalizada (PG), y describir el perfil microbioldgico
subgingival de sujetos con misma condicion sistémica y periodontal, por medio de dos técnicas de

identificacion molecular.

Particulares

e Describir las caracteristicas clinicas generales y periodontales del total de los sujetos de
estudio (N=189), por medio de clinicos calibrados para estudios de investigacion
periodontal, con la finalidad de agruparlos en sujetos no diabéticos (no-DMT2 n=118) y
con diabetes mellitus tipo 2 (DMT2 n=71), para posteriormente realizar la seleccién de
sujetos con salud periodontal y con periodontitis generalizada: SP no-DMT2 n=63, PG no-
DMT2 n=62, SP DMT2 n=13, y PG DMT2 n=39, y describir las caracteristicas clinicas,
periodontales y tipos de obesidad, ademds en sujetos con DMT2, hemoglobina glucosilada
(HGA1c), perfil lipidico y variables propias de diabetes y su correlacién con las
caracteristicas clinicas periodontales.

e Describir las frecuencias alélicas y genotipicas de 12 variaciones polimérficas de citocinas
mediadoras de la inflamacidon: [L1A:c.-949C<T, IL1B:c.315C>T, [L1B:c.-583T>C,
ILIRN:c.215-516(2_6), IL6:c.-237C>G, IL8:c.-352A>T, IL10:c.-627T>G, IL-10:c.-854T<C,
IL10:c.-1116a>G, IL2B:c.*159A>C, TNF:c.-488G>A, LTA:c.-10+90A>G, de la poblacion total
de estudio (N=189), en grupos de sujetos sistémicamente sanos: no-DMT2 n=118, y con
DMT2 n=71, por medio de técnica de genotipificacidn y/o secuenciacion.

e Determinar las asociaciones entre haplotipos polimérficos de las 12 variaciones
polimérficas de citocinas mediadoras de la inflamacién, en grupos de sujetos
sistémicamente sanos: no-DMT2 n=118, y con DMT2 n=71, por medio de un modelo
aditivo de agrupacién, para variaciones genéticas y andlisis de correlacién multiple y
posteriormente, determinar la asociacion de los sujetos con condicién de salud

periodontal y periodontitis generalizada positivos para el marcador de riesgo de DMT2.




Describir los perfiles microbioldgicos subgingivales de los grupos de estudio: no diabéticos
(n=118) y diabéticos (n=71) y posterior a su seleccién, de sujetos con salud periodontal y
con periodontitis generalizada: SP no-DMT2 n=63, PG no-DMT2 n=62, SP DMT2 n=13,y PG
DMT2 n=39, por medio de la técnica de Checkerboard para hibridaciones DNA-DNA, vy
presentar analisis de correlacién multiple para grupos de sujetos con misma condicién
sistémica (no-DMT2 vs. DMT2, SP y PG) y con misma condicidn periodontal (SP vs. PG, no-
DMT2 y DMT2).

De los sujetos con diabetes mellitus tipo 2, con condiciones de salud periodontal y
periodontitis generalizada (SP DMT2 n=13 y PG DMT2 n=39) separarlos en grupos de
sujetos con distintos niveles de hemoglobina glucosilada en: HGAlc <8% y >8% y analizar
la correlacién de los distintos pardmetros de bioquimica sanguinea con las caracteristicas
clinicas periodontales y el perfil microbiolégico.

Realizar anadlisis de comparacion entre las variables de los grupos de diabetes con
condiciones de salud periodontal y periodontitis generalizada (SP DMT2 n=13 y PG DMT2
n=39) y el perfil microbiolégico por técnica de Checkerboard por medio de pruebas de
coeficiente correlacion.

Describir la microbiota de placa dentobacteriana subgingival de 41 sitios mesio-
vestibulares o disto-vestibulares, sanos periodontales (NI>2mm): n=25 y con Periodontitis
(NI<5mm): n=16, de 27 sujetos con diabetes mellitus tipo 2, con condiciones de salud
periodontal y periodontitis generalizada (SP DMT2 n=13 y PG DMT2 n=14), por medio de
la técnica de Identificacion por Microarreglos del Microbioma Oral Humano (HOMIM), y
determinar niveles promedio (de las frecuencias relativas 1-5) de sefales positivas en
HOMIM, ademas de la correlacién de la frecuencia relativa de cada especie, con los
parametros clinicos periodontales evaluados: niveles de insercion, profundidad de bolsa,

sangrado al sondeo y supuracion.

HIPOTESIS

Se podra determinar la asociacion entre haplotipos polimérficos, para genes de 12 citocinas

moduladoras de la inflamacidn, mediante un modelo aditivo de agrupacidn, para variaciones

genéticas que indique el indice de riesgo para DMT2 y periodontitis generalizada en los sujetos de

estudio y se describira el perfil microbiolégico subgingival de sujetos con misma condicidn sistémica

y periodontal, por medio de dos técnicas de identificacion molecular.




MATERIALES Y METODOS

DISENO EXPERIMENTAL

Se realizd un estudio de tipo transversal y de casos y controles, en un total de 189 sujetos de
estudio que fueron evaluados por medio de una historia clinica con fines de investigacion (anexo 1),
ddnde se registraron los datos clinicos generales y se recolectaron datos clinicos periodontales, para
poder realizar una posterior clasificacién de sujetos sanos periodontales y con periodontitis
generalizada. Se recolectéd de cada sujeto de estudio muestras de: células epiteliales para la
evaluacion genética, muestras de placa dentobacteriana subgingival para el analisis microbiolégico
y muestras de sangre periférica para andlisis de bioquimica sanguinea.

El propdsito y naturaleza del estudio, incluyendo el tipo y procedimientos especificos para el
registro de mediciones clinicas y recoleccién de muestras, fueron explicados a cada sujeto potencial
de estudio. Los sujetos recibieron copia de la forma de consentimiento informado en la que se
delined explicitamente el protocolo del estudio anexo 1. Se pidié a los sujetos que firmaran dicha
forma, con lo cual establecieron su entendimiento sobre el estudio y el deseo voluntario de
participar.

Estudio aprobado por el comité de Etica de la Divisién de Estudios de Posgrado (DEPel) de la
Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM), de dénde
provinieron los sujetos no diabéticos, de individuos que se reciben por primera vez para su atencion
dental. Los sujetos con DMT2, provinieron de la Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo, de la
Clinica de promocidn para la prevencion, deteccién y atencidn integral al paciente diabético,

municipio Santiago de Anaya Hidalgo, México.

POBLACION DE ESTUDIO

En el diagrama de la figura 3 se describe el disefio y la agrupacidn de la poblacién de estudio.
La poblacion consistié en un total de 189 sujetos agrupados en: no diabéticos (no-DMT2 n=118) y
con diabetes mellitus tipo 2 (DMT2 n=71) (criterios de seleccidn especificados en la tabla 1), de
quienes se evaluaron genes de 12 citocinas moduladoras de la inflamacion, por medio de
genotipificacidn y/o secuenciacidn y de quienes se realizé un andlisis microbioldgico exploratorio
por medio de la técnica de Checkerboard para hibridaciones DNA-DNA (figura 3).

Posteriormente se seleccionaron sujetos de estudio de acuerdo con la clasificacidon de salud
periodontal y periodontitis generalizada (considerando la extensidn y distribucién) (Caton, Armitage

et al. 2018), restando un total de 177 sujetos ordenados en 4 grupos: SP no-DMT2 n=63, PG no-
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DMT2 n=62, SP DMT2 n=13, y PG DMT2 n=39. Los sujetos que no clasificaron (NC n=12) para ninguna
de las anteriores clasificaciones, y los sujetos fumadores se descartaron para el posterior andlisis
microbioldgico. Los 4 grupos de estudio fueron analizados microbiolégicamente por medio de Ila
técnica de Checkerboard para hibridaciones DNA-DNA y se presentd andlisis de comparaciones
multiples para grupos de sujetos con misma condicidn sistémica (no-DMT2 vs. DMT2, SP y PG) y con
misma condicién periodontal (SP vs. PG, no-DMT2 y DMT2) (figura 3).

Se seleccionaron adicionalmente 27 sujetos de estudio con DMT2 (SP n=13 y PG n=14), para
describir la microbiota de placa dentobacteriana subgingival de 41 sitios mesio-vestibulares o disto-
vestibulares, sanos periodontales (NI>2mm): n=25 y con Periodontitis (NI<5mm): n=16, por medio
de la técnica de ldentificacion por Microarreglos del Microbioma Oral Humano (HOMIM), y
determinar niveles promedio (de las frecuencias relativas 1-5) de sefiales positivas en HOMIM. Asi
mismo, a los sujetos con DMT2 se les evaluaron muestras de bioquimica sanguinea para determinar
los niveles séricos de glucosa en sangre (para su inclusidén), hemoglobina glicosilada (HGA1c) v el
perfil lipidico de: lipidos totales (LT), triglicéridos totales (TT) colesterol totales (CT), lipidos de baja
y alta densidad (LDL y HDL) (figura 3).

Los sujetos fueron evaluados por clinicos calibrados en cursos con alcance de las Normas
I1SO:9001:2008 y 2015 en el Laboratorio certificado de Genética Molecular, de la DEPel, UNAM, para
la toma de muestras y recoleccién de datos clinicos microbiolégicos y periodontales, con valores
aceptables dentro de los siguientes criterios: medidas con variabilidad baja (89.9-71%), variabilidad
alta (11.0-29.9%), variabilidad promedio (0.11-0.29%) y reproducibilidad promedio (89.9-71.0%) en
sondaje periodontal de profundidad de bolsa y niveles de insercion promediando doble sondaje

periodontal del mismo examinador en un mismo paciente (ver anexo 2).
Criterios de seleccion

Los criterios de seleccidn de los sujetos de estudio se describen en la tabla 1. Todos los sujetos
incluidos en el estudio fueron mexicanos por nacimiento con ascendencia de padres y por lo menos
dos abuelos mexicanos. Ademads, todos los sujetos fueron individuos mayores de 25 afios, en buen
estado de salud general y presentaron por lo menos 20 dientes naturales en boca. Los criterios de
seleccidn para los sujetos sanos periodontales es que contaran con <4 sitios con niveles de insercion
+ 3-4 mm y ningun sitio con niveles de insercion 25 mm. Para los sujetos clasificados con
periodontitis generalizada, es que contaran con 28 sitios con niveles de insercién 25 mm y >30% de

sitios con niveles de insercién =5 mm. Para la clasificacion no se considerd estadios o grados de




complejidad y severidad, Unicamente extension y distribucidn de la clasificacion mas actual (Caton,
Armitage et al. 2018).

Los criterios de exclusién comprendieron a todas aquellas mujeres que presentaran embarazo
o lactancia, aquellos posibles participantes que hubieran tomado cualquier clase de antimicrobiano
sistémico en los tres meses previos a su evaluacion para el estudio, y que presentaran condiciones
sistémicas, que pudieran influir sobre el curso o severidad de la enfermedad periodontal tales como,
VIH/SIDA, hemofilia, enfermedades intestinales y enfermedades autoinmunes. Para los sujetos no
diabéticos con glucosa en ayuno minimo de 10H <100mg/dl. Los sujetos con DMT2 fueron
diagnosticados con por lo menos un afio previo a la inclusién del estudio, mediante glucosa en ayuno
minimo de 10H <126mg/dl y mediante niveles de Hemoglobina glucosilada (HGA1c) >6.5%. Ningun
sujeto con DMT2 era insulino-dependiente o lo fue alguna vez. Ningln sujeto con concentraciones
de glucosa superiores a 200mg/dl al momento de la evaluacion clinica fue considerado para el

estudio, ver tabla 1.

EVALUACION CLINICA

De cada sujeto se llend una historia clinica médica que incluyé: edad, género, estatura, peso,
presidn sanguinea y su estado de fumador. Los sujetos fueron clasificados por su indice de Masa
Corporal (kg-peso/m2_estatura) en: sobrepeso (IMC: 25.0-29.9%); obesidad | (IMC: 30.0-34.9%);
obesidad Il (IMC: 35.0-39.9%) y obesidad Ill (IMC: > 40.0%). Se preguntd antibioticoterapia reciente
y especificamente para los sujetos con DMT2: tiempo desde su diagndstico y reciente tratamiento
bajo hipoglucemiantes.

Todas las mediciones clinicas fueron tomadas de acuerdo con procedimientos previamente
descritos en la literatura (Haffajee, Socransky et al. 1983), en una sola visita y registradas de 6 sitios
por diente (mesiobucal, bucal, distobucal, distolingual, lingual y mesiolingual) de todos los dientes
en la boca de cada sujeto de estudio excluyendo los terceros molares (maximo 168 sitios por sujeto
dependiendo del nimero de dientes faltantes) Los parametros clinicos fueron recopilados por sitio
y en el siguiente orden:

1. Acumulacién de placa (AP: ausencia 0/ presencia 1)

2. Enrojecimiento gingival (EG: ausencia 0/ presencia 1)

3. Profundidad de bolsa (PB: mm)

4. Nivel de insercién (NI: mm)

5. Sangrado al sondeo (SS: ausencia 0/ presencia 1)

6. Supuracién al sondeo (SUP: ausencia 0/ presencia 1)




La profundidad de bolsa y el nivel de insercion se registraron al mm mas cercano utilizando
una sonda periodontal “Carolina del Norte” (UNC) de 15mm de longitud con marcas en intervalos
de 1Imm y marcas distintivas en los intervalos de 5mm (Hu-Friedy, Chicago, IL). Estas medidas fueron
registradas dos veces por el mismo clinico y el promedio de las dos mediciones se utilizd para el
analisis de datos de acuerdo con la literatura (Haffajee, Socransky et al. 1983). Los parametros
clinicos de acumulacién de placa, enrojecimiento gingival, sangrado al sondeo y supuracién se
evaluaron en una sola ocasidon con mediciones dicotdmicas de presencia (1) o ausencia (0) (tablas 2
y 3). La acumulaciéon de placa se evalud sin revelador, con la punta de la sonda, calificando
Unicamente la placa supragingival presente por sitio. El enrojecimiento gingival se considerd del
margen gingival considerando si el area interproximal se encontraba inflamada, la valoracidn
positiva de presencia la calificé el clinico evaluador con la comparacién de los sitios sanos y no
inflamados para su comparacion. El sangrado al sondeo y la supuracidn se evaluaron al tiempo del
sondeo, considerando presencia positiva por cuadrante (Haffajee, Socransky et al. 1983, Armitage

2004).
Recoleccion de muestras

Para el andlisis genético se obtuvieron las muestras de DNA de dos fuentes: la primera fue a
partir de un banco de sujetos de estudio a los cuales se recolectaron 3 mL de sangre periférica total
en un tubo vacutainer de 6 mL que contenia 0.4 mL de solucidon de citrato acido de dextrosa (ACD);
y la segunda fue a partir de muestras epiteliales de mucosa bucal, obtenidas de pacientes de recién
ingreso al estudio por medio de tarjetas MiniCard FTA®.

Para el andlisis microbioldgico por Checkerboard, se aisld y secé con rollos de algoddn el area
oral de muestreo. Se retiré la placa supragingival con cureta Gracey (Hu-Friedy) para la toma de las
muestras de placa subgingival, por medio de curetas Gracey estériles, de sitios mesio-vestibulares
de un maximo de 28 dientes por individuo y colocadas en tubos para microcentrifugacion de 1.5mL
con 100ul de amortiguador TE pH 7.6 (10mM_Tris-HCI, 1mM_EDTA, pH 7.6), dispersadas y
mezcladas con 100ul de 0.5M_NaOH. Ademas, se recolectaron muestras de sitios mesio/disto-
vestibulares con la misma metodologia para el analisis microbiolégico por Microarreglos del
Microbioma Oral Humano.

Se recolectaron 5mL de sangre periférica sélo de los sujetos con DMT2 con ayuno minimo de
10h. La sangre fue recolectada en tubos Vacutainer con heparina sddica (Becton, Dickinson y Co.,

Franklin Lakes, NJ, USA). Los tubos fueron manipulados por inversién y procesados para determinar
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la bioquimica sanguinea que incluyd niveles en suero de HGAlc y perfil lipidico completo con:
niveles de lipidos totales (LT), triglicéridos séricos totales (TT), colesterol sérico total (CT), lipidos de
baja densidad (LDL: Low density lipids), lipidos de alta densidad (HDL: High density lipids) e indice

aterogénico periférico (LDL/HDL).

EVALUACION GENETICA

Se evaluaron las frecuencias alélicas y genotipicas de 12 variaciones polimérficas de citocinas
mediadoras de la inflamacién: IL1A:c.-949C<T, I[L1B:c.315C>T, IL1B:c.-583T>C, IL1RN:c.215-
516(2_6), IL6:c.-237C>G, IL8:c.-352A>T, IL10:c.-627T>G, IL-10:c.-854T<C, 1L10:c.-1116a>G,
IL2B:c.*159A>C, TNF:c.-488G>A, LTA:c.-10+90A>G. En las tablas 2a y 2b se describen a detalle las
variaciones, se sefiala la nomenclatura actual con sus especificaciones respectivas en la base del
National Center for Biotechnology Information, NCBI por sus siglas en inglés. Cada una de las
variaciones tienen un cdédigo de identificacién (ID) para poder rastrearlas en el NCBI, un simbolo
para localizarlas, un nombre oficial y universal, la posicién cromosdémica correspondiente y datos de
posicién de inicio, de fin y del coddén de inicio, que son de utilizad para identificarlas por medios
moleculares. Dichas variaciones pueden encontrarse con distintos sindnimos en la literatura,
ademas de la clase de variacion polimorfica (de tipo SNP o VNTR) en la que se clasifica cada unay si
son consideradas de tipo codificante o no-codificante en el genoma. Datos importantes que deben
considerarse de dichas variaciones son: el alelo que presenta, es decir el nucleétido “raro” o
cambiante, y por lo tanto el alelo que es considerado ancestral. Este Ultimo dato es relevante ya que
dependiendo de la poblacidn en la que se localiza cada una de las frecuencias alélicas, relacionadas
con patologias en particular, es posible que las abundancias favorezcan al alelo ancestral y no al
alelo cambiante. Las técnicas que se utilizaron para poder realizar la genotipificacién y/o

secuenciacion se describen en la anexo 3.

Purificacion de muestras de DNA de sangre para la evaluaciéon genética

Una alicuota de 200 ul fue procesada inmediatamente para la extraccién y purificacién de
DNA gendmico, el resto de la sangre fue almacenada en crioviales a -80°C. La extraccién y
purificacion de DNA se realizé utilizando el kit QlAamp™ DNA Blood Mini (Quiagen Inc., Valencia,
CA, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. La cantidad y calidad del DNA obtenido se midid
a partir de 2 pl de cada muestra utilizando un espectofotémetro NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher

Scientific Inc., Wilmington, DE, USA). El resto de la muestra de DNA fue almacenado a -20°C hasta

su procesamiento para la identificacidn de las variaciones genéticas.




Purificacion de DNA de células epiteliales para la evaluacion genética

Las muestras de células epiteliales fueron tomadas con un hisopo aplicador estéril
(WHATMAN®) y transferidas a una tarjeta MiniCard FTA® (Purification reagent WHATMAN®)
siguiendo las instrucciones del fabricante. La muestra se dejé secar durante al menos una hora. Se
obtuvieron discos de 2mm de didmetro utilizando un Uni-Core punch estéril (WHATMAN®). Cada
disco fue colocado individualmente en un tubo para PCR de 0.2 mL. Se agregé 200 pl de reactivo de
purificacién FTA® (WHATMAN ®) a cada tubo para el procesado, la extraccion y purificaciéon de DNA

gendmico siguiendo las instrucciones del fabricante.

Deteccion de variaciones genéticas

Los alelos y genotipos de cada variacidn se determinaron mediante reacciones individuales
de PCR (Polymerase Chain Reaction) utilizando los métodos que se describen en el anexo 3. Las
reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 50 pl utilizando ~150 ng de DNA gendmico
purificado, 2.5 unidades de Tag DNA polimerasa (Biogénica, México, D.F.), 0.2 mM de mezcla de
dNTPs (Biogénica), 1 x Tag DNA polimerasa buffer (10 mM Tris-HCI (pH 9.0 a 25°C,), 50 mM KCl
(Biogénica), 1.5 mM MgCl, (Biogénica), 0.01% gelatina y 1 uM de cada uno de los primers
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Las reacciones consistieron en una desnaturalizacidn inicial a 94°C
durante 4min, seguida por 35 ciclos de desnaturalizacién a 94°C durante 1 min, alineamiento de
primers durante 1 min a las temperaturas que se indican en el anexo 3, y extension a 72°C durante
1 min, después de lo cual se realizdé una extensidn final a 72°C durante 10 min. Todos los primers
fueron disefiados con base a las secuencias de referencia de cada gen depositadas en las bases de
datos del NCBI (National Center for Biotechnology Information). Asi mismo, cada primer fue
alineado in silico para comprobar su especificidad, localizacion y el tamafio del fragmento
resultante. Para cada corrida de PCR, se incluyeron controles positivos utilizando DNA de sujetos
previamente caracterizados mediante secuenciacion como portadores de cada uno de los posibles
genotipos de cada variacidn, y un control negativo sin templete de DNA.

El analisis de los fragmentos se llevé a cabo con 10 pl de los productos de PCR o digestion,
dependiendo del caso. Se utilizaron geles de TBE en gradiente del 4 al 20% (Invitrogen), corridos a
200V (10V por cm entre electrodos) como indica el fabricante, en cdmaras de electroforesis XCell
SureLock™ (NOVEX, Invitrogen). Los geles se tifieron durante 40 min con SYBR Green | (Molecular
Probes, Invitrogen, Eugene, Oregon, USA) para visualizar las bandas bajo luz ultravioleta (UV
Transilluminator 2000, BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA). Se obtuvieron imagenes digitales

de todos los geles utilizando el sistema de documentacién DigiDoc (BioRad). El andlisis del peso




molecular de cada banda se realiz6 mediante la comparacion con estandares de pesos moleculares
conocidos (Invitrogen) utilizando el programa Quantity One (BioRad).

La secuenciacion de los fragmentos fue realizada en los laboratorios de QIAGEN Genomic
Services (Sequencing services, QIAGEN Str. 1, Hilden, Alemania) y los electroferogramas fueron

analizados utilizando el programa Chromas 2.33 (Technelysium Pty Ltd., Tewantin, Australia).
EVALUACION MICROBIOLOGICA
Recoleccion y procesamiento de muestras para checkerboard

Las evaluaciones microbioldgicas mediante la técnica de “checkerboard” para hibridaciones
DNA-DNA (Socransky, Smith et al. 1994) se realizaron con la recoleccién de 28 muestras de placa
dentobacteriana subgingival de los sitios mesiobucales de todos los dientes excluyendo los terceros
molares, de todos los sujetos de estudio (ver figura 3).

Después de secar y aislar el drea de muestreo con rollos de algoddn, la placa supragingival fue
eliminada con una cureta Gracey (Hu-Friedy). Las muestras de placa subgingival se tomaron
utilizando curetas Gracey estériles y colocadas en tubos para microcentrifugacién de 1.5 mL que
contenian 100pl de buffer TE pH 7.6 (10mM Tris-HCI, 1mM EDTA). Se agregaron 100ul de NaOH (0.5
M, Sigma) a cada tubo y las muestras fueron dispersadas. Los tubos fueron hervidos durante 10min.
y el pH neutralizado con 800ul de acetato de amonio (5M, Sigma). El DNA de cada muestra fue
colocado en uno de los canales abierto de un Minislot-30, concentrado en una membrana de nylon
de carga positiva de 15 x 15 cm y fijado a la membrana mediante entrecruzamiento con luz
ultravioleta seguido por incubacién a 120°C durante 20min. Dos canales de estandares
microbioldgicos fueron colocados en cada membrana. Dichos estdndares consistieron en mezclas
ajustadas a 10° y 10° células de cultivos puros de todas las cepas bacterianas que fueron analizadas.

El empleo de la técnica de “checkerboard” permitié la identificacion de 40 especies
bacterianas (tabla 3) en cada una de las muestras de placa dentobacteriana de cada sujeto de
estudio en un mismo experimento. Asimismo, fue posible cuantificar de los niveles (cuentas
bacterianas x 10°), proporcion (porcentaje del total de las cuentas de las sondas DNA) y prevalencia
(porcentaje de sitios colonizados), de cada una de las 40 cepas de referencia empeladas para la
elaboracion de sondas de DNA (tabla 3).

Los datos microbioldgicos obtenidos de cada sujeto de estudio incluyeron 3 matrices de datos

(niveles, prevalencia y proporcion), cada una con un total de 1,120 posibles puntos de informacién

(40 sondas de DNA x 28 muestras) (figura 4).




Especies bacterianas y condiciones de cultivo

La lista de las 40 cepas bacterianas de referencia que fueron utilizadas en el presente estudio
para la preparacién de sondas de DNA comprende especies bacterianas representativas de cada
complejo bacteriano (Socransky and Haffajee 2005) se encuentra en la tabla 3. Todas las cepas
fueron adquiridas como cultivos liofilizados del ATCC (American Type Culture Collection). Las cepas
fueron rehidratadas en caldo para Mycoplasma y cultivadas en agar enriquecido (17g - Mycoplasma
agar base, 5 mL - solucidn stock de Hemina, 500 mL - agua destilada UV/UF, 5 mL - vitamina K, 25
mL - sangre de carnero desfibrinada) a 35°C de 3 a 7 dias dentro de una cdmara de anaerobiosis con
ambiente de 80% N, 10% CO? y 10% H? (exceptuando Neisseria mucosa, cultivada aerébicamente
en agar base sin enriquecimiento). Las cepas que se mencionan a continuacion fueron sembradas
en medios suplementados: Campylobacter sp.: agar enriquecido suplementado en la superficie con
0.5 mL de formato (60 mg/ mL) - fumarato (60 mg/ mL); T. denticola: caldo para Mycoplasma
suplementado con glucosa (1 mg/ mL), niacinamida (400ug/ mL), tetrahidrocloruro de esparmina
(150ug/ mL), isobutirato de sodio (20ug/ mL), L-cisteina (1 mg/ mL), pirofosfato de tiamina (5ug/

mL) y suero bovino (0.5%).
Purificacion de DNA y preparacion de sondas

El crecimiento después de 3 a 7 dias de cultivo fue recolectado y colocado en tubos para
microcentrifugacién de 1.5 mL que contenian 1 mL de buffer TE pH 7.6. Las células fueron lavadas
dos veces mediante centrifugacién a 3,500 rpm en buffer TE durante 10min. Posteriormente, fueron
resuspendidas mediante sonicacidon durante 15 seg. y lisadas a 37°C durante 1 hora ya sea con 10%
SDS y proteinasa K (20 mg/ mL, Sigma) para las especies Gram negativas, o con una mezcla
enzimatica que contenia 15 mg/ mL de lisozima (Sigma) y 5 mg/ mL de Achromopeptidasa (Sigma)
en buffer TE (pH 8.0) para las especies Gram positivas. EI DNA fue aislado y purificado utilizando una
técnica estandar previamente descrita (Smith, Socransky et al. 1989).

La concentracién de DNA fue determinada mediante mediciones espectrofotométricas de la
absorbancia a 260nm. La pureza de las preparaciones fue valorada mediante el calculo de la relacién
entre las mediciones de las absorbancias a 260nm y 280nm. Las sondas de DNA gendmicas fueron
preparadas para las 40 especies bacterianas (tabla 3) mediante el marcaje con digoxigenina (Roche)
de 1 pyg de DNA purificado utilizando la técnica de primers aleatorios (random primer technique)

previamente descrita (Feinberg and Vogelstein 1983).




Hibridaciones DNA-DNA

Las membranas fueron prehibridizadas a 42°C durante 1 hora en solucién de prehibridacidn
gue contenia 50% de formamida, 5x citrato salino estandar (SSC) (1x SSC = 150 mM NacCl, 15 mM
citrato de sodio, pH 7.0), 1% caseina, 5x solucidon Denhardt, 25 mM fosfato de sodio (pH 6.5) y 0.5
mg/ mL de RNA de levadura (Roche). La membrana con DNA fijado de las cepas aisladas fue colocada
en un Miniblotter-45 (Immunetics) con los canales de las muestras rotados 90° en relacién con los
canales de hibridacién. Esto produjo un patrén de tablero de ajedrez (checkerboard) de 30 x 45
(figura 4). Las sondas de DNA fueron diluidas a una concentracién de aproximadamente 20 ng/ mL
en solucién de hibridacion (45% formamida, 5x SSC, 1x solucion Denhardt, 20mM fosfato de sodio
(pH 6.5), 0.2 mg/ mL de RNA de levadura, 10% sulfato de dextrano y 1% caseina), colocadas en
canales de hibridacion individuales del Miniblotter-45 e hibridizadas una noche a 42°C con el
aparato sellado dentro de una bolsa de pldstico para evitar evaporacion de las sondas de DNA. La
concentracién de cada sonda fue ajustada mediante pruebas preliminares de ensayo y error para
que todas las sondas detectaran un rango de células entre 10* y 10’. Las membranas fueron lavadas
dos veces a alta astringencia durante 20min, cada vez a 68°C en buffer de fosfato (0.1x SSCy 0.1%

SDS) utilizando un bafio con circulacion.
Deteccion y cuantificacion de microorganismos

Las membranas fueron bloqueadas mediante su incubacidon durante 1 hora en buffer
blogueador que contiene 1% de caseina en buffer de maleato (100mM &cido maleico, 150mM NaCl,
pH 7.5). Los hibridos fueron detectados incubando las membranas en una dilucién de 1:50,000 de
anticuerpo contra digoxigenina conjugado a fosfatasa alcalina (Merck-Roche) utilizando la
modificacién previamente descrita (Engler-Blum, Meier et al. 1993).

Después de ser lavadas, las membranas fueron incubadas en un agente quimioluminiscente
de deteccién (CDP-Star®) a 37°C durante 1 hora y las sefales fueron detectadas mediante la
exposicién de las membranas a peliculas autoradiograficas dentro de cassettes a temperatura
ambiente durante 35min. Las peliculas fueron reveladas siguiendo el procedimiento estandar y
posteriormente fueron fotografiadas con cdmara Digital (Kodak Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA.). Con ayuda de un sistema digital de fotodocumentacién (DigiDoc. BioRad (CE)) se enviaron a un
programa (Quantity One. BioRad (CE)), en el cual se detectaron y analizaron las sefiales obtenidas

en los checkerboards (figura 4).




Recoleccion y procesamiento de muestras para HOMIM

Las muestras de placa dentobacteriana subgingival para el analisis microbioldgico por medio
de la técnica de Identificacidon por Microarreglos del Microbioma Oral Humano, provinieron sitios
mesio-vestibulares o disto-vestibulares, sanos periodontales (NI>2mm): n=25 y con Periodontitis
(NI<5mm): n=16, de sujetos con diabetes mellitus tipo 2, con condiciones de salud periodontal y
periodontitis generalizada (SP DMT2 n=13 y PG DMT2 n=14) (ver figura 3).

Se evaluaron 41 muestras de placa subgingival de 27 sujetos seleccionados para determinar
frecuencias relativas de hasta 379 sondas impresas en microarreglos a base de oligonucleétidos de
la fraccidn 16S rDNA, disefiados con la extension de la técnica de Checkerboard para hibridaciones
DNA-DNA. para distintos “Taxa” de especies bacterianas cultivables y no cultivables de la cavidad

oral, por medio de la técnica de Identificacién por Microarreglos del Microbioma Oral Humano.
Purificacion de DNA y procesamiento de muestras para HOMIM

Las muestras fueron recolectadas en 150ul de buffer TE (Epicentre®) y congeladas a -20°C
hasta su purificacién por medio de la metodologia extraccion de DNA modificada (Instituto Forsyth
Cambridge, MA), con el kit MasterPure™ (Epicentre®). Las muestras fueron desecadas y enviadas al
Instituto Forsyth para su posterior procesamiento.

La técnica de HOMIM consistié en la “captura-inversa” de sondas de oligonucleétidos de
rDNA (entre 18-20pb) sintetizadas en la Universidad del Estado de Michigan con el equipo
GeneMachinesOmniGrid Arrayer, elaboradas con la adicién de un amino terminal en (C6) 5’ del
oligonucledtido y cinco Timidinas espaciadoras, lo cual le permitié hibridizar un oligonucleétido
tefiido con gran afinidad. Las sondas fueron impresas en las laminillas de cristal recubiertas con
aldehido (Schott-Nexterion Slides AL).

Los genes correspondientes a la fraccion 16S rDNA fueron amplificados del DNA purificado de
las muestras microbioldgicas a evaluar, con PCR multiplex utilizando un primer de inicio y dos de fin
“universales” para la fraccion 16SRNA. Se requirio de 2l de DNA gendmico, previamente purificado
de la muestra original MasterPure™ (Epicentre®), para posteriormente realizar dos rondas de
amplificacion. El primer PCR se realizé con el fin de asegurarse que se tenian las amplificaciones
deseadas, se corrid un gel de agarosa al 1%. El producto final del PCR#1 fue sometido a una primera
purificacién con QlAquik PCR Purification Kit.

Las muestras fueron tefiidas en un segundo PCR con Cy3-dCTP (Cyanine-dye labeled

nucleotide triphosphates). Los productos tefidos se purifican utilizando QIAGEN Supplementary




Protocol para fragmentos previamente teiiidos. Los amplicones fueron hibridizados con las sondas

impresas en laminillas de cristal (Paster and Dewhirst 2009).

ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS

PARAMETROS CLINICOS Y PERIODONTALES

Del total de los sujetos de estudio (N=189), agrupados en sujetos no diabéticos (no-DMT2
n=118) y con diabetes mellitus tipo 2 (DMT2 n=71), se realizd un analisis estadistico descriptivo de
los parametros generales: edad, género, estatura, peso, porcentaje de grasa corporal y fumadores
actuales, asi como de los parametros clinicos periodontales tales como: nimero de dientes
faltantes, profundidad de bolsa promedio (mm), niveles de insercion promedio (mm), nimero de
dientes con niveles de insercién con >5mm, porcentajes de sitios con acumulacién de placa,
enrojecimiento gingival, sangrado al sondeo y supuracidn, los cuales se expresaron como media *
error estandar de la media (EEM) y rango. Los datos clinicos fueron comparados entre grupos de
no-DMT2 y DMT?2 utilizando la prueba no-paramétrica U de Mann-Whitney (tabla 4).

Posteriormente se seleccionaron sujetos de estudio de acuerdo con la clasificacidn de salud
periodontal y periodontitis generalizada (considerando extensién y distribucién) (Caton, Armitage
et al. 2018), restando un total de 177 sujetos, mismos que fueron ordenados en 4 grupos: SP no-
DMT2 n=63, PG no-DMT2 n=62, SP DMT2 n=13, y PG DMT2 n=39. Se realizé un analisis estadistico
descriptivo de los parametros generales: edad, género, indice de Masa Corporal, porcentaje de peso
IMC:25.0-29.9% y porcentaje de Obesidad (IMC: 230). Para los dos grupos con DMT2 se describio,
ademas, el tiempo desde su diagnodstico, reciente tratamiento farmacolégico para DMT2
(hipoglucemiantes), los niveles en suero de HGA1c y perfil lipidico completo con: niveles de lipidos
totales, triglicéridos séricos totales, colesterol sérico total, lipidos de baja densidad, lipidos de alta
densidad e indice aterogénico periférico. Se realizé andlisis de Kruskal Wallis para la comparacién
entre grupos de no diabetes y DMT2 y entre grupos de salud periodontal y periodontitis
generalizada. Para las comparaciones de las variables de los grupos de diabetes (SP DMT2 y PG
DMT2), contra las variables clinicas y periodontales y microbioldgicas, se utilizd la prueba no-
paramétrica U de Mann-Whitney, prueba de coeficiente correlacién (CC) y Rho de Spearman (tabla
5).

Los sujetos que no clasificaron por no entrar en ninguno de los criterios para SP o PG (tabla

1), ademas de los sujetos fumadores, fueron descartados para la descripcion clinica presentada en

la tabla 5.




ANALISIS GENETICOS
Distribucioén de frecuencias alélicas y genotipicas

La distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas de las 12 variaciones genéticas
evaluadas, fueron calculadas para la poblacién total de estudio (N=189) dividida por grupos de
sujetos no diabéticos (no-DMT2 n=118) y con diabetes mellitus tipo 2 (DMT2 n=71). Mediante
conteos directos se determinaron las frecuencias de las variaciones de genotipos y alelos
individuales. La proporcién (%) de portadores para cada alelo y genotipo en cada grupo de estudio,
fue calculada dividiendo la frecuencia (i=) entre el nimero de sujetos (n=) incluidos en cada grupo
(i=/n=). Todas las variaciones genéticas positivas para la poblacion fueron de tipo Single Nucleotide
Polimorfism (SNP), por lo que los sujetos tuvieron la posibilidades de presentar Unicamente dos
alelos (ejemplo: Ay T); de ahi que, la posibilidad de genotipos en todos los casos fue de 3 para cada

IM

variacion (A/A: homocigoto para el alelo A “ancestral”; A/T: heterocigoto; y T/T: homocigoto para
el alelo T “cambiante”.

Se calcularon las diferencias en % de portadores de cada alelo y genotipo individual entre el
grupo experimental (DMT2) y el grupo control (no-DMT2), lo cual llamamos la diferencia maxima.
Asi mismo, se evalud la habilidad de cada alelo y genotipo individual para marcar los grupos
experimentales en las comparaciones de los dos grupos de estudio, mediante el cdlculo de la
sensibilidad, especificidad, exactitud, indice de falsos positivos, indice de falsos negativos, valor
predictivo positivo y valor predictivo negativo. La sensibilidad se consideré como proporcion de
portadores del alelo o genotipo en cuestién al grupo experimental (% de verdaderos positivos, (i=1
exp)) y fue calculada como: (i=1 exp) / n=exp. La especificidad representd la proporcién de no-
portadores en el grupo control (% de verdaderos negativos). La exactitud fue calculada como: (i=
exp) + (/=0 con) / n=exp + n=con. Los indices de falsos positivos y negativos se definieron como la
proporcién de no-portadores del alelo o genotipo en cuestion en el grupo experimental (% de falsos
positivos, (i=0 exp) y proporcion de portadores en el grupo control (falsos negativos, (i= con)). Los
valor predictivo positivo y valor predictivo negativo fueron calculados como: (i=1 exp)/(n=1 exp +
i=1 con) y (i=0 exp)/(n=0 exp + i=1 con) respectivamente (Garcia-Lee 2009).

La significancia de las diferencias en la frecuencia de portadores de cada alelo individual y
genotipo entre grupos de no-DMT2 y DMT2, se realizaron mediante la prueba U de Mann-Whitney
(figuras 5a y 5b) y se buscaron asociaciones de alelos y genotipos individuales con cada grupo,

utilizando prueba exacta de Fisher. Se estimé el indice del riesgo relativo mediante la prueba




Mantel-Haenszel y las probabilidades de riesgo por Razén de Momios del % de portadores de las
variaciones, utilizando intervalos de confianza al 95% (tablas 6a y 6b).

De los resultados obtenidos, se realizd la seleccion de aquellos genotipos y/o alelos
individuales que presentaran significancia con la prueba U de Mann-Whitney p<0.05, Razén de
Momios >1.5, exactitud >0.5, e indice de falsos negativos <0.5. La seleccion de los genotipos y alelos
individuales se realizd con el objetivo de descartar aquellos que no mostraran relevancia como
marcadores de grupos de estudio especificos, ni en cuanto a su papel en la susceptibilidad o riesgo
a las enfermedades periodontales estudiadas. Esto con la finalidad de elevar la eficiencia de los
analisis que se llevaron a cabo en las siguientes fases de seleccién. De la seleccidn de los alelos y
genotipos individuales, se generaron variables que identificaran a los portadores de las
combinaciones de 2, 3, 4, 5 y 6 genotipos y/o alelos individuales, de quienes se presentd la
frecuencia, la proporcidn de los portadores, la diferencia maxima entre grupos, asi como la exactitud

e indice de falsos negativos (tabla 7).
Generaciones de haplotipos

Las variables generadas fueron de tres tipos, alélicas: combinaciones que incluyeron en su
composicion Unicamente a los alelos seleccionados, genotipicas: combinaciones que incluyeron en
su composicion Unicamente a los genotipos seleccionados vy, alélicas/genotipicas: combinaciones
gue incluyeron en su composicidn tanto a los alelos como a los genotipos seleccionados.

Para las 57 combinaciones de 2, 3, 4, 5 y 6 de genotipos y/o alelos individuales, surgieron
generaciones de haplotipos de las cuales se determiné las frecuencias de portadores. Se calculd
tanto la frecuencia como la proporcion de portadores de haplotipos y la diferencia maxima entre
los grupos de estudio de no diabetes (no-DMT2 n=118) y diabetes mellitus tipo 2 (DMT2 n=71). Se
evalué la habilidad de cada haplotipo para marcar al grupo experimental (DMT2) con la diferencia
maxima entre grupos, sensibilidad, exactitud e indice de falsos negativos. La significancia de las
diferencias en la frecuencia de portadores de cada generacién de haplotipos, entre grupos de no-
DMT2 y DMT?2, se realizaron mediante la prueba U de Mann-Whitney y se buscaron asociaciones de
las posibles combinaciones con cada grupo, utilizando prueba exacta de Fisher. Se estimé el indice
del riesgo relativo mediante la prueba Mantel-Haenszel y las probabilidades de riesgo por Razén de

Momios del % de portadores de las variaciones, utilizando intervalos de confianza al 95% (figura 5).

33




Basados en los analisis estadisticos anteriores, se realizé una seleccidon de haplotipos en 2
fases. En la primera fase de seleccion, se consideraron combinaciones que cumplieran con cada uno
de los siguientes criterios: porcentaje de portadores <25%, diferencia maxima >30, prueba U de
Mann-Whitney p<0.05, Razén de Momios >4, exactitud >0.65 e indice de falsos negativos <0.5. En
la segunda fase de seleccidn, se llevd a cabo una discriminacién de combinaciones basados en las
redundancias de alelos y genotipos individuales dentro de los haplotipos. Se consideraron
Unicamente 5 combinaciones no redundantes conformadas por el mayor nimero de alelos y

genotipos individuales (figura 6).
Modelo aditivo

Los 5 haplotipos seleccionados fueron tomados como una plantilla de opciones (perfil
genético) que fueron consideradas dentro de un modelo aditivo, mediante un modelo aplicado con
anterioridad (Garcia-Lee 2009), para analizar la informacion genética, que permitié identificar las
combinaciones de (haplotipos) de alelos y genotipos individuales de diferentes variaciones que
pudiera asociarse y separar a los grupos de estudio. Dicho modelo fue aplicado a la poblacion total
(N=189), separados en grupos de no diabetes (no-DMT2 n=118) y diabetes mellitus tipo 2 (DMT2
n=71), encontrandose las frecuencias relativas acumuladas. Se establecié un punto de corte en el
nivel donde se logrd la méxima separacion entre grupos. Este modelo aditivo fue aplicado a todos
los posibles perfiles genéticos utilizando las combinaciones seleccionadas. Cada perfil fue evaluado
para determinar las frecuencias de portadores en el nivel de exigencia (punto de corte). El
estadistico de Kolmogorov-Smirnov (Dxs) se utilizé como punto de corte para medir la separacion
entre las probabilidad acumulada o en su defecto entre las frecuencias relativas acumuladas,
establecido, mediante conteos directos y se calculd tanto la proporcidn de portadores en cada grupo
de estudio, como la diferencia maxima, de acuerdo con las descripciones anteriores (figura 6).

Las frecuencias de portadores de cada perfil fueron evaluadas y comparadas
estadisticamente. La significancia de las diferencias en la frecuencia de portadores de cada perfil
entre los grupos de estudio fue calculada utilizando la prueba U de Mann-Whitney. Asi mismo, se
evalud la habilidad de cada perfil para marcar al grupo DMT2, mediante el cdlculo de sensibilidad,
exactitud, indices de falsos positivos e indice de falsos negativos. Adicionalmente, se buscé
asociaciones de cada perfil genético con los grupos de estudio utilizando la prueba Fisher. Se estimé
el indice del riesgo relativo mediante la prueba Mantel-Haenszel y las probabilidades de riesgo por

Razén de Momios del % de portadores de las variaciones, utilizando intervalos de confianza al 95%
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tomando en consideracién al conjunto de andlisis estadisticos anteriores, se identificé el perfil
genético con el mayor poder, menor error y mas elevada capacidad para separar y marcar

especificamente al grupo DMT?2 (figura 6).
Asociaciones del marcador aditivo con periodontitis generalizada

Tomando en consideracion al conjunto de analisis estadisticos anteriores, se identificd el
perfil genético con el mayor poder, menor error y mas elevada capacidad para separar y marcar a
los sujetos con DMTT2. Aplicando las frecuencias de portadores del modelo aditivo, este fue
evaluado y comparado estadisticamente para los sujetos de estudio con periodontitis generalizada
y con salud periodontal (tabla 8). Se buscaron asociaciones del marcador con los grupos de estudio
y se estimé el indice del riesgo relativo mediante la prueba Mantel-Haenszel y las probabilidades de
riesgo por Razédn de Momios del % de portadores del marcador. Se evalué la habilidad del modelo
para marcar los grupos experimentales de salud periodontal y periodontitis generalizada, en las
comparaciones de los dos grupos de sujetos de estudio, mediante el calculo de la sensibilidad,
especificidad, exactitud, indice de falsos positivos, indice de falsos negativos, valor predictivo

positivo y valor predictivo negativo.

ANALISIS MICROBIOLOGICOS PARA CHECKERBOARD

La composicidon de la placa dentobacteriana subgingival en cada sujeto de estudio fue
determinada calculando las cuentas absolutas de cada una de las 40 especies bacterianas evaluadas
en cada muestra de manera individual.

Los analisis exploratorios microbiolégicos, compararon la composicion microbiolégica del
total de la poblacidon N=189, entre sujetos de cada grupo de estudio no-DMT2 n=118, y con DMT2
n=71. Los datos microbioldgicos fueron expresados como la media * error estdndar de la media
(EEM) de la proporcidn (porcentaje del total de las cuentas de las sondas DNA) calculada para cada
especie bacteriana en cada muestra, promediado para cada sujeto de estudio y después
promediado entre los sujetos de cada grupo. Las diferencias entre grupos fueron determinadas
utilizando las pruebas no-paramétricas U de Mann-Whitney, ajustando las significancias para
comparaciones multiples como se ha descrito con anterioridad (Socransky and Haffajee 1991).

Los andlisis microbioldgicos evaluaron la composicién microbiolégica de los 177 sujetos de
estudio con clasificacion periodontal. Con comparaciones entre grupos de estudio con salud
periodontal (no diabéticos y diabéticos) SP no-DMT2 n=63, SP DMT2 n=13 y con periodontitis
generalizada (no diabéticos y diabéticos) PG no-DMT2 n=62 y PG DMT2 n=39. Los datos




microbioldgicos fueron expresados como la media + error estandar de la media (EEM) de los niveles
(cuentas bacterianas x 10°), proporcidn (porcentaje del total de las cuentas de las sondas DNA) y
prevalencia (porcentaje de sitios colonizados), cada uno calculado para cada especie bacteriana en
cada muestra, promediado para cada sujeto de estudio y después promediado entre los sujetos de
cada grupo. Las diferencias entre grupos fueron determinadas utilizando las pruebas no-
paramétricas U de Mann-Whitney y Kruskal-Wallis, segun el caso, ajustando las significancias para
comparaciones multiples como se ha descrito con anterioridad (Socransky and Haffajee 1991).

Se realizaron andlisis de correlacién por medio de Rho de Spearman, para obtener valores de
correlacién y valores de Rho, de los 177 sujetos de estudio con clasificacion periodontal de los cuatro
grupos de estudio: SP no-DMT2 n=63, SP DMT2 n=13, PG no-DMT2 n=62 y PG DMT2 n=39
comparados con todos los pardmetros clinicos generales, clinicos periodontales y propios de
diabetes los grupos de estudio, para analizar la correlacidén con los datos microbioldgicos analizados

por grupos de estudio.

ANALISIS MICROBIOLOGICOS PARA HOMIM

Los microarreglos se analizaron por medio del escaner Axon 4000B y analizaron con
GenePix4000 Pro-Software. Las laminillas fueron colocadas en el escaner, protegidas de la luz y
escaneadas a una longitud de onda de 532 nm, para visualizar Cy3-dCTP. La potencia del PMT (Photo
Multiplet Tube) del escdner fue ajustada al 100%, con una intensidad media de escaneo
inicialmente, para visualizar cada microarreglo y posteriormente cada uno analizado
particularmente, calculando la intensidad donde se obtuvieron mejores lecturas del software, asi el
ruido de fondo se redujo con la lectura de cada sefial. Las imagenes fueron importadas al software
George Chen para los futuros analisis.

Los resultados que se obtuvieron de los andlisis fueron la presencia o ausencia de
microorganismos particulares, y una semi-cuantificacion de estos, provenientes de la intensidad y
el tamafiio de las sefiales. Los resultados fueron calculados para cada especie bacteriana en cada
muestra y promediados por grupos de estudio (SP y PG) para analizar coeficientes de correlacidn y
posteriormente con las variables clinicas periodontales por medio de MEV 4 (Multiple Array Viewer)
Software. Las comparaciones entre grupos de se realizaron con la prueba estadistica de Wilcoxon y
posteriormente con ajuste de comparaciones multiples FDR-Benjamini-Hochberg y para las

asociaciones entre sitios SP y con PG con PGA (Principal Component PGA).




RESULTADOS
EVALUACION CLiNICA

Caracteristicas de la poblacion de estudio

Se realizé un estudio de tipo transversal y de casos y controles en un total de 189 sujetos de
estudio agrupados en: no diabéticos (no-DMT2 n=118) y con diabetes mellitus tipo 2 (DMT2 n=71).
Las caracteristicas generales y periodontales de la poblacidén se expresan como valores de media,
mas menos el error estandar de la media (EEM) y rangos minimos y maximos de las medias. Las
diferencias significativas encontradas para cada uno de los pardmetros fueron utilizando las pruebas
de Kruskal Wallis y prueba U de Mann-Whitney ajustada para comparaciones multiples, con
intervalos de confianza al 95% (IC95%). Las comparaciones entre grupos no-DMT2 y DMT?2,
mostraron diferencias significativas en los pardmetros generales como: edad, género, estaturay %
de fumadores actuales (p<0.001). Y para las comparaciones en los pardmetros periodontales en
niveles de insercién promedio (mm), % de sitios con acumulacién de placa, enrojecimiento gingival,
sangrado al sondeo y supuracién (p<0.001). Todas significativamente mayores en sujetos con DMT2
(tabla 4).

Estos sujetos a su vez fueron clasificados en salud periodontal y periodontitis generalizada
(considerando la extensidn y distribucién) (Caton, Armitage et al. 2018). Los sujetos que no
clasificaron en ninguna de las anteriores clasificaciones fueron descartados para el posterior analisis
microbioldgico, restando un total de 177 sujetos de estudio (SP no-DMT2 n=63, SP DMT2 n=13, PG
no-DMT2 n=62 y PG DMT2 n=39). Se muestran las caracteristicas clinicas generales, periodontales
de los sujetos de estudio y las propias de la poblaciéon de sujetos con DMT2 en la tabla 5. Las
diferencias significativas para las comparaciones entre no-DMT2 vs. DMT2 y SP vs. PG fueron en el
parametro de edad (p<0.001). Y para las comparaciones entre no-DMT2 vs. DMT2 para nimero de
dientes faltantes (p<0.01), enrojecimiento gingival, sangrado al sondeo y supuracién (p<0.001), con
medias mayores para los grupos de sujetos con DMT2. Para las comparaciones entre SP y PG tanto
en grupos de no-DMT2 y DMT2, las medias fueron mayores para sujetos con PG en comparacion
con los SP, con diferencias significativas en todos los parametros clinicos periodontales (p<0.001)
con excepcion de enrojecimiento gingival (No significativa: NS) No se encontraron diferencias
significativas en las comparaciones de parametros propios de los sujetos diabéticos, en ninguna de
las comparaciones con la prueba U de Mann Whitney, Unicamente con los resultados prueba de

coeficiente correlacién (CC) y Rho de Spearman, para las comparaciones entre grupos SP y con PG




DMT2, el tratamiento farmacoldgico para diabetes (%) presenté diferencias significativas con mayor

correlacién para periodontitis generalizada (CC:0.216 y Rho: 0.007) (tabla 5).
EVALUACION GENETICA

Distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas

La distribucién de las frecuencias alélicas y genotipicas de las 12 variaciones genéticas
evaluadas: IL1A:c.-949C<T, IL1B:c.315C>T, IL1B:c.-583T>C, IL1RN:c.215-516(2_6), IL6:c.-237C>G,
IL8:c.-352A>T, 1L10:c.-627T>G, IL-10:c.-854T<C, IL10:c.-1116a>G, IL2B:c.*159A>C, TNF:c.-488G>A,
LTA:c.-10+90A>G, fueron calculadas para la poblacién total de estudio (N=189) dividida por grupos
de sujetos no diabéticos (no-DMT2 n=118) y con diabetes mellitus tipo 2 (DMT2 n=71).

La proporcion (%) de portadores para cada alelo y genotipo en cada grupo de estudio se
presenta en las tablas 6a y 6b. Se representa la frecuencia (i) y porcentaje de portadores positivos
%(i), la diferencia maxima en % de portadores entre grupos (D max), exactitud (EXC), indices de falsos
negativos (IFN), significancia de las diferencias entre grupos realizada para la prueba estadistica U
de Mann Whitney, la significancia de la asociacién con la prueba exacta de Fisher, la probabilidad
del riesgo relativo mediante la prueba Mantel-Haenszel y las probabilidades de riesgo por Razén de
Momios del % de portadores de las variaciones, utilizando intervalos de confianza al 95%.

De las doce variaciones evaluadas, once fueron polimorfismos de tipo SNP, por lo tanto,
presentaron tres genotipos y 2 alelos individuales para cada una, lo que resulté en un total de 55
variaciones individuales. Unicamente la variacién para el gen de IL1RN, por ser polimorfismos en el
numero de repeticién en tandem (VNTR), presentd 5 alelos y 15 genotipos individuales; sumandolas
con las anteriores, se obtuvo total de 75 variaciones individuales (tablas 6a y 6b).

De dichas variaciones, ocho genotipos: IL1RN:c.215-516(86)[3]+[4], IL1RN:c.215-
516(86)[6]+([4], ILIRN:c.215-516(86)[2]+[6], IL1RN:c.215-516(86)[5]+[5], ILIRN:c.215-
516(86)[5]+[3], ILIRN:c.215-516(86)[5]+[6], IL1RN:c.215-516(86)[3]+([3], ILIRN:c.215-
516(86)[3]+[6] y ILLRN:c.215-516(86)[6]+[6], asi como un alelo: IL1RN:c.215-516(86)[6], no fueron
detectados en la poblacidon de estudio; con lo cual sumé un total de 65 genotipos y alelos
individuales positivos para la poblacion de estudio; de los cuales 17 mostraron significancia al
realizar las comparaciones entre grupos no-DMT2 y DMT2 con la prueba estadistica U de Mann
Whitney (figuras 5 ay 5b y tablas 6ay 6b).

La distribucién con diferencias significativas en el % de portadores para cada genotipo y/o

alelo, que se destacaron por ser mayores en sujetos con DMT2 fueron: genotipos homocigotos para




el alelo ancestral: IL1A:c.[-949CC] (p<0.001), IL1B:c.[315CC] (p<0.001), IL1B:c.[-583TT] (p<0.001);
para el alelo variante: IL6:c.[-237GG] (p<0.01) e IL8:c.[-352TT] (p<0.05) y heterocigoto: LTA:c.[-
10+90AG] (p<0.01). Estas variaciones presentaron diferencia maxima >10, indice de falsos negativos
<0.5 y Razén de Momios >1. Otra variacién que mostrd alta proporcién de portadores en DMT2
aunque sin significancia entre grupos no-DMT2 y DMT2, fue: TNF:c.[-488GG] (94.4%) (Figura 5b) con

indice de falsos negativos <0.06 y Razéon de Momios >1 (tabla 6b).
Generaciones de haplotipos

De los genotipos y alelos individuales de los portadores positivos con diferencias significativas
para las comparaciones entre sujetos no-DMT2 y con DMT2 (U de Mann Whitney) se seleccionaron
6 que contaran ademads con las siguientes caracteristicas: significancia en al menos 4 de los 5
criterios evaluados en las pruebas estadisticas, considerando los siguientes puntos de corte: U de
Mann Whitney <0.05, diferencia mdxima >10, exactitud >0.5, indice de falsos negativos <0.5 y Razdn
de Momios >1.5. Los 6 genotipos y alelos individuales seleccionados tuvieron porcentaje de
frecuencias positivas mayores para los sujetos con DMT2 al compararlos con las frecuencias de los
sujetos no-DMT?2 (tabla 7).

Resultaron 57 posibles combinaciones de 2, 3, 4, 5 y 6 de genotipos y/o alelos individuales,
qgue surgieron de las generaciones de haplotipos, de las cuales se determind las frecuencias de
portadores. Se seleccionaron a su vez 5, basados en la seleccion de 2 fases. En la primera fase de
seleccidn, se consideraron combinaciones que cumplieran con cada uno de los siguientes criterios:
porcentaje de portadores <25%, diferencia maxima >30, prueba U de Mann-Whitney p<0.05, Razén
de Momios >4, exactitud >0.65 e indice de falsos negativos <0.5. En la segunda fase de seleccion, se
llevd a cabo una discriminacion de combinaciones basados en las redundancias de alelos y genotipos
individuales dentro de los haplotipos. Las 5 combinaciones fueron no redundantes conformadas por
el mayor nimero de alelos y genotipos individuales: 1. IL1A:c.[-949CC] + IL1B:c.[315CC] + IL1B:c.[-
583TT] + IL6:c.[-237GG]; 2. IL1A:c.[-949CC] + IL1B:c.[315CC] + IL6:c.[-237GG] + IL8:c.[-352A]; 3.
IL1A:c.[-949CC] + IL1B:c.[315CC] + IL6:c.[-237GG] + LTA:c.[-10+90AG]: 4. IL1B:c.[315CC] + IL1B:c.[-
583TT] + IL6:c.[-237GG] + I1L8:c.[-352A] y; 5. IL1B:c.[315CC] + IL6:c.[-237GG] + IL8:c.[-352A] + LTA:c.[-
10+90AG] (figura 6).

Modelo aditivo

Los 5 haplotipos seleccionados fueron tomados como una plantilla de opciones como un perfil

genético, que fueron considerados dentro de un modelo aditivo. Se establecié un punto de corte




considerada la diferencia maxima en el nivel donde se logré la maxima separacidn entre grupos de
no diabetes (no-DMT2 n=118) y diabetes mellitus tipo 2 (DMT2 n=71). Este modelo aditivo fue
aplicado a todos los posibles perfiles genéticos utilizando las combinaciones seleccionadas. La
diferencia mdxima (Dks) entre los grupos de estudio por sus frecuencias relativas acumuladas se
observan en la figura 6. El grupo de sujetos con DMT2 resulté con mayor numero de frecuencias
relativas acumuladas para una o mas de las combinaciones de los 5 haplotipos. Las caracteristicas
estadisticas que se observaron para dicho modelo, se encuentran descritas en la figura 6: con
frecuencia de portadores (i) >58 para el grupo con DMT2, diferencia maxima de 46.1, especificidad
de 87, sensibilidad de 82, exactitud de 0.82, indice de falsos negativos de 0.18, indice de falsos
positivos de <0.13, U de Mann Whitney <0.001, prueba exacta de Fisher <0.001, Razédn de Momios
de 8.7 y prueba Mantel-Haenszel <0.001. En la grafica de la figura 6, se puede observar el % de la
proporcién de frecuencias relativas acumuladas para cada grupo (no-DMT2 y DMT2), asi como la
diferencia mdéxima que existe entre grupos al presentar uno o mas de las combinaciones de
haplotipos. El cuadro que se presenta en el extremo inferior derecho de la misma figura presenta
las frecuencias relativas acumuladas (FRA) que se observan al aplicar el modelo aditivo. El punto de
corte fue establecido en donde se produjo la maxima separacién, con 1 o mas haplotipos con FRA
de 0.356 % para sujetos no-DMT2 y 0.817 para los sujetos con DMT2 y Dks de 0.461, entre grupos
de no-DMT2 y DMT2, queriendo decir que los sujetos portadores del modelo aditivo (con 1 o mas
combinaciones de haplotipos) presenta 8.07 veces mas el riesgo (Razon de momios) de presentar

DMT2.
Asociaciones del marcador aditivo con Periodontitis generalizada

A los sujetos de estudio seleccionados de acuerdo con la clasificacion de salud periodontal y
periodontitis generalizada, se les examind si eran portadores del modelo aditivo para buscar la
asociaciéon con su estado periodontal. En la tabla 9 se describe el numero total de portadores del
marcador aditivo con ausencia o presencia (0/1), para sujetos sanos periodontales no-DMT2 (n=12)
y con DMT2 (n=31) y con periodontitis generalizada no-DMT2 (n=45) y con DMT2 (n=73). El grupo
de sujetos con PG DMT2 fue presentd mayor nimero de sujetos (37) portadores del marcador que
los sujetos con PG no-DMT2 (27), con Razén de momios de 7.9, es decir las veces que presenta el
riesgo el grupo de PG en comparacion con los sujetos sanos periodontales de portar el marcador.
Asi mismo, reporta sensibilidad de 0.82, especificidad de 0.63, exactitud de 0.70, indice de falsos

positivos de 0.37 e indice de falsos negativos de 0.18, lo cual quiere decir la alta exactitud del




marcador para Periodontitis, a pesar de que fue probado en un nimero de casos bajo, adicional a
gue los sujetos con SP mostraron un nimero menor de portadores del marcador a diferencia de los

sujetos con PG de ambos grupos principales de estudio para no-DMT2 (13) y para DMT2 (9).
EVALUACION MICROBIOLOGICA

Proporciones individuales promedio del total de la poblacion

El presente anadlisis microbiolégico de proporciones individuales y proporciones por
complejos bacterianos se considerd exploratorio ya que incluye al total de la poblacién (189 sujetos)
organizada en dos grupos principales de no-DMT2 (n= 118) y de DMT2 (n=71), sin considerar el
estado periodontal de los individuos. En la tabla 9 y figura 6, se describe la proporcién promedio de
especies individuales de las 40 cepas bacterianas identificadas, ordenadas por complejos
bacterianos y posteriormente en orden alfabético. Todas las especies fueron identificadas en todos
los sujetos de estudio. Las dos especies que tuvieron mayor proporcion fueron Actinomyces
naeslundii (8.7% en no-DMT2 y 6.8% en DMT2) y C. matruchotii (8.5% no-DMT2 y 6.9% DMT2) para
ambos grupos de estudio. Especies patdgenas reconocidas como P. gingivalis (7.6% no-DMT2y 3.3%
DMT?2), T. denticola (2.2% no-DMT2 y 1.5% DMT2), T. forsythia (5.3% no-DMT2 y 3.7% DMT2) y A.
actinomycemcomitans (0.8% no-DMT2 y 0.4% DMT2) presentaron mayor proporcion en sujetos no-
DMT2 que los sujetos con DMT2, a pesar de no presentar diferencias significativas. Particularmente
22 de las 40 especies evaluadas tuvieron proporciones promedio mayores en sujetos con DMT2, 18
de ellas con diferencias estadisticamente significativas: Actinomyces georgiae (p<0.05);
Streptococcus anginosus (p<0.001), S. gordonii (p<0.05), S. intermedius (p<0.001), S. mitis (p<0.001),
S. oralis (p<0.001), S. sanguinis (p<0.01), V. parvula (p<0.05), C. ochracea (p<0.001), C. sputigena
(p<0.05), C. gracilis (p<0.001), P. micra (p<0.001), P. nigrescens (p<0.001), S. constellatus (p<0.001),
S. noxia (p<0.001), N. mucosa (p<0.001), Propionibacterium acnes (p<0.001), Prevotella

melaninogenica (p<0.05) y Selenomonas artemidis (p<0.001) (tabla 9, figura 6).

Proporciones por complejos bacterianos del total de la poblacion

En la figura 8 se muestran las proporciones promedio del andlisis exploratorio por complejos
bacterianos de la poblacion total de 189 sujetos de estudio no-DMT2 (n= 118) y DMT2 (n=71).
Después de realizar correcciones para comparaciones multiples, las diferencias entre sujetos no-
DMT2 y DMT2 mostraron proporciones significativamente mayores en los complejos: amarillo
(Streptococcus sp.) (p<0.001), morado (V. parvula y A. naeslundii 1) (p<0.05) y naranja (patégenos

putativos) (p<0.05) con mayor proporcidn para los sujetos diabéticos. Independientemente de la




agrupacion de especies “otros”, el complejo predominante en no-DMT2 fue el de Actinomyces sp.y
el de especies patdgenas putativas del complejo naranja para el grupo de DMT2. Las proporciones
para el complejo rojo fueron mayores en no-DMT2 que en DMT2 (15.0 % y 8.4 % respectivamente),

a pesar de no ser diferencias significativas.

Niveles promedio en grupos de sujetos con clasificacion periodontal

Los niveles totales promedio de los 177 sujetos de estudio con clasificados periodontal para
salud y periodontitis generalizada (SP no-DMT2 n=63, SP DMT2 n=13, PG no-DMT2 n=62 y PG DMT2
n=39) se muestran en la figura 9. El grupo de sujetos que presenté mayores cuentas totales
promedio fue el de PG DMT2 (349.25 x10°), seguido de los sujetos SP DMT2 (268.01 x10°), y los
grupos PG no-DMT2 (133.16 x10°) y SP no-DMT2 (128.77 x10°). Las diferencias entre las
comparaciones por grupos no-DMT2 y DMT2 fueron significativas para SP y PG con cuentas
bacterianas mayores para los grupos de DMT2 (p<0.001). Las diferencias entre las comparaciones
de SP y PG fueron significativamente mayores para el grupo de PG DMT2 (p<0.01) y en SP DMT2
(NS) con la prueba de Kruskal Wallis posterior a la correccién para comparaciones multiples.

Las cuentas bacterianas de las 40 especies individuales, agrupadas por complejos bacterianos
se muestran en la tabla 10 con las significancias de la comparacién entre grupos de sujetos no-DMT2
y DMTT2 y en la figura 10 con las significancias de la comparacién entre grupos de sujetos SP y PG,
con la prueba de Kruskal Wallis posterior al ajuste por comparaciones multiples. Las diferencias
entre las comparaciones por grupos no-DMT2 y DMT2 fueron significativas para 37 de las 40
especies evaluadas. En condiciones de SP con cuentas bacterianas mayores para el grupo SP-DMT2
en 36 especies y para el grupo de PG-DMT2 con cuentas mayores en las 40 especies (tabla 10). Las
comparaciones entre grupos de SP y PG mostraron sdlo una diferencia significativa, con cuentas

bacterianas mayores para la especie de P. gingivalis (p<0.001) (figura 10).

Prevalencia promedio en grupos de sujetos con clasificacion periodontal

La prevalencia promedio de las 40 especies individuales evaluadas (agrupadas por complejos
bacterianos) de los 177 sujetos de estudio con clasificados periodontal para salud (SP n=63 no-DMT2
y SP DMT2 n=13) y periodontitis generalizada (PG ho-DMT2 n=62 y PG DMT2 n=39) se muestran en
las graficas emparentadas de la figura 11. Las comparaciones entre no-DMT2 y DMT2 no tuvieron
diferencias significativas en grupos de SP. A diferencia de las comparaciones entre grupos de PG,
dénde 35 de las 40 especies evaluados fueron mas prevalentes en PG DMT2. Las especies que no

tuvieron diferencias significativas fueron: C. gingivalis, T. forsythia, C. matruchotii, Eubacterium




saburreum y Porphyromonas endodontalis. En las comparaciones entre grupos con SP y PG, las
diferencias significativas fueron en las especies: P. intermedia, P gingivalis y T. forsythia (p<0.001)
con mayor prevalencia en el grupo de PG no-DMT2 (prueba de Kruskal Wallis con correccién para

comparaciones multiples) (figura 11).

Proporciones promedio en grupos de sujetos con clasificacion periodontal

La proporcién promedio de las 40 especies agrupadas por complejos bacterianos, de la
poblacién de 177 sujetos de estudio clasificados en SP y PG (SP no-DMT2 n=63, SP DMT2 n=13, PG
no-DMT2 n=62 y PG DMT2 n=39) se muestran en la figura 12. Derivado de las comparaciones entre
grupos no-DMT2 y DMT2, se pudo observar diferencias mayormente significativas para los grupos
de DMT2 (SP y PG) en A. georgiae (p<0.01), en seis de las siete especies de Streptococcus evaluadas:
S. anginosus, S. oralis (p<0.001), S. intermedius, S. mitis, S. sanguinis y S. constellatus (p<0.01), en
comparacion con los sujetos no-DMT2 (SP y PG), asi como en especies como: V. parvula (p<0.001)
del complejo morado, C. ochracea (p<0.001) del complejo verde y C. gracilis (p<0.001), P. micra
(p<0.01) y P. nigrescens (p<0.05) del complejo naranja, y en S. noxia (p<0.01) y S. artemidis (p<0.001)
con proporciones particularmente mayores para el grupo de PG DMT2 (prueba de Kruskal Wallis
con correccion para comparaciones multiples). Cabe mencionar que las especies patdgenas
reconocidas del complejo rojo mostraron proporciones menores en sujetos del grupo con PG DMT2
en comparacién con el grupo de PG no-DMT2, a pesar de no haber mostrado diferencias
significativas. Por otro lado, para las comparaciones entre grupos de sujetos con SP y PG, las
diferencias encontradas fueron Unicamente para las comparaciones entre grupos no-DMT2. Se
observaron proporciones significativamente mayores en las especies: A. naeslundii (p<0.001) para
los sujetos SP no-DMT2, y menores proporciones en este mismo grupo de P. intermedia (p<0.05) y

P. gingivalis (p<0.001) (figura 12) en comparacién con el de PG no-DMT2.

Proporciones por complejos bacterianos en grupos de sujetos con

clasificacion periodontal

En la figura 13 se muestran las proporciones promedio por complejos bacterianos de la
poblacién de 177 sujetos de estudio con clasificados periodontal para salud (SP n=63 no-DMT2 y SP
DMT2 n=13) y periodontitis generalizada (PG no-DMT2 n=62 y PG DMT2 n=39). Al comparar grupos
de sujetos no-DMT2 y con DMT2, no se encontraron diferencias significativas en SP, aunque los
complejos de Actinomyces sp. (SP no-DMT2 24.1% y DMT2 20.5% y PG no-DMT2 18.5% y DMT2
13.7%) y rojo (SP no-DMT2 10.6% y DMT2 6.1% y PG no-DMT2 17.8% y DMT2 9.2%) se encontraron




en menor proporcion en DMT2 y en mayor proporcion el resto de los complejos principalmente el
amarillo (SP no-DMT2 11.1% y DMT2 13.6% y PG no-DMT2 7.9% y DMT2 14.0%). En PG las
diferencias encontradas fueron proporciones mayores de los complejos amarillo (PG no-DMT2 7.9%
y DMT2 14.0%), morado (PG no-DMT2 5.6% y DMT2 7.4%) y naranja (PG no-DMT2 18.0% y DMT2
22.7%) (p<0.001) en PG DMT2 y el complejo rojo (PG no-DMT2 17.8% y DMT2 9.2%) (p<0.05) con
menor proporcién en el grupo de PG DMT2 comparado con el grupo de PG no-DMT2. Para las
comparaciones entre SP y PG, las diferencias en los grupos con DMT2 no fueron significativas, sin
embargo, fue mayor la proporcién del complejo naranja en PG DMT2 (16.1y 27.7%, SP DMT2 y PG
DMT2 respectivamente). En el caso de los grupos no-DMT2, se observaron altas proporciones de los
complejos rojo (p<0.01) y naranja (p<0.05) asi como disminucidn en la proporcidén del complejo de
Actinomyces (p<0.01) en el grupo de PG no-DMT2 en comparacién con el de SP no-DMT2 (prueba

de Kruskal Wallis con correccion para comparaciones multiples) (Figura 13).

Correlacion de niveles de HGA1c y parametros clinicos periodontales

Los sujetos con diabetes mellitus tipo 2, con condiciones de salud periodontal y periodontitis
generalizada (SP DMT2 n=13 y PG DMT2 n=39) se separaron de acuerdo con los niveles de
hemoglobina glucosilada, considerado un adecuado control: HGA1c <8% y pobre control glicémico:
HGA1lc >8%. En la figura 14 se describen las diferencias presentes en las caracteristicas clinicas
periodontales como: profundidad de bolsa, niveles de insercién, placa, enrojecimiento, sangrado al
sondeo y supuracion, de los grupos de sujetos SP DMT2 y con PG DMT2, en relacidon con los distintos
niveles de hemoglobina glucosilada. Las comparaciones entre sujetos SP DMT2 con buen y mal
control de HGA1c, no mostraron diferencias significativas, a diferencia de las comparaciones en los
sujetos con PG DMT2 ddénde se encontraron medias mayores para profundidad de bolsa y sangrado

al sondeo, los cuales que son parametros estrechamente relacionados con periodontitis.

Andlisis de correlacion microbiolégica y datos evaluados en sujetos

diabéticos

La comparacion de los distintos niveles de HGA1c con las caracteristicas microbioldgicas de
los grupos de estudio, no mostraron diferencias significativas, asi como en otras caracteristicas de
perfiles lipidicos evaluadas en sujetos con DMT2 por medio de analisis de correlacién (CC) y Rho de
Spearman. Para todos los parametros clinicos, generales y propios de diabetes, las asociaciones con
los datos microbiolégicos encontradas para cuentas totales, cuentas, prevalencia y proporciones

individuales asi como proporciones por complejos, marcaron diferencias significativas Unicamente




en los parametros de lipidos de baja densidad con pobre control (HDL <45) relacionado con altas
proporciones de V. parvula y A. viscosus (CC: 0.31 Rho: 0.034 y CC: 0.30, Rho: 0.036
respectivamente) y pobre control para triglicéridos totales (TT >150) relacionado con altas
proporciones de T. forsythia (CC: 0.31 Rho: 0.033). El resto de las especies y de los parametros de

bioquimica sanguinea y de obesidad no mostraron diferencias significativas.

Analisis microbiolégico por microarreglos del microbioma oral humano

La figura 15 es una grafica de calor que representa los resultados derivados del andlisis para
la técnica de HOMIM, realizada para las 41 muestras de placa subgingival de sitios mesio-
vestibulares o disto-vestibulares, sanos periodontales (NI>2mm): n=25 y con Periodontitis
(NI<5mm): n=16, de 27 sujetos con diabetes mellitus tipo 2, con condiciones de salud periodontal y
periodontitis generalizada (SP DMT2 n=13 y PG DMT2 n=14) de primeros molares superiores o
inferiores. Se obtuvo identificacién microbioldgica positiva para 248 de hasta 329 sondas de rDNA
bacterianas presentes en las muestras de los sujetos de estudio de estudio. La gréfica de la figura
16 muestra la descripcién en el eje de las “X”, de las muestras con un cddigo de identificacion
numeérico, las iniciales del nombre del sujeto de estudio, la clasificacion de SP (PH) y PG (CP), asi
como las caracteristicas de los sitios sanos (H) o enfermos (D). En el eje de las “Y” se representan las
especies identificadas, mismas que se muestran en la tabla 11.

Los resultados obtenidos de las sefales positivas en los microarreglos fueron normalizadas y
transformadas en niveles de intensidad con valor de 0 para las sefiales negativas y valores de 2-5
correspondientes a los distintos valores de intensidad de las frecuencias relativas. Los niveles
promedio calculados para cada sonda bacteriana y promediados entre las muestras de cada grupo
de estudio se muestran en la tabla 11. Las sondas bacterianas que tuvieron niveles promedio con
valores >2 son resaltadas en color verde en la tabla 11. Para el grupo de sujetos SP DMT2, las
especies con mayores niveles fueron: C. concisus HOT-575 / C. rectus HOT-748_X36 (Nivel 2.16), C.
gracilis HOT-623_Q04 (Nivel 2.2), Fusobacterium Cluster_AEO1 (Nivel 3.08), Haemophilus
parainfluenzae HOT-718_W?79 (Nivel 2.2), Rothia dentocariosa HOT-587 / Rothia mucilaginosa HOT-
681_E52 (Nivel 2.2), S. constellatus HOT-576 / S. intermedius HOT-644_F48 (Nivel 2.4). Unicamente
3 sondas tuvieron niveles >2 para ambos grupos de diabetes (SP y PG): S. anginosus HOT-543 / S.
gordonii HOT-622_F49 (Niveles: SP 3.36 y PG 2.92); S. oralis HOT-707/ Streptococcus sp. HOT-
064_FA46 (Niveles: SP 3.16 y PG 2.33) y Gemella haemolysans HOT-626_AG51 (Niveles: SP 2.48y 2.13

PG).




De las pruebas estadisticas utilizando el Software MEV 4 (Multiple Array Viewer), se
determinaron comparaciones entre grupos de SP y PG DMT2. Las diferencias significativas entre los
grupos fueron Unicamente en una sonda bacteriana correspondiente a: Streptococcus salivarius
HOT-755 / Streptococcus vestibularis HOT-021 / Streptococcus sp. HOT-067_E34, con mayor
frecuencia relativa en el grupo de SP DMT2 en comparacién con el grupo de PG DMT2 (Prueba de
Wilcoxon * p<0.05 después del ajuste de comparaciones FDR-Benjamini-Hochberg) (figura 16).

En las comparaciones provenientes de las muestras separadas por las distintas caracteristicas
clinicas periodontales, se observaron Unicamente diferencias significativas al comparar sujetos de
estudio con y sin sangrado al sondeo (SAS y no SAS, respectivamente) en cuatro sondas bacterianas:
1. SR1[G-1] sp. HOT-345,874_AC72; 2. C. concisus HOT-575/ C. rectus HOT-748_X36; 3. R.
dentocariosa HOT-587/ R. mucilaginosa HOT-681_E52; 4. Rothya mucilaginosa HOT-681_AB63. Las
sondas 1, 2 y 4 con mayor frecuencia en sitios con SAS y la 3 en sitios no SAS. Se describid la
formaciéon de “Clusters” diferenciando sujetos de estudios con distintas caracteristicas clinicas
periodontales, no mostrando significancia en ninguna especie bacteriana con la Unica excepcion
mencionada con anterioridad (Prueba de Wilcoxon * p<0.05 después del ajuste de comparaciones
FDR-Benjamini-Hochberg) (figura 17).

Para las asociaciones entre sitios con distintos NI, separandolos en grupos de <3mm de los
grupos SP DMT2 y PG DMT2 y un ultimo grupo de NI 25mm en PG DMT2. Se generd la grafica de
Analisis de Componentes Principales (PGA), donde se buscaron agrupaciones de los sitios
dependiendo de las caracteristicas microbiolégicas de las 248 sondas detectadas en los
microarreglos. Los resultados obtenidos fueron una distribucién separada de los grupos de <3mm
SP DMT2 correspondiente a sitios sanos (H), del grupo de 2>5mm PG DMT2 correspondiente a sitios
enfermos (D) (figura 18), o cual corrobora la agrupacion clinica de los sitios evaluados con salud y

con periodontitis.




DISCUSION

De la poblacién total de estudio (N=189), las diferencias encontradas en las caracteristicas
clinicas generales y periodontales de grupos de no diabetes y diabetes, no afectaron el grueso de
los resultados genéticos, ni microbioldgicos exploratorios. Las comparaciones de los parametros
periodontales de sujetos no diabéticos (no-DMT2 n=118) y con diabetes mellitus tipo 2 (DMT2
n=71), mostraron diferencias significativas en las caracteristicas clinicas periodontales como: niveles
de insercidon promedio, % de sitios con acumulacién de placa, enrojecimiento gingival, sangrado al
sondeo y supuracién, lo cual reflejé las diferencias periodontales inmersas en los sujetos de estudio,
ya que los grupos tanto para no-DMT2 como para DMT2, comprendieron individuos con criterios de
seleccidn para SP, PG y un grupo de sujetos no clasificados (que no se entraban dentro de ninguna
de los dos anteriores clasificaciones) (tabla 4).

La poblacién seleccionada con clasificacion periodontal para salud y periodontitis
generalizada, mostraron diferencias periodontales acordes con la clasificaciéon mas actual,
considerando la extensidn, distribucién de la periodontitis y DMT2 como factor de riesgo adicional
(Papapanou, Sanz et al. 2018). No fueron considerados los grados de severidad y complejidad, ya
que, cuando se disefid el presente estudio se contaba con la clasificacién anterior, donde, se tomé
a la periodontitis crénica generalizada como criterio inicial de seleccién (1999). Con los criterios de
seleccidn establecidos para los sujetos con periodontitis del presente estudio, se cuenta con la
adecuacidn de periodontitis generalizada, de acuerdo con la nueva clasificacién, sin embargo, para
futuros estudios, consideraremos subclasificarlos de acuerdo con grados de severidad y complejidad
para contar con informacidn suplementaria respecto a la progresion de la periodontitis (Papapanou,
Sanz et al. 2018) (tabla 1 y tabla 5).

Las diferencias en la “n” de cada grupo clinico, separado por su estado periodontal y sistémico
(SP no-DMT2 n=63, PG no-DMT2 n=62, SP DMT2 n=13, y PG DMT2 n=39) no representd problemas
para el analisis microbioldgico del presente estudio, ya que las muestras recolectadas de placa
subgingival, fueron tomadas de boca completa, es decir un sitio por diente de cada sujeto de
estudio, ademas de haber sido tomada con técnica estandarizada de cureta de acuerdo con la
literatura (Tanner and Goodson 1986). Para el analisis microbioldgico de los sujetos con clasificacion
periodontal, la Unica variable que se elimind de la poblacidn subclasificada (n=177) (ademas de la
no clasificacién periodontal), fue la de fumadores actuales, ya que no se encuentra bien definido en

la literatura si el efecto del tabaquismo modifica la flora subgingival o no, sin embargo es
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considerado un factor de riesgo para las enfermedades periodontales (Haffajee and Socransky 2001,
Gomes, Nonnenmacher et al., Guglielmetti, Rosa et al. 2014°, Papapanou, Sanz et al. 2018).

En las comparaciones entre las caracteristicas clinicas periodontales de los sujetos de estudio,
los grupos de DMT2 presentaron medias significativamente mayores de: acumulacién de placa,
sangrado al sondeo y supuracion contra los no-DMT2 (SP y PG). Como lo reporta la literatura, el
sangrado al sondeo y la supuracidn, son indicadores de inflamacidn, alto riesgo y severidad de las
enfermedades periodontales en DMT2 (Cutler, Machen et al. 1999, Sanz, Ceriello et al. 2018), sin
embargo, los pardmetros clinicos periodontales que determinan pérdida de tejidos de soporte
dental (profundidad de bolsa y niveles de insercién) (Armitage 2004), fueron menores en los grupos
de DMT2 que en los sujetos no diabéticos. Las diferencias encontradas entre SP y PG de ambas
condiciones sistémicas (no-DMT2 y DMT2) fueron las esperadas, basadas en la clasificacidon de los
sujetos de estudio (Papapanou, Sanz et al. 2018). Independientemente de ello, las caracteristicas
entre grupos de diabetes (SP DMT2 y PG DMT2) fueron lo mas homogéneas posibles para la
evaluacion microbiolégica, lo cual fue positivo para los resultados del presente estudio, ya que no
se presentaron diferencias significativas en ninguno de los parametros propios de diabetes (tablas
5).

En la evaluacion genética del total de la poblacién (N=189), cuatro de las frecuencias alélicas
y genotipicas para las variaciones evaluadas, mostraron una distribucion mayor para el alelo
ancestral en sujetos con DMT2 y por arriba del 50%: IL1A:c.[-949CC] (84%, p<0.001), IL1B:c.[315CC]
(98%, p<0.001), IL1B:c.[-583TT] (54.9% p<0.001) y IL8:c.[-352A] ( %, p<0.05). Y para el alelo variante
Unicamente dos variaciones: LTA:c.[-10+90AG] (60.6%, p<0.01) e IL6:c.[-237GG] (88.7% p<0.01)
(tablas 6a y 6b y figuras 5ay 5b). Particularmente, el genotipo IL1B:c.[-583TT] fue la Unica variacién
polimérfica cuyos resultados de portador como alelo ancestral se encuentra en reportes previos en
la literatura, donde se identifica como una variaciéon predominante en una poblacién Chilena con
DMT2 (Lopez, Valenzuela et al. 2009). El presente resultado puede indicar que posiblemente el alelo
ancestral para dichas modificaciones pueda estar implicado mds con DMT2 que con los sujetos
diabéticos del presente estudio, sin embargo, fue necesario indagar en la combinacién de dichas
variaciones para poder establecer indices de riesgo mayores. En los estudios de variaciones
genéticas humanas, lo que se pretende resolver es: 1. Cudles son los factores ambientales que
determinan determinadas patologias (como son las enfermedades periodontales) y 2. Cual es la

constitucién genética de los individuos dentro de las poblaciones (Solari and Roubicek 2014), por tal

motivo, se analizaron nuestros resultados, comparandolos con los de otras poblaciones.




Consideramos relevante que, ocho genotipos y un alelo para la variacién del gen variante
ILIRN:c.215-516(86), no se presentara en ninguno de los 189 sujetos evaluados. En la literatura no
se encuentran reportes que se asocien con DMT2, no asi para Periodontitis, ya que algunas de las
variaciones de este gen han sido previamente relacionadas con sujetos de origen Caucasico con
periodontitis (Kornman, Pankow et al. 1999). Asi mismo, los resultados para la variacién TNF:c.[-
488G>A] no concuerdan con los resultados de un estudio similar, dénde se evalla a una poblaciéon
Taiwanesa, reportando que el alelo variante se encontrd relacionado con individuos que
presentaron DMT2 vy altos niveles de glucosa (Lutfiyya, Sikka et al. 2009). Asimismo, para las
variaciones: IL10:c.[-627T>G] e 1L10:c.[-854T>C], nuestros resultados no concuerdan con los de un
previo estudio, que reporta una estrecha relacién entre los alelos variantes de 1L10:¢c.[-627T>G] y
DMT2, lo cual no se asocié en la poblacién diabética del presente estudio (tablas 6a y 6b).
Profundizando mas en los reportes de variaciones polimérficas para poblaciones con DMT2, nos
damos cuenta de la necesidad de ampliar con futuras investigaciones, el estudio de variaciones
polimodrficas para IL-4:c.[-34T>C] e IL-4:c.[-589T>C] ya que son genes variantes que se han
encontrado estrechamente asociados con DMT2 (Lutfiyya, Sikka et al. 2009, Ho, Shiau et al. 2010).

La literatura reporta resultados controversiales en las variaciones polimdrficas de citocinas
relacionadas con DMT2 de distintas poblaciones. Mientras que en poblaciones Afro-Caribefias la
variacion de IL6:c.[-237C] se reportd con una prevalencia de 4.45% en sujetos con DMT2 (Fishman,
Faulds et al. 1998), en HindUes Gujarati se reportd con un 13.85% (Fishman, Faulds et al. 1998), y en
Espaioles Caucasicos con un 62%. Diversos estudios sostienen que, especificamente el genotipo
IL6:c.[-237CC] o ancestral, tiene estrecha relacién con el incremento insulinico, en comparacion con
el alelo variante: IL6:c.[-237G] (Fernandez-Real, Broch et al. 2000, Shen, Arnett et al. 2008).
Contradictoriamente, en los resultados del presente estudio, la variacién homocigota del alelo
variante IL6:c.[-237GG] se encontrd con mayor proporcion en sujetos con DMT2 (60.6%, p<0.01) y
para la variacién del genotipo heterocigoto (IL6:c.[-237CG]) con mayor proporcidén en sujetos no-
DMT2 (25.6%, p<0.05) (figura 5a). Este ultimo resultado fue concordante con un reporte dénde el
genotipo IL6:c.[-237GG] se encontro asociado con sujetos diabéticos (DMT2) (Vozarova, Fernandez-
Real et al. 2003), lo cual corrobora que, el ser portador de la variacion polimérfica: IL6:c.[-237GG],
influye en la susceptibilidad y riesgo de sujetos con DMT2 dependiendo de la poblacion que se esté
evaluando.

Otra variacion genética que presentd mayor proporciéon en sujetos con DMT2 del presente

estudio, fue la del genotipo heterocigoto: LTA:c.[-10+90AG] (60.6%, p<0.01), misma que no fue




reportada con asociacidon para DMT2 en sujetos taiwaneses (figura 5) (Yoshioka, Yoshida et al.
2006).

Para las variaciones de los genes de IL1A, IL1B e IL1RN, la asociacién en sujetos con distintos
tipos de periodontitis y DMT2, no fue relevante para el estudio mencionado previamente de la
poblacién Chilena, ya que, no encontraron asociacion con DMT2, sin embargo, los genotipos IL1A:c.-
889TT (RM=2.9) e IL1B:c.[-583CC] (RM=2.10), si mostraron asociacion significativa para periodontitis
(Lopez, Valenzuela et al. 2009). La variacién IL1B:c.[-583CC] ya habia sido asociada en un estudio
pasado, con periodontitis y DMT2 en una poblacién Afro-Caribefia (Fishman, Faulds et al. 1998),
concordante con el presente estudio, ddnde presenta una proporcion significativamente mayor
para sujetos con DMT2 (RM=2.8, Tabla 7), ademas de la asociacidén con PG ya que este genotipo fue
uno de los seleccionados para el modelo aditivo evaluado en nuestra poblacidn de estudio.

Tomando en conjunto la evidencia que reporta la literatura, sobre la asociacién de variaciones
polimdrficas de citocinas moduladoras de la inflamacion y DMT2, se decidié proceder a la busqueda
de un conjunto de variaciones, altamente asociadas con los sujetos diabéticos del presente estudio,
considerando el mayor indice de riesgo con el grupo de sujetos con DMT2 y presentadas como una
plantilla en generaciones de haplotipos que conformaron el modelo aditivo matematico presentado
en el presente estudio. El modelo aditivo se compone por uno o mas de los haplotipos
seleccionados, con una RM de 8.07 para DMT2 entre otras significancias estadisticas (figura 6). De
esta manera, es posible reportar la asociacion de un marcador positivo para DMT2 y con mayor
indice de riesgo para periodontitis, que para salud periodontal (RM=7.9 y 4.9 respectivamente)
(tabla 8). El valor principal de dichos resultados es el de proporcionar un marcador predictivo, que
permita indagar en las asociaciones, no sélo para variaciones polimérficas de manera individual,
sino para generaciones de haplotipos que pudieran presentar un panorama mas amplio de
susceptibilidad y riesgo para presentar DMT2 y periodontitis generalizada. El disefio del modelo fue
utilizado en un estudio previo de nuestro grupo de trabajo, dénde se pudo distinguir un marcador
genético predictivo para sujetos con periodontitis agresiva de la clasificacién de Armitage de 1999
(1999), en una poblacién mexicana de sujetos sin compromiso sistémico (Garcia-Lee 2009), sin
embargo la aplicaciéon del modelo en la poblacidn con DMT2 es novedoso.

En la evaluacién microbiolégica del presente estudio, nuestros resultados sugieren que,
mientras la placa subgingival de sujetos con DMT2 presenta las mismas especies que los sujetos no-
DMT2, por medio de la técnica de Checkerboard, y la presencia de 248 distintas “Taxa” por medio

de la técnica de HOMIM, con especies identificadas en el microbioma oral humano (Chen, Yu et al.




2010, Escapa, Chen et al. 2018), en los analisis microbioldgicos del grupo de sujetos con DMT2 del
presente estudio, se observaron mayores cuentas totales promedio e individuales, asi como mayor
prevalencia en el total de las especies evaluadas (tanto en salud como en periodontitis
generalizada). Dichos resultados concuerdan con estudios previos en la literatura dénde se reportan
niveles y/o prevalencias mayores en especies identificadas en sujetos con DMT2 (Casarin, Barbagallo
et al. 2013, Silva-Boghossian, Orrico et al. 2014). Sin embargo, ningln reporte previo ha incluido un
gran nimero de muestras analizadas microbiolégicamente tanto en sujetos sanos periodontales
como en sujetos con periodontitis y particularmente, la diferenciacién de sitios sanos con sitios
enfermos de un mismo individuo como se presenta en el presente estudio.

Durante muchos afios se habia establecido, el concepto de que la microbiota subgingival
entre sujetos no-DMT2 y con DMT2 era similar (Zambon, Reynolds et al. 1988, Collin, Uusitupa et
al. 1998, Mealey 1999, Yuan, Chang et al. 2001). Adicionalmente, los primeros estudios
microbioldgicos de sujetos con DMT2, se enfocaron en evaluar especies patdgenas principales que
pudieran ser las causantes de la severidad de lase enfermedades periodontales en dicha condicion
sistémica, ademas de sdlo considerar en pasados estudios, a sujetos con periodontitis, dejando a un
lado la condicidon de salud periodontal. Particularmente, algunos de los reportes pasados, han
sugerido una microbiota caracteristica en Periodontitis de sujetos tanto no diabéticos como con
DMT2, que incluye especies patégenas como: A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, T. forsythia,
E. corrodens y Treponema denticola (Novaes Junior, Gonzalez Gutierrez et al. 1997, Collin, Uusitupa
et al. 1998, Yuan, Chang et al. 2001). Los resultados del presente estudio no son concordantes con
dichos resultados, ya que hemos determinado un numero de especies que incluyen tanto
compatibilidad con salud periodontal como: A. georgiae, S. anginosus, S. constellatus, S.
intermedius, S. mitis, S. oralis, S. sanguinis, V. parvula y Gemella haemolysans HOT-626 y especies
patdgenas putativas como: C. concisus, C. gracilis, C. rectus, C. sputigena, C. ochracea, S. artemidis,
S. noxia, P. micra y P. nigrescens detectadas con mayores cuentas y proporcién en sujetos con
DMT?2, considerando ambas técnicas de identificacion microbiana molecular (tablas 10 y 12).

Los resultados del presente estudio sugieren, una microbiota particular para sujetos con
DMT2, comun para sujetos tanto sanos periodontales como con periodontitis generalizada (figuras
12 y 13). Lo que resulta aun mas particular, es que en las comparaciones microbioldgicas
exploratorias comparando a la poblaciéon total de estudio (N=189) en grupos de sujetos
sistémicamente sanos: no-DMT2 n=118, y con DMT2 n=71, pudimos observar el mismo perfil

microbioldgico en el grupo de DMT2, considerando que se encontraban mezclados los sujetos con
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distinta condicidn periodontal, donde las proporciones promedio por complejos bacterianos vy, las
proporciones de especies bacterianas individuales (figuras 7 y 8), predominaron en el complejo
amarillo y el complejo naranja. Algunos estudios ya habian identificado niveles elevados de S.
sanguinis, S. oralis y S. intermedius (Hintao, Teanpaisan et al. 2007) y prevalencia elevada de P.
nigrescens y C. rectus en sitios con enfermedad periodontal de sujetos con DMT2 (Hintao,
Teanpaisan et al. 2007, Ebersole, Holt et al. 2008). Recientes estudios a base de identificacion
molecular, por secuenciacion de especies del HOMD, han identificado alta predominancia de
especies de: Veillonella sp.(Casarin, Barbagallo et al. 2013), Campylobacter sp.(Tam, Hoffmann et al.
2018) y, Capnocytophaga sp.(Casarin, Barbagallo et al. 2013), en placa subgingival de sujetos con
periodontitis y DMT2, e inclusive alta prevalencia de P. micra y Prevotella sp. en placa subgingival
de sujetos con resistencia insulinica (Demmer, Breskin et al. 2017), concordante con los resultados
del presente estudio.

En la actualidad, no se ha reportado en la literatura un perfil microbioldgico similar al
reportado en nuestras comparaciones, e inclusive asociando a alguna enfermedad sistémica en
particular. Lo mas cercano que pudimos asociar a este perfil, son reportes previos de la microbiota
de sujetos con periodontitis refractaria dénde dos perfiles microbioldgicos o “clusters” describieron
tener una mayor proporcion en especies de Streptococcus, y elevadas proporciones de especies
patdgenas putativas del complejo naranja (Socransky, Smith et al. 2002). Sin embargo, podemos
decir que hacen falta futuros estudios que ayuden a esclarecer el entendimiento de la similitud entre
los perfiles de estos individuos con periodontitis refractaria y los sujetos con DMT2 y factores de
riesgo adicional que altere su estado metabdlico, esto incluye estudios que evalten la obesidad y el
perfil microbiolégico de los sujetos con DMT2 como factores de riesgo considerados de forma
independiente (Maciel, Feres et al. 2016, Tam, Hoffmann et al. 2018). Lo que podemos especular,
es que la disbiosis en la biopelicula por una microflora mas “simple” en sujetos con DMT2, se
encuentran estrechamente relacionadas con deficiencias inmunolégicas que pueden llevar a los
cambios de la microbiota subgingival en dichos individuos, y por su puesto en su estado metabdlico,
como se ha reportado recientemente en la literatura (Hong, Furtado Araujo et al. 2015, Demmer,
Breskin et al. 2017).

Asi mismo, en la busqueda mas particular de un mayor nimero especies con la técnica de
HOMIM, en relacion con sitios sanos vy sitios con enfermedad periodontal de sujetos con DMT2
sanos periodontales y con periodontitis, sélo se encontré una diferencia significativa entre grupos,

para la sonda: Streptococcus salivarius HOT-755 / Streptococcus vestibularis HOT-021 /




Streptococcus sp. HOT-067_E34. Con lo cual podemos corroborar la similitud de la flora bajo
distintas condiciones periodontales (SP y PG), excepto por los tres “Taxa” de Streptococcus que
presentaron frecuencias significativamente mayores en sujetos sanos periodontales con DMT2 del
presente estudio (figura 16).

En cuanto a las caracteristicas microbioldgicas por sitio sanos y con periodontitis, se considera
hubiera enriquecido en el presente estudio, el andlisis de un mayor nimero de muestras, con la
finalidad de establecer la asociacidon de especies del microbioma oral humano con los parametros
clinicos periodontales, como el resultado de especies putativas de Campylobacter sp. con sangrado
al sondeo (figura 17); ademas de poder corroborar la diferencia en la distribuciéon de microbiota
subgingival entre sitios sanos y enfermos de sujetos con periodontitis generalizada de sujetos con
DMT?2, ya que el analisis de PGA mostré Unicamente una distribucidn distinta entre sitios sanos del
grupo de salud periodontal y sitios enfermos de periodontitis generalizada de los sujetos con DMT2
evaluados (figura 18). De las especies asociadas con el parametro clinico de sangrado al sondeo:
SR1[G-1] sp. HOT-345,874_AC72; C. concisus HOT-575/ Campylobacter rectus HOT-748_X36; y R.
mucilaginosa HOT-681_AB63, la especie 345 de SR1 es de reciente identificacién en el ser humano,
identificada como una especie no cultivable de la cavidad oral, sin embargo, en la actualidad no se
le ha encontrado asociacién a alguna patologia especifica (Chen, Yu et al. 2010). El caso de las
especies de Campylobacter, son especies patédgenas putativas que pueden estar involucradas en el
desarrollo de las enfermedades periodontales (Figuras 1y 2), y el caso de R. mucilaginosa, es una
especie considerada patdgena oportunista asociado a bacteriemia e infecciones severas
respiratorias (Ramos, Mateo et al. 2014), aunque no se le ha encontrado asociacion con infecciones
en cavidad oral.

Cada vez con mayor frecuencia, diversos estudios reportan la baja prevalencia de especies del
complejo rojo como: Porphyromonas sp. y Tanerella sp. en la microbiota de sujetos con DMT2 y
peridontitis (Sardi, Duque et al. 2011, Casarin, Barbagallo et al. 2013, Castrillon, Hincapie et al. 2013,
Zhou, Rong et al. 2013). En el presente estudio, a pesar de no haber sido significativas las diferencias
entre grupos no-DMT2 y DMT2 para la proporcidén especies patdgenas periodontales de manera
individual, las proporciones para el complejo rojo fueron mayores para el grupo de periodontitis
generalizada y DMT2 en comparaciéon al grupo PG no-DMT2. Estudios similares de reciente
aparicion, ya habian reportado resultados comparando la composicion de placa subgingival de
sujetos no-DMT2 y con DMT2 con periodontitis severa, por medio de secuenciacidn de la fraccién

16S rDNA (Casarin, Barbagallo et al. 2013). En este estudio confirmaron la disminucién en la




prevalencia de especies patdgenas reconocidas y patdgenas putativas tales como: P. gingivalis, T.
forsythia, Eubacterium sp.y Treponema sp. En sujetos con DTM2 en comparacién a los no-DMT2.
En un estudio similar, el complejo rojo también fue identificado en bajas frecuencias, en sujetos con
PG DMT2 en comparacion a PG no-DMT2, y especificamente P. gingivalis fue asociado a
periodontitis en Unicamente sujetos no-DMT2 (Castrillon, Hincapie et al. 2013).

Las caracteristicas de la microbiota de los sujetos no diabéticos del presente estudio,
concuerdan con la literatura reportada, donde tanto en prevalencia como en proporcion, las
especies patdgenas del complejo rojo se encuentran con promedios mayores para PG en
comparacién a SP, proporcional a la disminucidn de especies de Actinomyces, lo cual es considerado
como el perfil clasico de periodontitis (Ximenez-Fyvie, Haffajee et al. 2000, Socransky and Haffajee
2005) inclusive en la poblacion mexicana (Ximenez-Fyvie, Almaguer-Flores et al. 2006), no asi para
los grupos de DMT2 dénde las diferencias microbioldgicas encontradas fueron minimas.

A pesar de que no es claro si los niveles de HGAlc y las dislipidemias contribuyen en la
disbiosis de la microbiota oral de sujetos con DMT2 (Allen, Matthews et al. 2011, Polak and Shapira
2018, Tam, Hoffmann et al. 2018), la asociacion con la severidad de la periodontitis y altos niveles
de HGAlc, lipidos de baja densidad, colesterol total y triglicéridos totales se encuentra bien
establecida (D'Aiuto, Gkranias et al. 2018, Dhir, Wangnoo et al. 2018). La Unica evidencia encontrada
en nuestros resultados es la de sujetos con pobre control de hemoglobina glucosilada (HGA1c>8%),
gue se encuentra altamente relacionada con la presencia de sitios con sangrado al sondeo, asi como
elevados promedios de profundidad de bolsa, esto en el grupo de periodontitis generalizada y
DMT2. Nuestros resultados concuerdan con lo reportado en la literatura dénde, HGA1c es el Unico
elemento al que se le ha encontrado relacién con pardmetros clinicos de periodontitis (Loe 1993,
Tsai, Hayes et al. 2002, Karima, Kantarci et al. 2005). Adicionalmente, de los parametros evaluados
en los sujetos diabéticos del presente estudio, el Unico que presentd correlacidn positiva para
periodontitis en DMT2, fue el de tratamiento farmacolégico para DM (%) (tabla 3), queriendo decir
que tanto el pobre control hipoglicémico aunado a la carencia de tratamiento farmacoldgico con
hipoglucemiantes se encuentra estrechamente asociado con los sujetos con periodontitis y DMT2.

Por otro lado, no hay evidencia clara que compruebe que la microflora subgingival se
modifique por alteraciones en niveles alterados de HGAlc, lipidos totales, triglicéridos totales,
colesterol total, lipidos de baja y alta densidad. Algunos reportes no han podido establecer la
relacidn entre distintos niveles de HGAlc (Makiura, Ojima et al. 2008, Casarin, Barbagallo et al.

2013), glucosa en plasma vy triglicéridos totales (Ma, Pan et al. 2010), con los cambios
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microbioldgicos subgingivales, similar a los resultados del presente estudio. La Unica excepcion fue
la alta proporcidn de tres especies con las dislipidemias de: lipidos de baja densidad (HDL <45)
correlacionado con V. parvula y A. viscosus (CC: 0.31 Rho: 0.034 y CC: 0.30, Rho: 0.036
respectivamente) y, triglicéridos totales (TT 2150) relacionado con altas proporciones de T. forsythia
(CC: 0.31 Rho: 0.033). Siendo esta ultima relevante por ser una especie periodontopatdgena, sin
embargo, con los resultados de correlacién microbiolégica y distintos parametros de la bioquimica
sanguinea, no podemos definir en qué momentos la especie patégena T. forsythia deja de ser
predominante en los sujetos con DMT2 del del presente estudio.

Finalmente, para los andlisis de correlacidn entre los sujetos portadores del modelo aditivo
propuesto como marcador para DMT2 y asociado a periodontitis generalizada, no se encontrd un
perfil microbioldgico particular asociado al marcador genético, esto fue analizando las proporciones
por especies bacterianas individuales por medio de la técnica de Checkerboard. Una posibilidad de
no haber encontrado la asociacién es que los sujetos con DMT2 al portar un perfil microbiolégico
similar entre grupos de sujetos sanos periodontales y con periodontitis generalizada, corroborado
con dos técnicas de identificacion molecular, la eficacia del modelo aditivo podria ser especifica de
para sujetos con periodontitis generalizada. Con lo que, se podria hipotetizar que las diferencias que
encontremos microbioldgicas no dependeran de las caracteristicas genéticas de los individuos. La
microbiota de los sujetos con DMT2 por si sola, es una caracteristica de las condiciones metabdlicas
y sistémicas que comparten por presentar DMT2. Por otro lado, las caracteristicas genéticas de los
individuos portadores del marcador son caracteristicas enddgenas que pueden llevar a estos

individuos a la severidad y progresion de la periodontitis aunado a su condicion de diabetes.

CONCLUSIONES

El uso del modelo aditivo tiene mayor exactitud que la asociacion de cada variacidon
polimérfica de manera individual, o a cada generaciéon de haplotipos, con lo cual podemos sugerir
gue se ha identificado un posible marcador de riesgo para DMT2, que ademas se relaciona con la
periodontitis generalizada de dichos individuos.

Por otro lado, los resultados microbiolégicos nos proporcionaron informacién descriptiva de
las caracteristicas etioldgicas que prevalecen en los sujetos con DMT2, lo que denominamos un
perfil microbiolégico propio de DMT2, con predominio en cuentas, prevalencia y proporcién de

Streptococcus sp., especies del complejo morado y predominio en especies patdgenas putativas




independientemente de la condicidn periodontal. Por otro lado, lo caracteriza la disminucion de
especies periodontopatégenas del complejo rojo.

En cuanto al pobre control metabdlico de los sujetos de estudio, ningun nivel de los elementos
en sangre evaluados con excepcidon de HGAlc, tienen asociacidn con las caracteristicas clinicas
periodontales relacionadas con progresion y establecimiento de la periodontitis en los sujetos con
DMT?2. EL pobre control de HGA1c, tiene una estrecha relacién con la periodontitis, al encontrarse
asociada a los parametros clinicos periodontales de profundidad de bolsa y sangrado al sondeo.

Como alcances para un fututo estudio, seria conveniente ampliar el andlisis de variaciones
polimérficas, por ejemplo, el agregar variaciones genéticas como: IL-4:c.[-34T>C] e IL-4:c.[-589T>C].
Y en el analisis microbioldgico, el analizar un mayor nimero de muestras tanto de sitios sanos como
de sitios con periodontitis en distintos grados de severidad y complejidad, de acuerdo con la nueva
clasificacion, para el analisis de un mayor nimero de especies considerando las variables de
hemoglobina glucosilada, obesidad y perfil lipidico de los individuos tanto para sujetos no diabéticos
como diabéticos.

Para concluir, los sujetos del presente estudio presentaron un perfil genético polimérfico, con
indices de riesgo para DMT2, asociado con periodontitis generalizada. El perfil microbiolégico
subgingival de sujetos con DMT2, fue significativo para especies no patogénicas y putativas
periodontales, mismo que se encontrd en estrecha relaciéon con el estado metabdlico de los

individuos, y no asi para el perfil genético asociado a diabetes.
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TABLAS

Tabla 1. Criterios de seleccién para la clasificacion de sujetos por su estado de salud periodontal.

SP no-DMT2

SP DMT2

PG no-DMT2

PG DMT2

No. de
dientes

Edad Clasificacion

<4 sitios con NI + 3-4 mm

y O sitios con NI 25 mm

28 sitios con NI 25 mm

230% sitios con NI 25mm

Otros criterios

Mexicanos por nacimiento con
ascendencia de padres y por lo

menos 2 abuelos mexicanos.

Sin tratamiento periodontal

previo.

Sin embarazo o en lactancia.

Sin enfermedades sistémicas-

No-DMT2: glucosa en ayuno
<100mg/dl.

DMT2: glucosa en ayuno

<126mg/dl, nho insulino

dependientes.

Sin toma de antibidticos (3
meses previo a la evaluacién

microbioldgica).

SP: salud periodontal; PG: periodontitis generalizada; No-DMT2: no diabéticos; DMT2: diabetes mellitus tipo 2. NI:

niveles de insercion.
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Tabla 2a. Descripcion de las variaciones genéticas.

IL1A:c.-949C>T

Gen:
ID en NCBI 3552
Version (Build) 36.3
Simbolo IL1A

Nombre oficial Interleucina 1, alfa

Localizacion chr2q14
Posicién deinicio 113247963

NI R I ETA Il 113259442
Posicion codén de inicio ENEPEFANE]

Tamafio (kbp) 11.48

Variacién:

ID de referencia en NCBI
dbSNP (rs#)

1D del Lab. GM UNAM en
NCBI dbSNP (ss#)

rs1800587

NA

Sindnimos IL1A-889
Clase SNP
Tipo No-codificante

Localizacion Exdn 1 (5'UTR)

Posicién en cromosoma ENEWELEREN
Posicidén en contig 2,250,883

Posicion en mRNA 12
Posicién en codén NA
Posicidn en proteina NA
Aminoacidos NA

AAATTCTTTA ATAATAGTAA

Secuencia 5' (30bp)
CCAGGCAACA

(C>T)

CATTGAAGGC TCATATGTAA
AAATCCATGC
Alelo ancestral (C)

Secuencia 3' (30bp)

IL1B:c.315C>T

3553
36.3
IL1B

Interleucina 1, beta

chr2ql4
113303808
113310827

113310277

7.02

rs1143634

104807662

1L1B+3953
IL1B+3954

SNP
Codificante (sindnima)

Exdn 5 (+14)

113,306,861
2,298,313
402

3

105
Phe>Phe

TGTGCTCCAC ATTTCAGAAC
CTATCTTCTT

(C>T)

GACACATGGG ATAACGAGGC
TTATGTGCAC

(C)

bp: base pairs. m.t.: melting temperature.

IL1B:c.-583T>C

3553
36.3
IL1B

Interleucina 1, beta

chr2ql4
113303808
113310827

113310277

7.02

rs16944

104831320

IL1B-511

SNP
No-codificante

5'cercana al gen

113,311,338
2,302,790
NA

NA

NA

NA

CAGAGGCTCC TGCAATTGAC
AGAGAGCTCC

(T>C)

GAGGCAGAGA ACAGCACCCA
AGGTAGAGAC
(T)

IL1RN:c.215-516ATCCTGGGGAAAG
TGAGGGAAATATGGACATCACATGG

AACAACATCCAGGAGACTCAGGCCTC

TAGGAGTAACTGGGTAGTGTGC(2_6)

3557

36.3

ILARN

Interleucina 1, antagonista del
receptor (isoforma 1, precursor)
chr2q14.2

113591941

113608064

113606919

16.12

rs2234663

NA

ILLRN int2

ILLRN_STR (int 2)

ILIRN (86bp VNTR)
ILLRN:c.215-516(86)[2_6]

VNTR

No-codificante

Intrén 2 (isoforma 1)

Intrén 4 (isoforma 2)

113,604,577

2,596,029

NA

NA

NA

NA

GCAACACTCC TATTGACCTG
GAGCACAGGT
(ATCCTGGGGAAAGTGAGGGAAATATG
GACATCACATGGAACAACATCCAGGAG
ACTCAGGCCTCTAGGAGTAACTGGGTA
GTGTGC) 2 a 6 repeticiones (86bp)
ATCCTGGGGA AAGTGAGGGA
AATATGGACA

(4 repeticiones)

IL6:¢c.-237C>G

3569
36.3
IL6

Interleucina 6

chr7p21
22733343
22738145

22737717

4.80

rs1800795

NA

1L6-174

SNP
No-codificante

5'cercana al gen

22,733,170
22,255,603
NA
NA
NA
NA

GCTGCACTTT TCCCCCTAGT
TGTGTCTTGC

(C>G)

ATGCTAAAGG ACGTCACATT
GCACAATCTT

(C)

IL8:c.-352A>T

3576
36.3
L8

Interleucina 8

chr4q13-q21
74825139
74828297
74827045

3.16

rs4073

104828688

1L8-251

SNP
No-codificante

5'cercana al gen

74,824,888
3,113,034
NA

NA

NA

NA

TAAAGTTATC TAGAAATAAA
AAAGCATACA

(AST)

TTGATAATTC ACCAAATTGT
GGAGCTTCAG
(A)




Tabla 2b. Descripcidn de las variaciones genéticas (cont.)

IL10:¢.-627T>G

Gen:
ID en NCBI 3586
Version (Build) 36.3
Simbolo IL10

Nombre oficial Interleucina 10

Localizacién chrig31-q32
Posicion deinicio 205012462

Posicion de terminacion AT YAl
Posicion codon de inicio PAGTeEPAIE]

Tamafio (kbp) 4.89

\ELETH

ID de referencia en NCBI
dbSNP (rs#)

ID del Lab. GM UNAM en
NCBI dbSNP (ss#)

rs1800872

104829939

Sinénimos 1L10-592
Clase SNP

Tipo No-codificante

Localizacion 5'cercana al gen

Posicionen c [olYeIns=M 205,013,030
Posicion en contig 464,186

Posicion en mRNA NA
Posicién en codén NA
Posicion en proteina NA
Aminoacidos NA
TTTTACTTTC CAGAGACTGG

Secuencia 5' (30bp) CTTCCTACAG

Alelos (T>G)

Secuencia 3' (30bp)
TGTTCCAGGC

Alelo ancestral (T)

ACAGGCGGGG TCACAGGATG

IL10:c.-854T>C

3586
36.3
IL10

Interleucina 10

chrig31-q32
205012462
205007571

205012403

4.89

rs1800871

104830706

1L10-819

SNP

No-codificante
5'cercana al gen

205,013,257
464,413

NA

NA

NA

NA

CACTGGTGTA CCCTTGTACA
GGTGATGTAA

(T>C)

ATCTCTGTGC CTCAGTTTGC
TCACTATAAA

(T)

bp: base pairs. m.t.: melting temperature.

IL10:¢c.-1117A>G

3586
36.3
IL10

Interleucina 10

chrlg31-q32
205012462
205007571

205012403

4.89

rs1800896

104810155

1L10-1082

SNP

No-codificante
5'cercana al gen

205,013,520
464,676

NA

NA

NA

NA

CAAGACAACA CTACTAAGGC
TTCTTTGGGA

(A>G)

GGGGAAGTAG GGATAGGTAA
GAGGAAAGTA
(A)

IL12B:c.*159A>C

3593
36.3
1L12B

Interleucina 12B

chr5g931.1-g33.1
158690059
158674369

158686368

15.69

rs3212227

104807663

1L12B+1188
1112+1188

SNP

No-codificante
Exdn 8 (+159), 3' UTR

158,675,528
3,552,508
1188

NA

NA

NA

CAATGATATC TTTGCTGTAT
TTGTATAGTT

(A>C)

GATGCTAAAT GCTCATTGAA
ACAATCAGCT
(A)

TNF:c.-488G>A

7124
36.3
TNF

Factor de necrosis tumoral

chrép21.3
31651329
31654091

31653293

2.76

rs1800629

NA

TNF-308
TNF-A-308

SNP

No-codificante
5'cercana al gen

31,651,010
22,401,282
NA
NA
NA
NA

AAATGGAGGC AATAGG
GAGGGGCATG

(G>A)

GGACGGGGTT CAGCCTCCAG
GGTCCTACAC
(G)

LTA:c.-10+90A>G

4049
36.3
LTA

Linfotoxina alfa

chrép21.3
31648072
31650077

31649449

201

rs909253

104807664

LTA+252
TNF-B+252

SNP

No-codificante
Intrén 1 (+90)

31,648,292
22,398,564
NA
NA
NA
NA

CTCTGTCACA CATTCTCTGT
TTCTGCCATG

(A>G)

TTCCTCTCTG TTCCCTTCCT
GTCTCTCTCT
(A)




Tabla 3. Cepas de referencia empleadas para la elaboracién de sondas de DNA.

Especie Complejo Especie Complejo
Actinomyces georgiae 49285 Actinomyces Neisseria mucosa 19696 Other
Actinomyces israelii 12102 Actinomyces Parvimonas micra 33270 Naranja
Actinomyces naeslundii 12104 Actinomyces Porphyromonas endodontalis 35406 Otro
Actinomyces odontolyticus 17929 Morado Porphyromonas gingivalis 33277 Rojo
Actinomyces viscosus 43146 Actinomyces Prevotella intermedia 25611 Naranja
Aggregatibacter actinomycetemcomitans * No agrupado Prevotella melaninogenica 25845 Otro
Campylobacter gracilis 33236 Naranja Prevotella nigrescens 33563 Naranja
Campylobacter rectus 33238 Naranja Propionibacterium acnes 6919 Otro
Campylobacter showae 51146 Naranja Selenomonas artemidis 43528 Otro
Capnocytophaga gingivalis 33624 Verde Selenomonas noxia 43541 No agrupado
Capnocytophaga ochracea 27872 Verde Streptococcus anginosus 33397 Amarillo
Capnocytophaga sputigena 33612 Verde Streptococcus constellatus 27823 Naranja
Corynebacterium matruchotii 14266 Otro Streptococcus gordonii 10558 Amarillo
Eikenella corrodens 23834 Verde Streptococcus intermedius 27335 Amarillo
Eubacterium saburreum 33271 Otro Streptococcus mitis 49456 Amarillo
Eubacterium sulci 35585 Otro Streptococcus oralis 35037 Amarillo
Fusobacterium nucleatum *k Naranja Streptococcus sanguinis 10556 Amarillo
Fusobacterium periodonticum 33693 Naranja Tannerella forsythia 43037 Rojo
Gemella morbillorum 27824 Otro Treponema denticola 35405 Rojo
Leptotrichia buccalis 14201 Otro Veillonella parvula 10790 Morado

*DNA de los serotipos a (43717) y b (43718) sera combinado para generar una sonda de DNA. **DNA de las
subespecies nucleatum (25586), polymorphum (10953) y vincentii (49256) serd combinado para generar una
sonda de DNA. ATCC: numero de referencia del American Type Culture Collection. stp.: serotipo. Complejo:
agrupacion en 8 complejos de acuerdo con la descripciéon de complejos bacterianos en la placa subgingival
(Socransky & Haffajee 2005, Socransky et al. 1998) con las siguientes excepciones: C. matruchotii, E.
saburreum, E. sulci, G. morbillorum, L. buccalis, N. mucosa, P. endodontalis, P. melaninogenica, P. acnes and
S. artemidis agrupadas en “Otros”).




Tabla 4. Caracteristicas generales y periodontales de la poblacién total de estudio (N=189).

No-DMT2 n =118 DMT2 n=71
Media + EEM Rango Media * EEM Rango M-W
GENERALES
Edad (afos) 404 1.1 25 - 75 554 + 15 30 - 83 0.000
Género (% mujeres) 50.8 704 0.008
Estatura (cm) 1624 + 1.3 139 - 184 1522 £+ 1.1 137 - 180 0.000
Peso (kg) 69.7 £ 2.0 38 - 124 649 *+ 1.6 45 - 116 0.029
Grasa corporal (%) 290 £ 14 8.0 - 78.6 31.1 + 08 17.0 - 47.0 0.113
Fumadores actuales (%) 19.5 2.8 0.000
PERIODONTALES

Numero de dientes faltantes 27 £0.2 0-38 32 +03 0-38 0.213
Profundidad de bolsa promedio (mm) 33 +0.1 1.7 - 7.4 29 £ 0.1 19 - 5.8 0.051
Nivel de insercidn promedio (NI, mm) 35 +01 09 - 90 27 £0.2 1.0 - 6.9 0.000
Numero de sitios con NI 25 mm 341 + 32 0-121 233 + 34 0 - 103 0.197
% sitios con:
Acumulacioén de placa 36.4 + 3.0 0 - 100 90.0 + 1.4 48.8 - 100 0.000
Enrojecimiento gingival 138 + 2.1 0 - 100 289 + 2.8 0 - 100 0.000
Sangrado al sondeo 322 £ 24 0 - 100 493 + 2.8 6.7 - 100 0.000
Supuracion 33 £0.6 0-370 122 + 1.7 0 - 68.8 0.000

No-DMT2: no diabéticos; DMT2: diabetes mellitus tipo 2; EEM: error estandar de la media; M-W: Prueba U
de Mann Whitney con ajuste de comparaciones multiples (Socransky and Haffajee 1991).




Tabla 5. Caracteristicas generales y periodontales de poblacién con clasificacién periodontal (n=177) y caracteristicas propias de sujetos
diabéticos (n=52).

SP no-DMT2 (n=63)
Media EEM Rango

GENERALES
Edad (afios)
Género (% mujeres)
indice de masa corporal (IMC)
% sobrepeso (IMC: 25.0 - 29.9)
% obesidad (BMI: >30)

PERIODONTALES

Numero de dientes faltantes
Profundidad de bolsa promedio (PB, mm)
Nivel de insercion promedio (NI, mm)
Numero de sitios con NI 25 mm
Acumulacién de placa
Enrojecimiento gingival
Sangrado al sondeo

Supuracion

DIABETES
Tiempo de diagndstico DMT2 (afios)
Tratamiento farmacoldgico para DM (%)
Hemoglobina glucosilada (%)
Lipidos totales (mg/100 ml)
Triglicéridos (mg/100 ml)
Colesterol (mg/100 ml)
Lipidos de alta densidad (HDL, mg/100 ml)
Lipidos de baja densidad (LDL, mg/100 ml)

PG no-DMT2 (n=62) SP DMT2 (n=13) PG DMT2 (n=39) Kruskal Wallis
Media EEM Rango Media EEM Rango Media EEM Rango no-DMvs DM SPvs PG

SPvs PG

No-DMT?2: no diabéticos; DMT2: diabetes mellitus tipo 2; SP: salud periodontal; PG: Periodontitis generalizada; EEM: error estandar de la media. M-W: Prueba
U de Mann Whitney con ajuste de comparaciones multiples (Socransky and Haffajee 1991); CC: prueba de coeficiente correlaciéon y Rho de Spearman.
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Tabla 6a. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas (N=189 sujetos).

IL1A:c.-949C>T

IL1A:c.[-949CT] t
IL1A:c.[-949TT]
IL1A:c.[-949C]
IL1A:c.[-949T] *
IL1B:c.315C>T

IL1B:c.[315CT] %
IL1B:c.[315TT]
IL1B:c.[315C]
IL1B:c.[315T] £
IL1B:c.-583T>C

IL1B:c.[-583TC] +
IL1B:c.[-583CC]
IL1B:c.[-583T]
IL1B:c.[-583C] £
ILIRN:c.215-516(86)[2_6]
ILLRN:c.215-516(86)[4]+[4]
ILLRN:c.215-516(86)[2]+[4]
ILLRN:c.215-516(86)[5]+[4]
ILLRN:c.215-516(86)[2]+[2]
ILLRN:c.215-516(86)[2]+[5]
ILLRN:C.215-516(86)[2]+[3]
ILLRN:c.215-516(86)[4]
ILLRN:c.215-516(86)[2]
IL1RN:c.215-516(86)[5]
IL1RN:c.215-516(86)[3]
IL6:c.-237C>G
IL6:c.[-237CC] *
IL6:c.[-237CG]

IL6:c.[-237C] t
IL6:c.[-237G]
IL8:c.-352A5T
IL8:c.[-352AA]
IL8:c.[-352AT]
IL8:c.[-352TT] *

IL8:c.[-352T]

No-DMT2

n= =

118 72
41

185
51

118 84
28

196
40

118 36
77

149
87

118 49

117 2
30

85

34

200

118 39
41

38

119

117

VAOE

61.0
34.7

4.2
78.4
216

71.2
23.7

5.1
83.1
16.9

30.5
65.3

4.2
63.1
36.9

415
40.7
0.8
16.1
0.8
0.0
62.3
36.9
0.8
0.0

17
25.6
72.6
145
855

331
34.7
322
50.4
49.6

71

71

71

71

71

DMT2

i=

60
11

131
11

39
32

110
32

30
32

92
47

27
32
12
86
56

ESTADISTICAS

M-W Fisher

%(i)= Dmax EXC IFN

(p=)

4.5 [1235510/5610148| 0.001

155 19.3 0.47 0.85

0.004
0.080
0.080
0.001

5.6 [E27410851661] 0.000

0.000
0.054
0.054
0.000

4.9 [2414101641085) 0.001

45.1 20.2 0.39 0.55 0.007

4.2 1.00 0.080
0.080
0.001

77.5
22,5 143 048 0.77

0.58
0.55
1.00
0.92
0.99
0.97

0.922
0.555
0.438
0.134
0.716
0.068
0.431
0.987
0.879
0.068

0.67
0.99
0.99

0.269
0.018
0.009
0.009
0.269

0.488
0.159
0.021

380 -5.0 0.62
45.1 0.55

169 15.3 0.49 0.83

506 (40410541038 0021

394 10.1 0.46 0.61 0.488

(p=)

0.001 |88 1.7

0.004 03 0.2
0.159
0.159
0.001

0.000 288 3.3

0.000 0.0 0.0
0.085
0.085
0.000

0.001 128 15

0.010 04 0.2
0.159
0.159
0.001

03 0.1

0.0 0.0

0.5 0.2

1.000
0.649
1.000
0.183 0.5 0.2
1.000 [ 0.1
0.140
0533
1.000
1.000
0.140

1.0 0.6
12 07

1.1 06
0.8 0.6
0.8 0.1

0.527
0.024 04 0.2

0.020 [ISH 13

0.010 04 0.1
0.527

0.530 1.2 0.7

0.163 8 0.8

0.026 04 0.2

0.026 [l 1.1

0.530 0.7 0.4

M-H
(p=)

1C95%

7.3
0.7

0.001
0.005
NA|
NA|
0.6 0.001
212.2
0.3

0.001
0.003

NA|

NA|
0.3 0.001
5.1
0.8

0.001
0.007

NA

NA|
0.7 0.001
1.9
22

0.922
0.554

NA|
0.139
0.718

NA|
0.431
0.987
0.879

NA|

13
27.1

3.3
18
9.3

NA|
0.020
0.011
0.011

NA

0.9
6.9
0.8

23
2.8
0.9
49
1.5

0.487
0.159
0.023
0.023
0.487

Frecuencia de portadores (i); proporcion (%); diferencia maxima (D max); exactitud (EXC); indice de
falsos negativos (IFN). La seleccidn de alelos y genotipos individuales (resaltados en colores azul y rosa)
se realiz6 basados en los siguientes puntos de corte: Dmax>10, EXC>0.5, IFN<0.5, RM>1.5 y MW<0.05.
Prueba U de Mann Whitney: * p<0.05, ¥ p<0.01y ¥ p<0.001 no-DMT2 vs. DMT2.
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Tabla 6b. Distribucidn de las frecuencias alélicas y genotipicas (N=189 sujetos) (cont.)

IL10:c.-627T>G
IL10:c.[-627TT]
I1L10:c.[-627TG]
IL10:c.[-627GG]
1L10:c.[-627T]
I1L10:c.[-627G]

IL10:c.-854T>C
IL10:c.[-854TT]
I1L10:c.[-854TC]
IL10:c.[-854CC]
1L10:c.[-854T]
IL10:c.[-854C]

IL10:c.-1117A>G
1L10:c.[-1117AA]
IL10:c.[-1117AG]
I1L10:c.[-1117GG]
IL10:c.[-1117A]
IL10:c.[-1117G]

IL12B:c.*159A>C
IL12B:c.[*159AA]
IL12B:c.[*159AC]
IL12B:c.[*159CC]
IL12B:c.[*159A]
IL12B:c.[*159C]

TNF:c.-488G>A
TNF:c.[-488GG]
TNF:c.[-488GA]
TNF:c.[-488AA]
TNF:c.[-488G]
TNF:c.[-488A]

LTA:c.-10+90A>G
LTA:c.[-10+90AA] *

LTA:c.[-10+90GG]
LTA:c.[-10490A]
LTA:c.[-10+90G] *

No-DMT2

n=

118

118

118

118

117

118

i=

16
68
34
100
136

27
66
25
120
116

69
45

183
53

38
58
22
134
102

104
12

220
14

58
46
14
162
74

%li )=

13.6
57.6
28.8
42.4
57.6

229
55.9
21.2
50.8
49.2

58.5
38.1

3.4
77.5
225

32.2
49.2
18.6
56.8
43.2

88.9
10.3
0.9
94.0
6.0

49.2
39.0
11.9
68.6
314

71

71

71

71

71

71

1C95%

DMT2 ESTADISTICAS
i= %li)= D EXC IEN Ty Fisher
(p=) (p=)
5 70 0.169 0233 0.5 02
49 69.0 0.119 0.125 [l 0.9
17 239 0.466 0.502 0.8 0.4
59 415 0.466 0502 1.0 0.7
83 585 0.169 0233 1.0 0.7
16 225 0.956 1.000 1.0 0.5
38 535 0.748 0765 0.9 05
17 239 23|88 0.76 0.660 0719 12 056
70 493 16 0.49 051 0660 0.719 09 0.4
72 507 -1.6[J0BINOMS 0956 1.000 1.1 05
41 57.7 0922 1.000 1.0 05
27 380 0.988 1.000 1.0 0.5
3 42 0.769 1.000 13 03
109 7638 0.769 1.000 1.0 0.2
33 232 0.922 1.000 1.0 06
32 45.1[E121000%88 0.55 0077 0.088 [l 0.9
28 394 97 0.47 061 0.195 0228 0.7 0.4
11 155 32087 05 0582 0693 08 04
92 648 -8.0 0582 0693 14 06
50 352 8.0 0.49 0.65 0077 0.088 07 03
67 94.4 0.205 0.205 12 0.7
4 s6 0272 0419 05 02
0 00 0.436 1.000
138 972 0.436 1.000
4 238 0.205 0295 0.5 0.1
24 338 153 0.44 0.66 0.040 0049 05 0.3
43 606 0.004 0.004 2 13
4 s6 0.159 0204 0.4 0.1
91 64.1 0.159 0204 08 07
51 359 0.040 0.049 12 10

- 14
- 30
- 15
- 2.5
- 59

0.175
0.120
0.466
0.466
0.175

- 20
- 1.6
- 24
- 1.7
- 2.1

0.956
0.747
0.659
0.659
0.956

- 1.8
- 1.8
- 58
- 37
- 19

0.922
0.988
0.769
0.769
0.922

- 3.2
- 1.2
- 18
- 2.8
- 11

0.077
0.195
0.581
0.581
0.077

- 6.7 0.213
- 1.7 0.278
- NA
- NA|
- 1.5 0.213

- 1.0
- 44
- 14
- 7.1
- 3.5

0.040
0.004
0.167
0.167
0.040

Frecuencia de portadores (i); proporcion (%); diferencia maxima (D max); exactitud (EXC); indice de falsos
negativos (IFN). La seleccidon de alelos y genotipos individuales (resaltados en colores azul y rosa) se realizd
basados en los siguientes puntos de corte: Dmax>10, EXC>0.5, IFN<0.5, RM>1.5 y MW<0.05. Prueba U de
Mann Whitney: * p<0.05, 1 p<0.01y  p<0.001 no-DMT2 vs. DMT2.
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Tabla 7. Seleccién de genotipos y alelos individuales (N=189 sujetos).

No-DMT2 DMT2 ESTADISTICAS

. . . . M-W Fisher
n= i= %(i)= n= i= %(i)= Dmax EXC IFN b=) (=) RM 1C95%

118 72 610 71 60 84.5[E29050015610:85| 0.001 0.001[888| 1.7 - 7.3 0.001
84 712 70 98.6 [2AN05500:08 0.000 0.000 288 3.8 - 212.2 0.001
36 305 39 54.9 824005649045 0.001 0001028 15 - 5.1 0.001
85 72.6 63 83.7 IGMNOBIN0NE 0.009 0.010 8 13 - 6.9 0011
119 504 86 60.6[S10MN0BAN089 0.021 0026085 1.1 - 49 0.023

46 39.0 43 60.6_ 0.004 0.004- 13 - 4.4 0.004

Frecuencia de portadores (i); proporcion (%); diferencia maxima (D max); exactitud (EXC); indice de
falsos negativos (IFN). La seleccion de alelos y genotipos individuales se realizé basados en los
siguientes puntos de corte: Dmax>10, EXC>0.5, IFN<0.5, RM>1.5 y MW<0.05. Prueba U de Mann
Whitney: * p<0.05, T p<0.01 y ¥ p<0.001 no-DMT2 vs. DMT2.

IL1A:c.-949C>T

IL1B:c.315C>T

IL1B:c.-583T>C

IL6:c.-237C>G

IL8:c.-352A>T

LTA:c.-10+90A>G

Tabla 8. Asociaciones del marcador aditivo.

Modelo para salud periodontal (n=43)

Marcador
0 Total RM RR VPN VPP
DMT2 3 9 12 42 18 0.86 041
No-DMT2 IR CEEEEY N SNS ESP EXC IFP IFN
Total 21 22 43 0.75 0.58/0.63 0.42}0.25

Modelo para periodontitis generalizada (n=118)

Marcador
Total RM RR VPN VPP

DMT2 8 37 45 79 2.2 0.85 0.58

No-DMT2 CWYARREN SNS ESP EXC IFP IFN

Total 54 64 118 0.82 0.63 0.70 0.37]0.18
No-DMT2: no diabéticos; DMT2: diabetes mellitus tipo 2; SP:
Salud Periodontal; PG: Periodontitis generalizada; RM: razén
de momios; RR: indice de riesgo relativo; VPP: valor predictivo
positivo; VPN: Valor predictivo negativo.
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Tabla 9. Proporciéon promedio (% de cuentas bacterianas totales + EEM) de especies
individuales en muestras de placa dentobacteriana subgingival de 189 sujetos de estudio
(no-DMT2 n=118 y DMT2 n=71).

Proporcién

. georgiae

. israelii

. naeslundii
. viscosus

. anginosus

. gordonii

. intermedius
. mitis

. oralis

nun i L n un>x>>>2>>2>

. sanguinis

A. odontolyticus
V. parvula

C. gingivalis

C. ochracea

C. sputigena

E. corrodens

C. gracilis

C. rectus

C. showae

F. nucleatum

F. periodonticum
P. intermedia
P. micra

P. nigrescens

S. constellatus
P. gingivalis

T. denticola

T. forsythia
A.a.

S. noxia

C. matruchotii
E. saburreum

E. sulci

G. morbillorum
L. buccalis

N. mucosa

P. acnes

P. endodontalis
P. melaninogenica
S. artemidis

No-DMT2 DMT2
Media EEM Min Max Media EEM Min

M-W: Prueba U de Mann Whitney: * p<0.05 (color verde), ¥ p<0.01 (color naranja) y ¥ p<0.001
(color rojo) para no-DMT2 vs. DMT2. A. a.: Aggregatibacter actinomycetemcomitans stp.ay b.
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Tabla 10. Niveles promedio (cuentas bacterianas x 105 = EEM) de las 40 especies individuales en muestras de placa
dentobacteriana subgingival de 177 sujetos de estudio (SP no-DMT2 n=63, SP DMT2 n=13, PG no-DMT2 n=62 y PG
DMT2 n=39).

SP no-DMT2 (n=63) SP DMT2 (n=13) PG no-DMT2 (n=62) PG DMT2 (n=39) Kruskal Wallis
Media (EN Rango MediaEEM Rango Media EEM  Rango MediaEEM Rango no-DMT2 vs DMT2

A. georgiae 15 03 0.0 - 103 3.2 1.2 0.7 - 131 21 0.6 0.0 - 20.9 6.3 1.1 0.0 - 363
A. israelii 48 0.7 0.0 - 26.2 108 54 2.0 - 744 50 09 00 - 272 10.7 1.9 0.7 - 535
A. naeslundii 8.9 1.2 0.2 - 455 135 3.0 34 - 424 99 19 00 - 785 135 2.1 24 - 59.6 0.0002767
A. viscosus 6.8 13 0.1 - 603 15.2 46 43 - 62.9 89 15 00 - 528 126 2.2 23 - 786
S. anginosus 26 05 00 - 215 6.2 13 04 - 16.0 23 05 0.0 - 27.8 84 11 0.7 - 27.7
S. gordonii 29 06 00 - 36.2 6.5 19 05 - 247 20 03 00 - 9.0 56 0.7 0.2 - 221
S. intermedius 3.2 1.0 0.0 - 60.1 40 08 1.4 - 10.7 19 04 00 - 173 59 0.7 0.1 - 19.6
S. mitis 4.9 1.0 0.0 - 36.8 6.3 09 28 - 152 27 05 0.0 - 163 9.0 0.8 2.1 - 27.2
S. oralis 34 10 00 - 61.2 6.1 1.1 1.8 - 13.8 3.0 0.6 0.0 - 213 96 13 0.0 - 324
S. sanguinis 3.0 05 00 - 243 9.6 2.7 09 - 394 4.0 09 0.0 - 45.0 9.2 09 04 - 249
A. odontolyticus 2.8 1.1 0.0 - 69.5 24 0.7 03 - 99 24 0.8 0.0 - 433 39 05 0.0 - 155
V. parvula 10.7 2.1 0.0 - 8.5 219 39 49 - 451 80 1.4 00 - 516 246 25 05 - 810
C. gingivalis 3.7 09 00 - 551 48 09 1.0 - 13.2 33 09 0.0 - 49.2 51 08 0.0 - 273 0.0000318
C. ochracea 21 05 00 - 173 39 15 06 - 218 14 03 00 - 113 5.6 1.1 0.0 - 435
C. sputigena 25 05 00 - 215 6.1 1.7 2.7 - 26.7 19 04 00 - 236 6.8 1.1 0.0 - 35.8
E. corrodens 52 08 0.0 - 320 70 11 09 - 173 3.7 05 0.0 - 195 73 1.0 0.0 - 240 0.0000717
C. gracilis 13 03 00 - 116 34 08 0.0 - 89 1.0 0300 - 158 58 1.1 01 - 354
C. rectus 1.7 03 0.0 - 11.8 3.3 09 0.6 - 109 1.7 0.2 00 - 101 42 06 0.2 - 175
C. showae 1.7 05 0.0 - 30.3 40 11 0.6 - 13.7 1.7 0.7 0.0 - 40.8 29 04 00 - 101
F. nucleatum 40 0.7 0.0 - 26.2 83 24 11 - 335 44 0.7 00 - 328 10.2 1.2 2.0 - 387
F. periodonticum 59 14 00 - 758 46 0.7 16 - 10.1 43 07 00 - 263 65 09 00 - 231 0.0065504
P. micra 44 09 0.0 - 45.2 69 2.0 06 - 293 42 1.0 00 - 369 140 2.1 1.0 - 70.6
P. intermedia 5.3 1.1 0.0 - 485 7.2 21 05 - 240 6.2 10 0.0 - 455 138 2.4 0.5 - 66.8

P. nigrescens 52 10 0.0 - 355 6.9 15 19 - 20.2 44 09 0.0 - 555 153 2.0 0.1 - 643
S. constellatus 27 04 00 - 124 5.0 0.8 23 - 126 30 0500-255 89 1115 - 317
P. gingivalis 39 06 00 - 229 43 09 0.2 - 118 84 12 00 - 571 103 1.2 0.7 - 295 0.0009632
T. forsythia 113 23 0.0 - 918 76 18 06 - 213 108 2.0 00 - 616 93 13 14 - 449 0.0167182
T. denticola 36 0.7 0.0 - 317 55 1.2 0.7 - 13.0 38 0500-211 53 08 0.1 - 245 0.0017309
A.a. 09 02 0.0 - 10.6 19 09 0.1 - 11.8 1.2 03 0.0 - 122 19 0.2 0.0 - 67
S. noxia 18 04 00 - 174 34 16 0.2 - 222 1.1 04 00 - 212 38 0503- 118
C. matruchotii 92 13 00 - 494 151 52 14 - 742 111 16 0.0 - 69.7 16.5 24 44 - 87.7 0.0000470
E. saburreum 62 12 00 - 639 15.0 58 46 - 82.1 6.2 1.7 00 - 77.7 126 1.3 0.7 - 40.7
E. sulci 51 14 00 - 734 49 10 13 - 127 34 09 00 - 455 53 09 0.0 - 329 0.0000324
G. morbillorum 49 09 0.0 - 475 6.6 1.5 1.3 - 209 39 0.7 00 -326 80 09 0.2 - 269
L. buccalis 3.7 05 00 - 189 6.6 15 0.2 - 20.8 64 20 00 - 9.0 134 2.7 0.0 - 746
N. mucosa 50 14 0.0 - 86.8 7.0 0.8 3.1 - 134 29 0500 -203 84 16 0.2 - 549
P. endodontalis 08 03 00 - 157 1.8 05 00 - 57 07 0300-200 09 0200- 50
AL 4.6 0.7 00 - 24.4 53 09 06 - 135 37 08 0.0 - 308 10.0 1.2 0.0 - 35.2
P. acnes 16 03 0.0 - 105 35 14 03 - 193 1.8 0500 -242 47 11 01 - 382
S. artemidis 22 04 0.0 - 15.0 3.2 0.7 0.7 - 8.1 1.1 03 00 - 180 4.7 05 0.1 - 124

Prueba de Kruskal Wallis: p<0.05 (color verde), p<0.01 (color naranja) y p<0.001 (color rojo) para las comparaciones de grupos
no-DMT2 y DMT2.




Tabla 11. Niveles promedio (promedio de las frecuencias relativas 1-5) de sefiales positivas en HOMIM
en 41 muestras de sujetos con DMT2 (n=22).

Niveles promedio

Sonda DNA / HOT Sonda DNA / HOT SP =25 PC
Abiatrophie defectiva HOT-389_AF34 Mycoplosma salivarium HOT-758 A0 038 (7]
Actinabaculum sp. HOT-183_AABS wesseria Cluster_045 048 017
Actinomyces Cluster ACS Weisseria flavescens HOT-610 AG7D 02 (Y]
Actinamyees georgiae HOT-617_AGOL Wetsseria rafls HOT-014 / Eikenefia sp. HOT- [ om
Actinomyces georgiae HOT-617_AG02 eisseria pharyngis HOT-729_ADGE o0 017
Actinomyces gerencseriae HOT-618_AGO3 eisserla pharyngis HOT-724_AGTL [ 015
Actmamyces sracil HOT-645_ AGD4 o eisseria subfiava HOT-476_AGT3 008 029
Actinamyces israelii HOT-645_AGDS oos Ochroboctium anthropt HOT-544_AB24 [X] 054
i meyert HOT-671/ HOT-T01_AGER o Oribacterium sp. HOT-078,372_AR27 [E:] oo
Actinamyces agestundii HOT-176_AC71 o3 Parvimanas micra HOT-111 AG7E [X] [
Actinamyees naestundi || HOT-688_AGDT Qo0 Peptastreptacaccaceae [11][G-4] sp. HOT-103,369_AB49 04 as0
Actinomyces sp. HOT-169_ADES Qo0 Peptostreptococcatese [11][G-7] sp. HOT-081_kss 02 o
Actinomyces sp, HOT-170_ AGO3 000 Peptostreptococanceae [13][G-1] sp. HOT-113_ADO? ° 0.8
Actinomyces sp. HOT-170_AGID acs Peptostreptococcacee [13][G-1] sp. HOT-113_AGa2 0 013
Actinomyces sp, HOT-170_T61 05 Peptostreptococcacede [13][G-1] sp. HOT-113_AGES o 025
Actinomyces sp. HOT-448_ACE9 008 Peptastreptacoccncee [13]|G-1] sp. HOT-113_AGB4 0 on
Actinampces sp. HOT-175,893_AG11 Qoo Peptostreptococcacese [13][G-1] sp. HOT-113_P72 LX) L)
Aggregalibacter actinomycelemeomitans HOT-531_PO2 Qo0 Peptostreptocuccus siomatis HOT-112_AGET [X>] 054
s HOT-762/ sp. HOT-512_ ARTE e HOT.283/ sp. HOT-279_N35 [E>) en
tannerae HOT-466_ABD3 0o s HOT-273/. sp. HOT-285, 3% W78 12 ors
Anaeroglobus geminatus HOT-121_ AASE oz Porphyromonas endodontalis HOT-273_AGER 0.4 (L]
Anaeroglobus geminatus HOT-121_ AG13 004 Porphyromonas gingivalis HOT-619_AASS o2 0.0
Atopobivm parvulum HOT-723_X29 Lt Porphyromenas qingivais HQT-619_Xx1. 14 053
Atopabivm rimae HOT-750_K24 oo Porphyromonas sp. HOT-272_Q93 144 038
Atopobivm rimae HOT-750 %12 oos Prevatello Clusterll_AA4 [ 033
Barteridaceae [6-1] sp. HOT-272_X17 a9 Prevoteila denticols HOT-291_K73 ox 017
Baclervidoles [6-2) sp. HOT-274_AG14 LET] Prevotefts histicola HOT-298 / Frevolella melaninvgenica HOT-269_TEL 0.8 (X
Barteroidoles [6-2] sp. HOT-274_AG1S Qoo Prevoteila ntermedio HOT-643_AB92 (2 017
Bacteroldales [G-2)] sp. HOT-27%_X57 ox Prevotefta intermedia HOT-643 ADOS 0z (1
HOT-630_Ng1 oo Prevotetta intermedia HOT-643_L18 [ 0.0
Bacteroideres [G-3] sp. HOT-781,365_AG17 038 Prevotelts ioescheir HOT-658 f Prevotetta sp. HOT-317,472_¥6S 02 oo
Bergepella sp. HQT-222_ADB4 o Prevatella maculosa HOT-289_ACSA (X4 oo
Bifidobacteriaceoe Cluster|_FAY a1 Prevotells mefoninogenico HOT-463_AGS2 0 Y]
Bifidobacterium dentium HOT-588_ARG2 ['E) Prevotella nigrescens HOT-693_WAD [ om
diminulo HOT-530_AC30 Qo0 Prevotelta oris HOT-311_AGS [ L]
HOT.575 / £ HOT.748 Té6 033 Prevoteits oris HOT-311_AGDS. 072 650
concisus HOT-575 / ectus HOT-748_X36 Rt] Prevotefia oris HOT-311_AGSS 036 017
HOT-575_046 azs Prevoteiln oulora HOT-288 AGST 048 029
Campylpbacter concisus HOT-575 %33 o Prevotelin oulora HOT-283 AGOS 1 0.67
[ HOT-580/ C rectus HOT-748/ C howae HOT-763_Ta7 038 Prevatella pallens HOT-714  Prevateila sp. HOT-310_RE7 008 (Y]
c HOT-580, C HOT- 748/ C HOT-763 X371 oz Prevoteila pallens HOT-714_AG39 oo oo
Campylebucter gracilis HOT-623_004 1] Prevotefta paltzns HOT-T14_AHOL (1) [X]
Campylabacter showae HOT-763_ W36 an Prevoteila salvae HOT-307_AHO2 0 en
Campylobacter showae HOT-763_X35 o3 Prevotelly sp. HOT-252_ACS3 0.0 013
Capnocytophaga ginghvalis HOT-337_004 Q.00 Proplonibacterium proplonicum HOT-739_ABTL 032 015
Capnocytophage gingivolis HOT-337_X23 025 Propionibacterium propionium HOT-739_ABTZ 064 017
Capnocytophago granuiosa HOT-325_AG23 [ Pseudomonas Cluster_0% ° LY
Capnocytophago ieadberters HOT-379_AG?4. 0se Psevdoramibacter atactolyticus HOT-538_AR70) (1 oo
Capnocytophago ieadbetteri HOT-329_008 os7 Pyramidobacter piscolens HOT-357_AH1Z o L]
Capnocytophaga ieadhetters HOT-329_Ys1 Qo0 Pyramidobacter piscolens HOT-357_AHI3 008 om
HOT-700/ C¢ sp. HOT-323,326,864_Y88 004 h HOT-587 Rt HOT-681_E52 22 %]
Capnocytophaga sp. HOT-326_AG26 0o Rathia dentocariosa HOT-587_WoY 0.8 (1]
Capnocytophaga sp. HOT-326 009 Qo0 Rothia dentocartose HOT-S87 W98 008 o
Capnocytophaga sp. HOT-335_AG27 oos Rothia muclaginosa HOT-681_ABSZ 04 013
2 igene HOT-775 / sp. HOT-324_AG25 0o Rothia muckagincsa HOT-681_ARS3 048 013
Capnocytophaga sputigene HOT-T75_AC1S an |Scordovia wiggsiae HOT-195_Q56 osz LX)
Cardiobatterium hominis HOT-633_AD1S o Selenomonas artemidis HOT-124_AH1S Y] (Y]
Cardiobarterium hominis HOT-623_ 097 as0 Selenomonas fluegge HOT-125_AH1E [ [
Cardiobactenium valvulum HOT-530_ADT3 0.0 Sefenomonas infelis HOT-839 / Sefenomanus sp. HOT-126,478,481_AC13 032 o0
HOT-540_ ADBD Q00 infelbr HOT-639 f sp. HOT-126,479,481 054 [ 017
Catonefia morbi HOT-165/ Catonetia sp. HOT-164 056 021 Sefenomenas noxia HOT-130/ Setenomonas sp. HOT-140_ ACOY o 008
Ctossridlinies | F-2](G-2] sp. HOT-085_R31 Qo0 Sefenomonas sp. HOT-134,442 Y73 008 o0
Corynebacterium matruchoti HOT-666_AG29 000 Setenomonas sp. HOT-136,149,478_ABS1 04 013
Corynebacierium matruchotil HOT-665_AG30 000 Sefenomonas sp. HOT-135 146,502 Q52 [ o0
Desulfabulbus sp. HOT-041 K70 a5 shuttleworthic satelles HOT-09_AH24 sz es0
Dialister invisus HOT-118 AG32 LT Solobacterium moorei HOT-678_ACOL 0.8 [X]
Dlaitster fnvisus HOT-118 AG33 629 Soiobacterim mooret HOT-678_AC02 (] 025
Dialtster preutnosintes HOT-736_AG34 038 SRIIG-1] $p. HOT-345 AHZ7 0.0+ (1)
Dialister pneumosintes HOT-T36_X78 046 SRIG-1] sp. HOT-345,874_ACT2 048 038
Fi HOT-577 King HOT-582 / Xingeflo sp. HOT-012_ADS8 008 SRI[G-1] sp. HOT-345,875_ACT3 036 004
Enterocaccus faecalis HOT-604_N28. Qoo Stenatrophomonos mottaphiia HOT-663_ABES 02 oo
Eubacterium [11][6-1] infirmum HOT-105_AG23 ') stenotrophomonas makephila HOT-663_ABEE ooe o
Eubacterium [11)[6-1] infirmem HOT-105 Y45 021 |Stomatobocutsm sp. HOT-097_AGSS 02 e
Eubacteriurm [11][&-3] brachy HOT-557_AC03 ani Stamatobocufum sp. HOT-097_AGEL 016 1]
Eubacteniuin [11][6-3] brochy HOT-557_0a7 aos HOT.543 / HOT-622_F49 EEY] 2%
Eubactenium [11][6-5) saphenum HOT-753_AAT1 oos HOT:543, 2 HOT-622 X11 03 129
Fubacterium |11]L6-6] minutum HOT-673_AGAA Q00 Streptococeus australis HOT-073_AH32 16 117
Eubacterium [11](G-6] minutum HOT-673_AG4S 004 Streptococeus ustralis HOT-073_AH33 [5F] o0
Fubacterium[11)(6-5] nodarum HOT-634_V46 [ie1] Streptococeus Cluster_ARS 06 013
Eubacterium [11][6-7] yurit HOT-377 / Peptostreptococcaceas [11)[6-7] sp. HOT-106_Wea 125 HOT-576/ HOT.604_ABT7 om 1m
Fiifactor afocis HOT-539_AAGS or HOT-576/ HOT-644_Fag. 24 1m
Fretbacterum Cluster D0 a8 Streptococeus eonsteltotus HOT-576 AH34 036 015
Fretitaclerium fastidiosum HOT-363_AG4? 0.0 Streplococeus eristolus HOT-578_AA4T 136 050
Frecibacterium sp. HOT-359  Fretibacterium sp. HOT-362_ACS3 ) Streptococeus eristaius HOT-578_AbSS o4 017
Fretibacterium sp. HOT-360_AGS8 LU Streptococeus gowne! HOT-584 ADGE 024 o0
Fusobocterium Cluster_AEGL 11 Streprocaceus infantis HOT-638 / Smeprococcus sp, HOT-065_AH3S. 008 008
Fusobacterium nucieatum subsp. animalis HOT-420_ AGSD Qoo streptacoccus infantis HOT-638 Streptococcus sp. HOT-085 Y72 04 0z
Fusobocterium periodonticum HOT-201 R20 on iz bv2HOT-398/ sp. HOT-069_084 14 125
Gemeila haemolysans HOT-626., Gemella sanguints HOT-757_Ke3 ns2 streptacoceus mitis bvz HOT-398_AH36 12 121
(Gemelle haemolysans HOT-626 AGSL EXE] Streptacoceus mutons HOT-686_ACST oz ow
(Gemeita morbilonsm HOT-046_ABOD 046 Streptococeus muutens HOT-586_X04 0.2 0.8
& HOT-534/ gons HOT-596_W81 100 Streptococeus orolis HOT-707/ Straptococcus sp. HOT-064. 146 316 233
Granuicatetia adiacens HOT-534 AB3D 063 1HOT-721/. 11 HOT-411 / HOT-057 V77 0.68 0.08
Gronuficatetia eiegans HOT-59%_AR2B Qoo | HOT-721/. $p. HOT-CS7_AH3T 052 o0s
Granuficatelia elegans HOT-596_AB29 oo us HOT-755/ HOT-g21/ sp. HOT-067_E34 14 o
Hoemophitus parainfluenzae HOT- 718_W79 11 Streptacaceus sobrinus HOT-768_050 04 [
Helicobacter pylor HOT-B12_AGSA Qo0 Streptacoeeis sp. HOT-DT0,071_NZD 136 158
Kingeha denitrificans HOT-582_Wwan Qo0 Tannerehia forsythiz HOT-B13_XS6 128 .13
Kingeha denitrficans HOT-582 )41 Q00 Tannerella sp. HOT-286_AHAD 04 [
Kingefla oralis HOT-F06_AATT o TMPIG-1] sp. HOT-347 / TM7[G-2) sp. HOT-350_Y77 124 054
Kingeta oralis HOT-706_085 a3 TMIIG-1] sp. HOT- 346, 347_AH43 197 09
Klebsiella preumoniae HOT-731/ Kiebsiello preumaonia subisp. ozaenae HOT-735_AGSS a0 TMIG-1] sp. HOT-326,349_WBS 176 (¥
HOT-082/ HOT-404_ABSO. Lt TMIG-5] sp. HOT-356_AH42 08 050
b HOT.494 W21 aos TMT|G-5)] =p. HOT-256,427_032 o (Y5
tachnospiroeear [G-2) sp. HOT-086_AATD o Treponema Cluster 1|_ACA3 ° o0
tachnosplroceae|G-2] sp. HOT-096_R28 Qo0 Treponema denticola HOT-584_040 1 046
Lachnospirceae|G-3] sp. HOT-100_AGS? 000 Treponema lecithinolytioum HOT-653_ABOT 04 05
tachnospiraceac|G-3] sp. HOT-100_AGS 000 Treponema maltophitum HOT-664_G01 096 079
] 5p. HOT-080_AAES Q00 Treponenma medium HOT-667_ W76 016 004
 HOT-615/ 19 Vs aos Trepanema parvum HOT-T24_ AC39 06t 029
I HOT-839 HOT-756_AB14. 042 Treponema sp. HOT-228_AH4G 0 [
Lactococeys huctis HOT-304_AB1L oo Treponema sp. HOT-231 ACAS oz [XE]
Lautropia mirabills HOT-022_Xdd a9 Treponema sp. HOT-257_AHAS [ [+
Leptotrichia bucesfis HOT-563_AG6A Qo0 Treponema sp. HOT-237,242_F89 06 en
Leptotrichia uccais HOT-563_AGES 000 Velionellz otypica HOT-524_Wes (7] 013
teprotrichia hofstadit HOT-224  Leptotrichio sp. HOT-223 Y55 e Velllonellz dispor HOT-160/ Veilonelts parvria HOT-161_0§7 152 050
Lepiotrichia hofstadii HOT-224_AGEG ooo Veilioneila sp. HOT-780_ADC2 oz oo
teprotrichiaceae [G-1] sp. HOT-210,220_ A7 a3 Vellonellz sp. HOT-780_AHAE (1 LY
Megasphoera micronuciformis HOT-122 28 are Veilonefiaceae [G-1] sp. HOT-155_ABS3 o e
Mitsuokellz sp. HOT-131_AGES: a0 Vellonedlrceae [G-1] sp. HOT-155_AF96 04 o
Mitsuokelle sp. HOT-131 X72 Qo0 Vellnelizceae [G-1] sp. HOT-129,135, 148 W6 036 029
Moglbacterium timidum HOT-042_AB2S 000 Velionelizceae [G-1] sp. HOT-129,150_AF97 04 017
Moglbacierium timidum HOT-042_AB2E Qo0 Velibnelizceae [G-1] sp. HOT-132,150 Y0 [ 017
Myeoplasma favcium HOT-606_NA0 0.08

Sondas DNA / HOT: Human Oral Taxon; SP: Salud periodontal; PG: Periodontitis generalizada.
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FIGURAS

Especies de
Actinomyces

V. parvula
A. odontolyticus

S. mitis
S. oralis
S. sanguinis

Streptococcus sp. P. gingivalis

S. gordonii

4 d T. forsythia
S. intermedius

T. denticola

E. corrodens
C. gingivalis
C. sputigena
C. ochracea

C. concisus . )
A. actino a A. actinomycetemcomitans b

S. noxia

Figura 1. Representacion de las asociaciones entre especies bacterianas que colonizan la placa dentobacteriana subgingival. Los
complejos amarillo, morado, verde y azul son especies consideradas primordialmente como “colonizadoras primarias” o especies
compatibles con salud periodontal. El complejo naranja esta compuesto principalmente por “colonizadores puente” o especies
periodontopatégenas putativas y el complejo rojo por “colonizadores tardios” o especies periodontopatdégenas reconocidas
(Socransky, Haffajee et al. 1998, Socransky and Haffajee 2005).
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P. gingivalis
T. forsythia
T. denticola

Campylobacter sp.
Fusobacterium sp.
Prevotella sp.

P. micra

E. nodatum

S. constellatus

V. parvula
A. odontolyticus

Capnocytophagasp. Actinomyces sp.
E. corrodens

A.a.a
Streptococcus sp.

Figura 2. Pirdmide ecologica en la placa dentobacteriana subgingival en condiciones de salud periodontal. Los complejos amarillo,
morado, verde y azul son especies consideradas primordialmente como “colonizadoras primarias” o especies compatibles con salud
periodontal. El complejo naranja estd compuesto principalmente por “colonizadores puente” o especies periodontopatégenas
putativas y el complejo rojo por “colonizadores tardios” o especies periodontopatdgenas reconocidas (Socransky, Haffajee et al. 1998,
Socransky and Haffajee 2005).
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Poblacion total de estudio N= 189

(no-DMT2 n=118 y DMT2 n=71)

Evaluaciéon genética: Analisis microbiolégico
variaciones de 12 citocinas exploratorio por Checkerboard
Sujetos no clasificados Asociacion de modelo aditivo con DMT2 y Periodontitis

periodontalmente

NC n=12

Descartados

Andlisis subgingival por Checkerboard: cuentas, prevalencia y proporcién de 40 cepas bacterianas

Sujetos no diabéticos Sujetos no diabéticos Sujetos diabéticos con
con salud periodontal con periodontitis periodontitis
SP no-DMT2 n=63 PG no-DMT2 n=62 PG DMT2 n=39

Bioquimica sanguinea: HGA1c y perfil lipidico
| |
Sujetos PG DMT2 n=13

16 muestras sitios Sy P

Analisis subgingival por HOMIM para 379 sondas DNA

Figura 3. Diagrama de disefo y agrupacion de la poblacion de estudio. Estudio de tipo transversal y de casos y controles dénde se
evalu6 genéticamente a la poblacion total, ademads de realizarle una exploraciéon microbiolégica por Checkerboard a grupos de sujetos
no diabéticos (no-DMT2) y con diabetes mellitus tipo 2 (DMT2). Posteriormente, se evalud el modelo aditivo como perfil genético para
DMT?2 y su asociacion con Periodontitis. Los sujetos de estudio clasificados para Salud Periodontal (SP) y Periodontitis Generalizada
(PG) se sub agruparon y los sujetos que no clasificaran (NC) fueron descartados para el posterior andlisis microbiolégico. De los sujetos
con DMT2, se eligieron ademds a 22 sujetos para el analisis de sitios sanos periodontales (S) (NI>2mm) y con Periodontitis (P)
(NI<5mm), por medio de la técnica de Identificacion por Microarreglos del Microbioma Oral Humano (HOMIM).
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Figura 4. Imagen de una membrana de nylon en la que fueron procesadas microbiol6gicamente 28 muestras de placa dentobacteriana

de checkerboard para hibridaciones

écnica

de 40 especies bacterianas mediante la té

on

7
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subgingival para la identificaci
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No-DMT2

PAY 50% 75% 100%

Portadores

" IL1A:c.[-949CC]+ ™ IL1A:c.[-949CT]+ ™ IL1A:c.[-949TT]

No-DMT2

25% 50% 75% 100%

Portadores

* IL1RN:c.215-516(86)[4]+[4]  * IL1RN:c.215-516(86)[2]+[4]
™ |L1RN:c.215-516(86)[5]+[4] ™ IL1RN:c.215-516(86)[2]+[2]
¥ IL1RN:c.215-516(86)[2)+[5] ™ IL1RN:c.215-516(86)[2]+[3]

No-DMT2

25% 50% ey 100%

Portadores

¥ |L1B:c.[315CC]# ™ IL1B:c.[315CT]+ ™ IL1B:c.[315TT]

No-DMT2

0% 25% 50% 75% 100%

S e L |

Portadores

¥ |L6:c.[-237CC] ¥ IL6:c.[-237CG]* ™ |L6:c.[-237GG]

NO-DMTZ -
25% 50% 75% 100%

Portadores

¥ IL1B:c.[-583TT]# ™ IL1B:c.[-583TC]+ ™ IL1B:c.[315C]

No-DMT2

PEY 50% EY 100%

Portadores

¥ IL8:c.[-352AA] ¥ IL8:c.[-352AT] M IL8:c.[-352TT] *

Figura 5a. Graficas de mosaico que ilustran las diferencias en la proporcidn de portadores de los diferentes genotipos en la poblacidn total
de estudio N= 189 (no-DMT2 n=118 y DMT2 n=71) para las variaciones genéticas evaluadas. Prueba U de Mann-Whitney: * p<0.05, T p<0.01

y ¥ p<0.001.
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No-DMT2

25% 50% ey 100%

Portadores

¥ IL12B:c.[*159AA] ™ IL12B:c.[*159AC] ™ |L12B:c.[*159CC]

No-DMT2

25% 50% EY)

Portadores

¥ IL10:c.[-627TT] ¥ IL10:c.[-627TG] ™ IL10:c.[-627GG]

No-DMT2

25% 50% 75% 100%

Portadores

®IL10:c.[-1117AA] ™ IL10:c.[-1117AG] ™ IL10:c.[-1117GG)

No-DMT2

25% 50% 75% 100%

Portadores

¥ LTA:c.[-10+90AA] * ¥ LTA:c.[-10+90AG] t M LTA:c.[-10+90GG)

No-DMT2

25% 50% 75% 100%

Portadores

¥ IL10:c.[-854TT] ¥ IL10:c.[-854TC] M IL10:c.[-854CC]

No-DMT2

Portadores

¥ TNF:c.[-488GG] ™ TNF:c.[-488GA] ™ TNF:c.[-488AA]

Figura 5b. Graficas de mosaico que ilustran las diferencias en la proporcidén de portadores de los diferentes genotipos en la poblacidn total
de estudio N= 189 (no-DMT2 n=118 y DMT2 n=71) para las variaciones genéticas evaluadas (cont). Prueba U de Mann-Whitney: * p<0.05,

p<0.01vy ¥ p<0.001.
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Haplotipos candidato

IL1 A [-949CC] + IL1B:c.[315CC] + IL1B:c. [-583TT] + IL6:c [-237GG]
IL1A.[-949CC] + IL1B:c [315CC] + IL6=c.[-237GG] + ILB:c [-352A]
ILLA:C[-949CC] + IL1B:c.[315CC] + IL6:c [-237GG] + LTA: [-10+90AG]
IL1Bc [315CC] + IL1B:c [-583TT] + IL6:c [-237GG] + IL8:c [-3524]

IL1B:c.[315CC] + IL6:c [-237GG] + IL8:c [-352A] + LTAc [-10+90AG]

Modelo aditivo (2 o mas de los anteriores)

Modelo aditivo (1 o mas de los anteriores)

©
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[N

4 3
No. de combinaciones

28
18

11
15
42

102 71
237
153

7.6

93
12.7
35.6

30
43
33
30
29
42
58

60.6
46.5
423
40.8
28.2
81.7

-36.8 061 0.70
-31.2 046 0.70
-34.6 042 0.74
-31.5 041 0.72

ESTADISTICAS

M-W  Fisher

N b=) (p=)

0.39 0.000 0.000
0.54 0.000 0.000
0.58 0.000 0.000
0.59 0.000 0.000

-46.4 0.59 0.77 041 0.000 0.000
-46.1 0.82 071 018 0.000 0.000

494
482
886
572
9.94
807

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

-

-

DMT2
No-DMT2

No. de haplotipos

FRA
No-DMT2 DMT2

Figura 6. Grafica que muestra la separacién que se produce entre los en la poblacion total de estudio N= 189 (no-DMT2 n=118 y DMT2 n=71),
resultado de la aplicacién del modelo aditivo propuesto para marcar especificamente al grupo DMT2. El cuadro que se presenta en el extremo
inferior derecho presenta las frecuencias relativas acumuladas (FRA) que se producen al aplicar el modelo aditivo al conjunto de los 5
haplotipos. El punto de corte fue establecido en donde se produjo la maxima separacion entre los grupos (Dks) (1 o mas haplotipos). El
cuadro superior sintetiza las estadisticas de evaluacion relativas a cada uno de los 5 haplotipos y del modelo aditivo.
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Figura 7. Proporcion promedio (% de cuentas bacterianas totales + EEM) de las 40 especies individuales en muestras de placa
dentobacteriana subgingival de 189 sujetos de estudio (no-DMT2 n=118 y DMT2 n=71). Las proporciones fueron calculadas para cada
especie en cada muestra de placa, promediadas entre las 28 muestras de cada sujeto de estudio y posteriormente entre los sujetos de
cada grupo. Prueba U de Mann-Whitney: * p<0.05, ** p<0.01 y *** p<0.001, con ajuste de comparaciones multiples (Socransky and

Haffajee 1991). A. a.: Aggregatibacter actinomycetemcomitans.
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no-DMT2 (n=118) DMT2 (n=71)

MNA
1.3%

1.4%

Figura 8. Proporciones promedio (% de cuentas bacterianas totales + EEM) de complejos bacterianos en muestras de placa
dentobacteriana subgingival de 189 sujetos de estudio (no-DMT2 n=118, DMT2 n=71). Las 40 especies evaluadas fueron agrupadas
en 8 complejos de acuerdo con la descripcién de complejos bacterianos en la placa subgingival (Socransky, Haffajee et al. 1998,
Socransky and Haffajee 2005). Las proporciones fueron calculadas para cada complejo bacteriano en cada muestra de placa,
promediadas entre las 28 muestras de cada sujeto de estudio y posteriormente entre los sujetos de cada grupo. Prueba U de Mann-
Whitney: * p<0.05 y *** p<0.001, con ajuste de comparaciones multiples (Socransky and Haffajee 1991). NA: especies no-agrupadas.
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Figura 9. Niveles totales promedio (cuentas bacterianas totales x105 + EEM) de las 40 especies
bacterianas evaluadas en muestras de placa dentobacteriana subgingival de 177 sujetos de
estudio (SP no-DMT2 n=63, SP DMT2 n=13, PG no-DMT2 n=62 y PG DMT2 n=39). Los niveles
totales fueron calculados determinando los niveles para cada especie en cada muestra de placa,
promediados entre las 28 muestras de cada sujeto de estudio, obteniendo posteriormente la
sumatoria del promedio de cuentas de todas las especies evaluadas y finalmente el promedio
de las sumatorias entre los sujetos de cada grupo de estudio. Las diferencias entre los grupos
SP no-DMT2 y PG no-DMT2 no fueron estadisticamente significativas a diferencia del resto de

las comparaciones. Prueba U de Mann-Whitney: ** p<0.01 y *** p<0.001.




Cuentas X 10°

25

20

[N
(2]

[
o

[JSP no-DMT2 (n=63) SP DMT2 (n=13)
O PG no-DMT2 (n=62) O PG DMT2 (n=39)

;
{

(

YW IE L QS L2 9L 99 YD Y DT YY Y YU E E DD Y QLT D 58 F ETS EL T2 T oYy
= =] s = = = = = P = = =< O = & 2 = = [T
S T 2T 33 S2ETFT EIJTST IUIS ST T2 T 535S HESTE S -XSS5SS 3583 38T L e

S S 2 S C X B S O o g IS
223 g2 8ESs3Es2eseogcsesseEsggassse~eEr2sesscs 8 E

LR = : = = < < 0 S Ly =

E ¢ 23S Euv 385 32ES5Ed35 S5 2s s 2L oc w 2 SYS3ES DL S
o5 < 38 S £ 93 S e .30 3as gV TS e2geI s 2 2 . o & % 5
: S g S & £ “ s 29 &0 C G 2 3 gs§5 222 S 3 S 4 2 3 & S
< < % RS U 3 O S ¢ w = S o O X M g © g S )

. o [ [ . Y] ) L =

wvy Q vy #* |8 . Y

< - 3 © S

al

Y T Y T Y T T T

- Amarillo - Verde Naranja - NA Otros

Figura 10. Niveles promedio (cuentas bacterianas x 105 + EEM) de las 40 especies individuales en muestras de placa dentobacteriana
subgingival de 177 sujetos de estudio (SP no-DMT2 n=63, SP DMT2 n=13, PG no-DMT2 n=62 y PG DMT2 n=39). Los niveles totales fueron
calculados determinando los niveles para cada especie en cada muestra de placa, promediados entre las 28 muestras de cada sujeto de
estudio y posteriormente entre los sujetos de cada grupo. Diferencias entre los grupos SP y PG, prueba de Kruskal Wallis: *** p<0.001, con
ajuste de comparaciones multiples (Socransky and Haffajee 1991). La significancia de las diferencias entre los grupos no-DMT2 y DMT?2 se
presentan en la Tabla 10.
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Figura 11. Prevalencia promedio (% sitios colonizados * EEM) de las 40 especies individuales en
muestras de placa dentobacteriana subgingival de 177 sujetos de estudio (SP no-DMT2 n=63, SP DMT?2
n=13, PG no-DMT2 n=62 y PG DMT2 n=39). La prevalencia fue calculada para cada especie en cada
muestra de placa, promediadas entre las 28 muestras de cada sujeto de estudio y posteriormente entre
los sujetos de cada grupo. Prueba de Kruskal Wallis: * p<0.05, ** p<0.01 y *** p<0.001 para las
comparaciones entre grupos no-DMT2 vs. DMT2 y **¥%) p<0.001, para las comparaciones entre grupos SP
vs. PG, con ajuste de comparaciones multiples (Socransky and Haffajee 1991).
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Figura 12. Proporcion promedio (% de cuentas bacterianas totales + EEM) de las 40 especies individuales en muestras de placa dentobacteriana
subgingival de 178 sujetos de estudio (SP no-DMT2 n=63, SP DMT2 n=13, PG no-DMT2 n=62 y PG DMT2 n=39). Las proporciones fueron
calculadas para cada especie en cada muestra de placa, promediadas entre las 28 muestras de cada sujeto de estudio y posteriormente entre los
sujetos de cada grupo. Prueba de Kruskal Wallis: * p<0.05, ** p<0.01 y *** p<0.001 para las comparaciones entre grupos no-DMT2 vs. DMT2 y
(*) p<0.05 y *%) p<0.001 para las comparaciones entre grupos SP vs. PG, con ajuste de comparaciones multiples (Socransky and Haffajee 1991).
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Figura 13. Proporciones promedio (% de cuentas bacterianas totales + EEM) de complejos bacterianos en muestras de placa dentobacteriana
subgingival de 177 sujetos de estudio (SP no-DMT2 n=63, SP DMT2 n=13, PG no-DMT2 n=62 y PG DMT2 n=39). Las 40 especies evaluadas fueron
agrupadas en 8 complejos de acuerdo con la descripcién de complejos bacterianos en la placa subgingival (Socransky, Haffajee et al. 1998,
Socransky and Haffajee 2005) (las excepciones se describen en la tabla 4). Prueba de Kruskal Wallis: * p<0.05, ** p<0.01 y *** p<0.001 para las
comparaciones entre grupos no-DMT2 vs. DMT2 y ) p<0.05 y *%) p<0.01 para las comparaciones entre grupos SP vs. PG, con ajuste de

comparaciones multiples (Socransky and Haffajee 1991).
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Figura 14. Caracteristicas periodontales de los 52 sujetos diabéticos (SP DMT2 n=13 y con PG DMT2 n=39), en relacién con distintos
niveles de HGAlc. mm: milimetros, %: porcentaje. PB: profundidad de bolsa. NI: nivele de inserciéon. PLA: placa. ENR: enrojecimiento.
SAS: sangrado al sondeo. SUP: supuracion. SP: salud periodontal. PG: Periodontitis generalizada. DMT2: sujetos con diabetes mellitus
tipo 2. Los sujetos fueron agrupados por: HGA1c <8%: hemoglobina glucosilada de buen control y HGA1c >8%: hemoglobina glucosilada
de pobre control. Prueba U de Mann-Whitney * p<0.05 y *** p<0.001 para las comparaciones entre grupos de HGA1c 28% y HGA1c >8%.




S Y HA-WAL €T
' H HA-WAL $C
H HAd-WYVY 0T

H HAd-WYY 6

H Hd-9WIW ©F
H Hd-9WIW bd
a an-nsd 1§

H HA-ADE T

H Hd-dAH €

a dn-svH 6§

H dD-SvW 03

H dD-DWH TH

a dan-oWH b

H HAd-VWH 5T

H Hd-WWdD 9T
H Hd-WWdD ST
a dd-HAE 0

H Hd-D¥dW 9

H Hd-D¥dW §

L H Hd-DEWS CT
S H HA-DEWS TT
© H HA-WHD €T
H Hd-WWD BT

H dD-d¥dn 6E

a dn-ddn 0%

a an-osd cs

H dD-HHD €5

a dn-9WH 6%

H dD-9WI¥ £€
a dd-WHD B§

H dD-9WI¥ pE
H Hd-VWH 9T

H dd-9WH 0§

H Hd-A9EF TC

H Hd-dYd 9§

H HA-adT LF

H Hd-adT 8%

H Hd-HYd L§

H Hd-HYd 85

o H an-dmd TL
o H Hd-dAH 1€

Figura 15. Grafica de calor con la descripcién de las 256 sondas positivas para las 41 muestras
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Figura 16. Descripcidn de las 41 muestras para procesamiento por HOMIM por grupos de estudio SP (n=25) y PG (n=16) DMT2.
Prueba de Wilcoxon * p<0.05 después del ajuste de comparaciones FDR (Benjamini-Hochberg). Sonda HOMIM con significancia,
correspondiente a: Streptococcus salivarius HOT-755 / Streptococcus vestibularis HOT-021 / Streptococcus sp. HOT-067_E34. La
descripcion de las muestras contiene: codigo de la muestra (numérico), iniciales del sujeto de estudio, clasificaciéon de SP (PH) y PG
(CP), asi como la agrupacion de sitio sano n=25 (H) o enfermo n=16 (D).
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Figura 17. Descripcion de las muestras HOMIM por grupos de sangrado al sondeo SAS (n=20) y no sangrado al sondeo SAS (n=21)
del grupo de DMT2 (SP y PG). Prueba de Wilcoxon * p<0.05 después del ajuste de comparaciones FDR (Benjamini-Hochberg). Sondas
HOMIM con significancia, correspondiente a: 1. SR1[G-1] sp. HOT-345,874_AC72; 2. Campylobacter concisus HOT-575/ Campylobacter
rectus HOT-748_X36; Rothia dentocariosa HOT-587/ Rothya mucilaginosa HOT-681_E52; Rothya mucilaginosa HOT-681_AB63. La
descripcion de las muestras contiene: codigo de la muestra (numérico), iniciales del sujeto de estudio, clasificaciéon de SP (PH) y PG
(CP), asi como la agrupacion de sitio sano (H) o enfermo (D).
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Figura 18. Analisis de Componentes Principales para la agrupacion de sitios muestreados para la técnica de HOMIM. NI <3mm
correspondiente a sitios sanos periodontales (circulos verdes) y 25mm correspondiente a sitios con enfermedad periodontal (circulos
rojos) de DMT2 ambos tipos de muestras. Las muestras de sitios con NI <3mm de PG DMT2 fueron ocultadas en circulos negros, para
poder observar las diferencias entre el resto de los grupos.




ANEXOS

Anexo 1. Formato de consentimiento informado

(hoja 1 de 3)

Laboratorio de Genética Molecular
Facultad de Odontologia
Universidad Nacional Autonoma de México

CONSENTIMIENTO INFORMADO DE PERIODONCIA FE GMLIFO-001 (5)
(FOLIO NO. 001) -

INVESTIGADOR RESPONSABLE: Dra. Laurie Ann Ximénez-Fyvie.
CLINICOS RESPONSABLES:
* Mtra. Adriana-Patricia Rodriguez-Hernandez.
e Esp. Velia Jacobo-Soto.
# Dra. Gaby Esthela-Tiznado.
® Mtra. Ma. de Lourdes Marquez-Corona.
INSTITUCION: Laboratorio de Genética Molecular.
Division de Estudios de Posgrado e Investigacion.
Facultad de Odontologia, UNAM.
TELEFONO: (044) 55-2699-7530 (horas y dias habiles)

E-MAIL: contacto@labgenmol.onmicrosoft.com

TITULO DEL PROYECTO: Factores microbiolégicos y genéticos relacionados con las enfermedades periodontales en
Meéxico (DGAPA # IN213006-3).

INVITACION A PARTICIPAR: Usted estd invitado a participar en un estudio de investigacién que analiza las bacterias
de la boca asi como las caracteristicas genéticas y del sistema de defensa de las personas que padecen enfermedades
de las encias.

PROPGSITO: Usted debe entender que los objetivos del estudio son determinar la presencia y cantidad de bacterias
que se encuentran en la boca de personas con diferentes tipos de enfermedades de las encias y comparar las
caracteristicas genéticas y la magnitud de la respuesta del sistema de defensa entre personas con y sin enfermedades
de las encias.

PROCEDIMIENTOS: Usted debe entender que para participar en el estudio debe haber nacido en la Republica
Mexicana, no debe padecer ninguna enfermedad sistémica a excepcion de diabetes, debe tener por lo menos 20
dientes naturales en la boca, no puede haber recibido ningun tipo de tratamiento periodontal en el pasado, no puede
haber recibido una limpieza dental profesional en el dltimo mes y no puede haber tomado ningtin tipo de antibidtico
en los dltimos 3 meses. Asimismo, en el caso de ser mujer, no puede estar embarazada ni lactando.

Usted debe entender que su participacion en este estudio de investigacion requiere uno o mas de los siguientes
procedimientos:

® Lla realizacién de una evaluacién periodontal completa, la cual consistirda en medir la profundidad de las
pequefias “bolsas” que se encuentran entre sus dientes y sus encias. Estas medidas seran tomadas con un
instrumento especial llamado sonda que sera introducido en dichas “bolsas” en 6 lugares diferentes
alrededor de cada diente de su boca. Este es un procedimiento de rutina ampliamente utilizado en la practica
dental. Ademas de lo anterior, se le realizarad una evaluacion general de la salud de sus encias para saber si
sangran, si estan inflamadas, si estan enrojecidas, etc.

Iniciales del paciente
Circuito Institutos
150 9001:2008 Cd. Universitaria
COPANT/IS0 9001-2008 México D.F. 04510
NMZX-CC-9001-IMNC-2008

FE-GMLIFO-005

COPIA ARCHIVO




Anexo 1. Formato de consentimiento informado (hoja 2 de 3)

Laboratorio de Genética Molecular
Facultad de Odontologia
Universidad Nacional Auténoma de México

CONSENTIMIENTO INFORMADO DE PERIODONCIA FE-GMLIFO-001 5)
(FOLIO NO. 001) -

e La obtencién de algunos de sus datos generales y médicos, lo cual consistira en el llenado de una historia
clinica con preguntas que le seran leidas por el clinico que lo atienda y la medicion de su peso, estatura,
presién sanguinea, pulso y porcentaje de grasa corporal.

e La toma de un maximo de 28 muestras de placa dentobacteriana, lo cual se realizard tomando con un
instrumento dental, una muestra de la pelicula blanquecina que se forma naturalmente sobre la superficie de
sus dientes (placa dentobacteriana) de todos los dientes de su boca. Este procedimiento no es doloroso
aunque en algunas ocasiones puede ser un poco molesto. Cada muestra de placa dentobacteriana sera
colocada dentro de un tubo.

e Latoma de 1 muestra de maximo 11 ml de sangre, lo cual se realizara siguiendo los mismos procedimientos
que se llevan a cabo en laboratorios de diagnoéstico clinico acreditados. Dicho procedimiento consiste en
colocar una liga gruesa ligeramente apretada alrededor de su brazo para facilitar la visualizacion de sus venas.
Posteriormente, se introduce una aguja a una vena de alguno de sus brazos y se deposita la sangre en uno o
dos tubos de vidrio conforme sale de la vena. La liga y aguja seran retiradas y el sitio de puncidn sera cubierto
con un curita una vez que el clinico determine que ha dejado de sangrar. Este procedimiento puede causarle
dolor o molestias principalmente en el sitio de la puncién.

* La toma de 1 muestra de células epiteliales de la mucosa bucal, lo cual se realizard frotando un algodén
sobre la superficie interna de sus mejillas, paladar, labios, encias y por debajo de la lengua durante
aproximadamente 1 minuto. Este procedimiento no conlleva ninguna molestia. La muestra sera colocada
sobre una tarjeta de papel especial.

Usted debe entender que todos los procedimientos seran realizados en una sola visita que tendrd una duracién
maxima de 2 horas y que en este estudio participaran aproximadamente 500 (quinientas) personas.

Usted debe entender que su participacion en el estudio no implica que sera sometido a ningun tratamiento diferente
o adicional a aquellos tratamientos que su clinico tratante considere necesarios para su caso.

RIESGOS: Usted debe entender que los riesgos que usted corre con su participacién en este estudio son minimos. La
evaluacién periodontal que se le realizara es la misma que realiza cualquier dentista para determinar la salud de sus
encias. Las muestras de placa se tomaran siguiendo procedimientos similares a los que se realizan durante una
limpieza dental. La muestra de células epiteliales de la mucosa bucal no conlleva ninguna molestia; y la muestra de
sangre puede causarle algunas molestias menores pero no duraderas en el sitio de la puncién.

Debe entender que todos los procedimientos seran realizados por profesionales calificados y con experiencia,
utilizando procedimientos de seguridad aceptados para la practica clinica. Todo el personal que le atendera utilizara
guantes desechables, bata y cubrebocas para su propia proteccién y la de usted. Todos los materiales e instrumental
que seran utilizados seran desechables y/o estaran esterilizados para su proteccién.

BENEFICIOS: Usted debe entender que su participacion no le proporcionara ningin beneficio inmediato ni directo. Sin
embargo, gracias a su participacion, se obtendra informacién nueva y mas extensa sobre las causas y los factores que
intervienen en las enfermedades de las encias en la poblacién de México, lo cual podria ayudar en un futuro no sélo
al mejor entendimiento de dichas enfermedades, sino también a la blisqueda y empleo de nuevos tratamientos para
nuestra poblacién.

Iniciales del paciente L .
Circuito Institutos
IS0 9001:2008 Cd. Universitaria
COPANT/ISO 9001-2008 Meéxico D.F. 04510

NMZX-CC-2001-IMNC-2008
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Anexo 1. Formato de consentimiento informado (hoja 3 de 3)

Laboratorio de Genética Molecular
Facultad de Odontologia
Universidad Nacional Auténoma de México

CONSENTIMIENTO INFORMADO DE PERIODONCIA FEGMLIFO-001 (5)
(FOLIO NO. 001) -

COMPENSACIONES: Usted debe entender que no existe ninguna compensacién monetaria por su participacion pero
que tampoco incurrira en ninguin gasto adicional.

CONFIDENCIALIDAD: Usted debe entender que toda la informacién que sea obtenida tanto en sus historiales clinicos
como en el andlisis de sus muestras serd mantenida en estricta confidencialidad. Asi mismo, si cualquier publicacion
resultara de esta investigacion, no se le identificara jamas por nombre.

RENUNCIA/RETIRO: Usted debe saber que su participacion en el estudio es totalmente voluntaria y que puede
decidir no participar o retirarse del estudio en cualquier momento, sin que esto represente algiin perjuicio para su
atencidén dental presente ni futura en las clinicas de la Facultad de Odontologia de la UNAM. También debe entender
que si cualquiera de los responsables de este estudio decidieran no incluirle en la investigacién, pueden hacerlo si asi
lo creyeran conveniente.

DERECHOS: Usted tiene el derecho de hacer preguntas y de que éstas le sean contestadas a su plena satisfaccion.
Puede hacer sus preguntas en este momento, antes de firmar la presente forma o en cualquier momento en el
futuro. Si desea mayores informes acerca de su participacion en este estudio de investigacién o sobre sus derechos
como sujeto de estudio, puede contactar a cualquiera de los responsables llamando al nimero de teléfono que se
encuentra en la parte superior de la primera pagina de esta forma.

ACUERDO: Al firmar en los espacios provistos a continuacion usted constata que ha leido y entendido esta forma de
consentimiento y que esta de acuerdo con su participacién en este estudio. Al terminar la visita recibirad una copia de

esta forma.
Nombre del Paciente Firma del Paciente Fecha
(Dia/mes/afio)
Nombre del Clinico Responsable Firma del Clinico Responsable Fecha
(Dia/mes/afio)

Iniciales del paciente o i
Circuito Institutos

150 9001:2008 Cd. Universitaria
COPANT/IS0 9001-2008 México D.F. 04510
NMZX-CC-9001-IMNC-2008

FE-GMLIFO-005
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Laboratorio de Genética Molecular

Division de Estudios de Posgrado e Investigacion
Facultad de Odontologia

Universidad Nacional Auténoma de México

A continuacidn se detalla la informacion y resultados relacionados con
clinica periodontal en el cual usted participd:

Ejercicio de calibracion

Numero
Fecha
Clinicos evaluados

Apuntadores evaluados

Sesiones tedricas
Sesiones practicas

Participante

Codigo

Nombre

Puesto

R.F.C.

Institucion o empresa

Calle y no.

Colonia
Delegacion
Ciudad

Estado

Pais

Codigo postal
Teléfono

Fax

Mavil

E-mail

Web

Sesiones tedricas
Sesiones practicas
Ejercicios anteriores

CCP-001b-2011
08 de Noviembre de 2011
9 (nueve)

7 (siete)

1 {una)

3 (tres)

o1

Dra. Maria de Lourdes Marquez Corona
Profesor/investigador de tiempo completo
MACL630413HX4

Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo
Instituto de Ciencias de la Salud

Area Académica de Odontologia

Carretera tilcuautla s/n

Exhacienda la Concepcién

San Agustin Tlaxiaca

Pachuca de Juérez

Hidalgo

Meéxico

01771-72000 x 5112
01771-72000 x 5111
T71-175-7888

lulumaco 1@vyahoo.com.mx

1 de 1 (100%)
1 de 1 (100%)
2 (dos)

el ejercicio de calibracién

El presente documento esta compuesto por un total de 3 {3] paginas incluyendo ésta y contiene firmas electronicas. El reporte que se
presenta a continuacion se emite a peticion del solicitante comao parte de un servicio contratado para los fines que al mismo
convengan. El Laboratorio de Genética Molecular de la Facultad de Odontologia de la UNAM y sus integrantes se deslindan de cuzlquier
responsabilidad relacionada con el uso o divulgacidn de la informacion y resultados proporcionados, mismos que no constituyen
conflicto de interés alguno ya que las partes no sostienen vinculos dentificos o economicos gue pudieran interpretarse come tal.

IS0 9001:2000
COPANT /IS0 9001-2000
NMX-CC-9001-IMNC-2000

Circuito escolar s/n

Cd. Universitaria 04510
5622-5565
lximenez@post.harvard.edn
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Laboratorio de Genética Molecular

Division de Estudios de Posgrado e Investigacion
Facultad de Odontologia

Universidad Nacional Auténoma de México

Descripcion de la sesion practica

Total de pacientes 2 (dos)

Codigos pacientes P10y P11
Condicién pacientes
Sitios por paciente 84

Apuntadores 1 (uno)

Salud periodontal y Periodontitis

Codigos apuntadores A10 - Katya Azucena Avila Marquez

Resultados

Cddigo paciente
Condicién paciente
Codigo apuntador

PB promedio (+EEM, mm)
NI promedio (+EEM, mm)

Medidas con variabilidad (%)

indice de medidas con variabilidad baja
indice de medidas con variabilidad alta
indice de variabilidad
Reproducibilidad (%)

Codigo paciente
Condicion paciente
Codigo apuntador

PB promedio (+EEM, mm)
NI promedio (+EEM, mm)

Medidas con variabilidad (%)

indice de medidas con variabilidad baja
indice de medidas con variabilidad alta
indice de variabilidad
Reproducibilidad (%)

RESULTADO GENERAL
indice de variabilidad promedio
Reproducibilidad promedio (%)

150 9001:2000
COPANT/IS0 9001-2000
NMX-CC-9001-IMNC-2000

P10

Salud Periodontal
Al0

1.86+0.08

0.88 +0.06

26.2 (PB), 34.5 (mB)
1.0 (PB), 1.0 (mB)
0(PB), 0 (mB)

0.13 (PB), 0.17 (NI)
86.8 (PB), 82.6 (NI)

P11
Periodontitis
Al0
3.49+0.18
3.58+0.21

43.6 (PB), 47.4 (mB)
1.0 (PB), 0.86 (mB)
0(PB), 0.14 (mB)
0.22 (PB), 0.28 (NI)
78.0 (PB), 71.5 (NI)

0.20
79.7

Circuito escolar s/n

Cd. Universitaria 04510
5622-5565
Iximenez@postharvard.edu

100
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Laboratorio de Genética Molecular
Division de Estudios de Posgrado e Investigacion

Facultad de Odontologia

Universidad Nacional Auténoma de México

Interpretacion
Medidas con variabilidad (%)

indice de medidas con variabilidad baja

indice de medidas con variabilidad alta

indice de variabilidad

Reproducibilidad (%5)

150 9001:2000
COPANT/ISO 9001-2000
NMX-CC-9001-IMNC-2000

0 a 20.9-Excelente
21 a 39.9-Aceptable
40 a 100-Inaceptable

1 a 0.90-Excelente
0.89 a 0.71-Aceptable
0.70 a O-Inaceptable

0 a 0.10-Excelente
0.11 a 0.29-Aceptable
0.30 a 1-Inaceptable

0 a 0.10-Excelente
0.11 a 0.29-Aceptable (*)
0.30 a 1-Inaceptable

90.0 a 100-Excelente
71.0 a 89.9-Aceptable (*)
0 a 70.9-Inaceptable

EVALUO:

Firmado digitalmente por Lauriz Ann Ximénaz Fyviz
Hombre de reconocimisnto (DNj: cn=Laurie Ann
Ximénez Fyws e Bdontologia. UNAM,
X cil-Laboratorto de Genatica Malecular,
email=kimenez@post hanvardedu, c=MX

Dra. Laurie Ann Ximénez-Fyvie
Jefe del Laboratorio de Genética Molecular
Firmado por: Laurie Ann Ximensz-F

Circuito escolars/n

Cd. Universitaria 04510
5622-5565
Iximenez@postharvard.edn
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Anexo 3. Descripcion de los métodos empleados para la deteccion de variaciones genéticas

IL1A:c.-949C>T

ERE R -TI ENIi I e A (RO TTTATTATTTTTTAGAGATGGGGG (57.0)
CGGGAGGTATGCGTAAGG (59.1)

387
TTTATTATTTTITAGAGATGGGGGcttcact
atgttgcccacactggactaaaactctgggecte
aagtgattgtcctgectcagectectgaatagetg
ggactacaggggcatgccatcacacctagttcat
ttcctctatttaaaatatacatggcettaaactcca
actgggaacccaaaacattcatttgctaagagtc
tggtgttctaccacctgaactaggetggecacagg
aattataaaagctgagaaattctttaataatagt
aaccaggcaacaccattgaaggctcatatgtaa
aaatccatgecttcctttctcccaatctccattecc
aaacttagccactggcttctggetgaggCCTTAC
GCATACCTCCCG

5'-3' secuencia primer-R (m.t. C°)

Tamafio del producto (bp)

Secuencia del producto

Localizacién chr del producto chr2:113259329-113259715

IL10:c.-627T>G

EEE R -TINIGENII N e N (1 ROl CCTAGGTCACAGTGACGTGG (59.2)
GGTGAGCACTACCTGACTAGC (56.7)
412
CCTAGGTCACAGTGACGTGGacaaattgc
ccattccagaatacaatgggattgagaaataatt
gggtccccccaacctgggatgaatacccaagac
ttctecttgetaacttaggecagtcaccttaggtetct
gggccttagtttccccaagtaaaaatgaggggst
gggctaaatatcctcaaagttcccaageageect
tccattttactttccagagactggcttcctacagta
caggcggggtcacaggatgtgttccaggetecttt
accccgatttcattaggattctcaggcacatgtttc
cacctcttcagctgtcccccaccecaactgtgett
gggggaagtgggtaagagtagtctgcacttgetg
aaagcttcttatatGCTAGTCAGGTAGTGCT
CACC

chr1:205012795+205013206

5'-3' secuencia primer-R (m.t. C°)

Tamafio del producto (bp)

Secuencia del producto

Localizacién chr del producto

bp: base pairs. m.t.: melting temperature.

IL1B:c.315C>T

TCCAGTGTTCTTAGCCACCC (60.1)
CAGGATGTTTCCATTTACCTTG (58.5)
351
TCCAGTGTTCTTAGCCACCCcactccca
gcttcatccctactggtgttgtcatcagacttiga
ccgtatatgctcaggtgtcctccaagaaatcea
aattttgcegectegectcacgaggectgeectt
ctgattttatacctaaacaacatgtgctccaca
tttcagaacctatcttcttcgacacatgggata
acgaggcttatgtgcacgatgcacctgtacgat
cactgaactgcacgctccgggactcacagea
aaaaagcttggtgatgtctggtccatatgaact
gaaagctctccacctccagggacaggatatg
gagcaaCAAGGTAAATGGAAACATCCT
G

chr2:113306692-113307042

IL10:c.-854T>C

ACACACAAATCCAAGACAAC (53.2)
TATATGCTAGTCAGGTAGTGC (49.9)
381
ACACACAAATCCAAGACAACactactaa
gecttctttgggaaggggaagtagggataggta
agaggaaagtaagggacctcctatccagect
ccatggaatcctgacttcttttecttgttatttca
acttcttccaccccatcttttaaactttagactc
cagccacagaagcttacaactaaaagaaac
tctaaggccaatttaatccaaggtttcattctat
gtgctggagatggtgtacagtagggtgaggaa
accaaattctcagttggcactggtgtacccttgt
acaggtgatgtaatatctctgtgecteagtttge
tcactataaaatagagacggtaggggtcatgg
tgaGCACTACCTGACTAGCATATA

chr1:205013181-205013561

IL1B:c.-583T>C

GGTAACAGCACCTGGTCTTGC (62.0)
GCACATACTTTTCTTCATTCACTTC (58.5)
306
GGTAACAGCACCTGGTCTTGCagggttgtgt
gagcttatctccagggttgccccaactecgtcagg
agcctgaaccctgeataccgtatgttctetgecceca
gccaagaaaggtcaattttctcctcagaggetect
gcaattgacagagagctcctgaggcagagaaca
gcacccaaggtagagacccacaccctcaataca
gacagggagggctattggeccttcattgtacccatt
tatccatctgtaagtgggaagattcctaaacttaag
tacaaa GAAGTGAATGAAGAAAAGTATGT
GC

chr2:113311189-113311494

IL10:c.-1117A>G

ACACACAAATCCAAGACAAC (53.2)
TATATGCTAGTCAGGTAGTGC (49.9)

381
ACACACAAATCCAAGACAACactactaaggc
ttctttgggaaggggaagtagggataggtaagagg
aaagtaagggacctcctatccagectccatggaa
tcctgacttcttttecttgttatttcaacttcttccacc
ccatcttttaaactttagactccagccacagaage
ttacaactaaaagaaactctaaggccaatttaat
ccaaggtttcattctatgtgctggagatggtgtacag
tagggtgaggaaaccaaattctcagttggcactgg
tgtacccttgtacaggtgatgtaatatctetgtgect
cagtttgctcactataaaatagagacggtaggggt
catggtgaGCACTACCTGACTAGCATATA

chr1:205013181-205013561

IL1RN:c.215-516(86)[2_6]

ACTCCTATTGACCTGGAGCACAGGT (65.5)
TTGGTTTAATCTTCTATTTACCTGC (57.3)
394
ACTCCTATTGACCTGGAGCACAGGTatcctgg
ggaaagtgagggaaatatggacatcacatggaaca
acatccaggagactcaggcctctaggagtaactggg
tagtgtgcatcctggggaaagtgagggaaatatggac
atcacatggaacaacatccaggagactcaggectct
aggagtaactgggtagtgtgcatcctggggaaagtga
gggaaatatggacatcacatggaacaacatccagg
agactcaggcctctaggagtaactgggtagtgtgecat
cctggggaaagtgagggaaatatggacatcacatgg
aacaacatccaggagactcaggcctctaggagtaa
ctgggtagtgtgc TTGGTTTAATCTTCTATTTACC
TGC

chr2:113604552+113604945

IL12B:c.*159A>C

GACACAACGGAATAGACC (50.8)
ACATCCTGGCAGACAAAC (54.2)

250
GACACAACGGAATAGACCcaaaaagataattt
ctatctgatttgctttaaaacgtttttttaggatcacaat
gatatctttgctgtatttgtatagttagatgctaaatgcet
cattgaaacaatcagctaatttatgtatagattttcca
gctctcaagttgccatgggecttcatgetatttaaatat
ttaagtaatttatgtatttattagtatattactgttattta
acGTTTGTCTGCCAGGATGT

chr5:158675377-158675626

IL6:¢c.-237C>G

TTTCTCTTTGTAAAACTTCGTGC (57.8)
GAGCCTCAGACATCTCCAGTC (59.0)
347
TTTCTCTTTGTAAAACTTCGTGCatgact
tcagctttactctttgtcaagacatgccaaagt
gctgagtcactaataaaagaaaaaaagaa
agtaaaggaagagtggttctgcticttageget
agcctcaatgacgacctaagctgeacttttce
ccctagttgtgtcttgeccatgctaaaggacgte
acattgcacaatcttaataaggtttccaatca
geeccacccegcetetggecccaccctcacecte
caacaaagatttatcaaatgtgggattttccc
atgagtctcaatattagagtctcaacccccaa
taaatatagGACTGGAGATGTCTGAGG
CTC

chr7:22732997+22733343

TNF:c.-488G>A

GCCTCAGGACTCAACACAGC (61.0)
TCTCGGTTTCTTCTCCATCG (60.3)
350
GCCTCAGGACTCAACACAGCttttccctc
caaccccgttttctctccctcaaggactcaget
ttctgaagccccteccagttctagttctatettttt
cctgcatcctgtctggaagttagaaggaaaca
gaccacagacctggtccccaaaagaaatgg
aggcaataggtittgaggggcatggggacess
gttcagcctccagggtcctacacacaaatcag
tcagtggcccagaagaccccccteggaateg
gagcagggaggatggggagtgtgagggstate
cttgatgcttgtgtgtccccaactttccaaatee
ccgeecccgCGATGGAGAAGAAACCGA
GA

chr6:31650826+31651175
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IL8:c.-352A>T

AGTATGCCCCCTAAGAGCAG (58.4)
CAAACCTGAGTCATCACACTTCC (61.0)
398
AGTATGCCCCCTAAGAGCAGtaacagttc
ctagaaactctctaaaatgcttagaaaaagatt
tattttaaattacctccccaataaaatgattggcet
ggcttatcttcaccatcatgatagcatctgtaatt
aactgaaaaaaaataattatgccattaaaag
aaaatcatccatgatcttgtictaacacctgeca
ctctagtactatatctgtcacatggtactatgata
aagttatctagaaataaaaaagcatacaattg
ataattcaccaaattgtggagcttcagtattttaa
atgtatattaaaattaaattattttaaagatcaa
agaaaactttcgtcatactccgtatttgataagg
aacaaataGGAAGTGTGATGACTCAGGT
TG

chr4:74824628+74825025

LTA:c.-10+90A>G

TGCTTCGTGCTTTGGACTAC (59.1)
AGAGAGAGAGACAGTGAGCGG (58.9)
377
TGCTTCGTGCTTTGGACTACcgcccagea
gtgtcctgecctetgectgggecteggtecctectg
cacctgetgectggatccccggectgectgggee
tgggccttggtgggttiggttttggtttccttctetgte
tctgactctccatctgtcagtcteattgtetetgte
acacattctctgtttctgccatgattcctctetgtte
ccttectgtctetetetgtctccctetgetcaccttg
gegtttctctgactgeatcttgtccccttetetgteg
atctctctctcgggggteggggggtgcteteteec
agggcgggaggtctgtcttccgecgegtgeeceg
ccCCGCTCACTGTCTCTCTCTCT

chr6:31648095+31648471
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