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Resumen

La alta incidencia de las enfermedades isquémicas y el riesgo de mortalidad elevado en
nuestra poblacién, sugiere el analisis de los factores que contribuyen al establecimiento
de dichos padecimientos, particularmente, el infarto agudo al miocardio. En ese sentido,
se ha propuesto que la disbiosis en cavidad oral asociada al desarrollo de algun grado de
enfermedad periodontal (gingivits o periodontitis), promueve una respuesta inflamatoria y
se asocia a un mayor riesgo cardiovascular en estos pacientes. Por tal motivo, en el
presente estudio se analizo la diversidad de la microbiota oral asociada al estado de salud
bucal en pacientes con |IAM, relacionado con el grado de riesgo cardiovascular sustentado
en una escala clinica basado en la inflamacion sistémica, asi como su influencia en la
respuesta inflamatoria de estos pacientes, asi como la concentraciéon de N-6xido de

trimetilamina y lipopolisacarido.

Todos los pacientes fueron diagnosticados con algun grado de enfemedad periodontal y
se identific6 una mayor abundancia de Prevotella, el cual se relacion6 con la
concentracion de IL 6. De igual forma, se identificaron diferencias significativas en
géneros como Oftowia y Absconditabacteria_(SR1_[G-1], los cuales se encontraron en
mayor abundancia en pacientes categorizados sin riesgo y gingivitis. Se observo que la
concentracion de N-6xido de trimetilamina presentd una correlacion positiva con la
presencia de Porphyromonas. El analisis de cuantificacion de lipopolisacarido, solo fue

identificado en un par de sujetos.

Finalmente, se concluy6 que la diversidad de la microbiota oral contribuye en el
establecimiento de una respuesta inmune en el hospedero e influye en un riesgo grave
cardiovascular. Asi mismo, se establece la posible participacién de la microbiota oral en la

disbiosis intestinal, y se sugiere establecer un analisis en prospectiva.



Abstract

The high incidence of ischemic diseases and the high mortality risk in our population
suggest the analysis of the factors that contribute to the establishment of these conditions,
particularly acute myocardial infarction. In this regard, it has been proposed that dysbiosis
in the oral cavity associated with periodontal disease (gingivitis or periodontitis), promotes
an inflammatory response, and increases cardiovascular risk in these patients. For this
reason, the present study analyzed the diversity of the oral microbiota associated with oral
health status in patients with acute myocardial infarction, related to the degree of
cardiovascular risk based on a clinical scale based on systemic inflammation, as well as its
influence on the inflammatory response in these patients, and the concentration of

trimethylamine N-oxide and lipopolysaccharide.

All patients were diagnosed with some degree of periodontal disease and a higher
abundance of Prevotella was identified, which was related to the concentration of IL 6.
Similarly, significant differences were identified in genera such as Ottowia and
Absconditabacteria_(SR1_[G-1], which were found in greater abundance in patients
categorized without risk and gingivitis. It was observed that the concentration of
trimethylamine N-oxide presented a positive correlation with the presence of
Porphyromonas. The analysis of lipopolysaccharide quantification was only identified in a

couple of subjects.

Finally, it was concluded that the diversity of the oral microbiota contributes to the
establishment of an immune response in the host and influences a serious cardiovascular
risk. Likewise, the possible participation of the oral microbiota in intestinal dysbiosis is

established, and a prospective analysis is suggested.



1. Introduccion

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) y la periodontitis son consideradas entre las
principales causas de morbilidad en México. A nivel global, se estima que la tasa de
mortalidad relacionada con ECV es del 31% (1). En México, las enfermedades cardiacas
isquémicas representan la primera causa de mortalidad en hombres >60 afos y la
segunda causa en mujeres en el mismo rango de edad (2). En su caso, la periodontitis
constituye la sexta causa en la estadistica de morbilidad nacional del afio 2022, siendo
mas frecuente en el grupo de edad de 25 a 44 afnos, que corresponde al 31% de los
sujetos; de forma general, se diagnostica con mayor frecuencia en mujeres (65.4%) y
particularmente en el grupo de edad de 25 a 44 afos representa el 71.4% de los casos
analizados (3). En este punto, el reporte de una cohorte de sujetos mexicanos con
periodontitis y hospitalizados por padecimientos pulmonares, identificaron una prevalencia
de enfermedad periodontal grave en el 25% de los sujetos, observando una mayor
frecuencia en hombres (76%) con una edad promedio de 45 afios (Desviacion estandar +

16.9) (4).

Las ECV se definen como un grupo de desérdenes del tejido cardiaco y vasos
sanguineos entre ellos el infarto agudo al miocardio (IAM) (5). Por otra parte, la
periodontitis es una inflamacion cronica causada por microorganismos patégenos de la
cavidad oral, misma que se encuentra asociada al dafo del tejido conjuntivo de soporte

de los 6rganos dentarios, provocando la pérdida de los mismos (6).

Dentro del cuerpo humano se han identificado diferentes ambientes colonizados por
microorganismos. El término microbiota define el conjunto de bacterias, hongos, virus,
protozoarios y arqueas que colonizan determinado ambiente (7) ; mientras que el término

microbioma se refiere al complejo de moléculas producidas por estos microorganismos,



donde igualmente se considera la participacion de los elementos estructurales y

metabolitos (8).

La microbiota tiene diferentes funciones tales como los mecanismos de tolerancia oral,
digestion y absorcion de nutrientes, los cuales,al estar en equilibrio, promueven una
homeostasis en el hospedero (9,10). Particularmente, se ha definido que la microbiota de
la cavidad oral se compone de cerca de 700 especies bacterianas diferentes. En general,
se conoce que una modificacion en la diversidad de la microbiota del hospedero conocida
con el término de “disbiosis”, genera una respuesta inflamatoria leve y persistente debido
a que los microorganismos patdgenos y sus productos tienen la capacidad de entrar a
circulacion(6,10,11). De forma particular, la disbiosis del microbioma oral e intestinal
genera un estado de enfermedad, asi como el establecimiento de una bacteremia y una
respuesta inflamatoria persistente, capaz de relacionarse con la patogenia de diversos
padecimientos, entre los que se encuentran las enfermedades cardiovasculares como el

infarto agudo al miocardio (10).

1.1 Generalidades de infarto agudo al miocardio

El Sindrome coronario agudo comprende un conjunto de padecimientos de naturaleza
isquémica, dentro de los que se identifican: la angina de pecho inestable y el infarto agudo
al miocardio (IAM), donde se determinan las variantes diagndsticas provenientes de los
segmentos analizados en las ondas y segmentos de los registros electrocardiograficos
(onda P, el intervalo PR, el complejo QRS, el intervalo QT, el segmento ST, laonda Ty la
onda U); dichas variantes son IAM con elevacion del segmento ST (IAMCEST) e IAM sin
elevacion del segmento ST (IAMSEST). Particularmente, el infarto al miocardio se define

como la necrosis de fibras del musculo cardiaco debido a un periodo de isquemia



prolongado, a causa de una reduccion del flujo sanguineo, generalmente corroborado por

la presencia de marcadores que indican dafio tisular (12).

El protocolo de tratamiento de IAM depende del tiempo de evolucién, contempla un
periodo menor a 12 horas para un pronoéstico favorable y consiste en una
revascularizacion de la arteria obstruida en el menor tiempo posible. Se han referido dos
tipos de tratamiento, la fibrinolisis medicamentosa como una intervencion temprana en un
tiempo menor a 2 horas de haberse presentado sintomatologia y posteriormente, dentro

de las 6 a 24 horas se indica el tratamiento de angioplastia primaria o reperfusion (13).

Se ha determinado que la patogenia del IAM no depende Unicamente de la formacion de
una placa ateromatosa, también influye la relacion de los mecanismos de la inflamacion
relacionados con el desarrollo de estos padecimientos; de modo que un estudio
previamente publicado, mediante el analisis de biomarcadores especificos como proteina
C reactiva, en conjunto con la sintomatologia y la identificacion del segmento ST en el
registro electrocardiografico, determina cuatro diferentes mecanismos responsables del
desarrollo del IAM, los cuales son: fisura de placa ateromatosa con y sin inflamacion

sistémica, erosion de placa ateroesclerética e IAM sin la formacion de trombo (14).

Se ha definido a la placa ateromatosa como el acumulo de particulas de lipidos
extracelulares, macrofagos con cristales de colesterol fagocitado, denominados células
espumosas y células muertas acumulado en la capa intima de la pared arterial formando
un cuerpo lipidico o necrético, misma que posee un infiltrado inflamatorio, conformado
principalmente por macréfagos y linfocitos T que secretan interleucina 6 (IL 6) y factor de
necrosis tumoral (TNF), favoreciendo el estado pro-inflamatorio y desarrollo de la placa. A
su vez, la placa ateromatosa se encuentra rodeada por una capa fibrosa compuesta por
una matriz rica en colagena y células de musculo liso. Esta capa fibrosa es susceptible a

ruptura, lo cual origina la formacion de trombo, resultado de la presencia del factor



activador de plaquetas y factor de crecimiento transformante B (TGF ), este ultimo

estimula a las células de musculo liso para produccion de matriz extracelular (15).

El estado inflamatorio tiene repercusion sobre la estabilidad de la placa ateromatosa, esto
se debe a la presencia de linfocitos TH1 secretores de interferén y (IFN y) el cual inhibe la
produccién de matriz extracelular, provocando una inestabilidad de la placa. Asi mismo,
los macrofagos tipo 2 secretan metaloproteinasas 1,8 y 13, responsables de la ruptura del
colageno intersticial. Por otro lado, el efecto de la interleucina 4 (IL 4) sobre los linfocitos
TH2 y macrofagos tipo 1 promueven la secrecion de interleucina 10 (IL 10) y factor de
crecimiento transformante § (TGF B) que induce la reparacién de los tejidos. Es
importante resaltar, que la diferenciacion entre macréfagos tipo 1y 2, se debe a la

presencia de mediadores como resolvinas, lipoxinas, maresinas y protectinas (15).

El analisis de biomarcadores inflamatorios como albumina y proteina C reactiva, asi como
la cuantificacion de leucocitos, ha permitido determinar el mecanismo de inflamacion
asociado al IAM y la repercusion que tiene sobre el manejo clinico y prondstico de este
padecimiento. Tal es el caso del estudio sobre una cohorte validada de 7,396 pacientes
diagnosticados con IAM, el cual determina un puntaje y clasificacion del proceso
inflamatorio, basados en parametros de biomarcadores principalmente, proteina C
reactiva, albumina y leucocitos. Los resultados de dicha clasificacion lograron determinar
cuatro distintos grados riesgo de acuerdo a la inflamacion, de nula a grave; siendo este
ultimo, el que mayor indice de mortalidad hospitalaria presenta (16). Es necesario
considerar esta categoria de inflamacion sistémica, ya que esta escala sera utilizada para
la estandarizacion de los grupos de estudio del presente protocolo, misma que se resume

en la tabla 1:



Tabla 1. Escala clinica de riesgo basada en la inflamacion sistémica

Sin riesgo Leve Moderada Grave
3 marcadores por a) Leucocitos 29.3 a) Albumina <3.6 a) hs-PCR*213.0y
debajo del umbral Albumina <3.6

b) hs-PCR*213.0 b) Leucocitos 29.3y b) 3 marcadores
hs-PCR* 213.0 presentes

c) Leucocitos 29.3 y
Albumina <3.6

Leucocitos (x103/ul), *hs-PCR- proteina C reactiva de alta sensibilidad (mg/L), albumina (g/dL) (16).

Se ha determinado la relacion causal entre el estado inflamatorio y la tasa de mortalidad
en pacientes con enfermedades cardiovasculares, mismo que se encuentra relacionado
con un rango de edad avanzada. Tal es el caso de la cohorte donde se demostré que el
bloqueo de IL 1, redujo el riesgo de eventos cardiovasculares recurrentes en sujetos
mayores de 60 afios (17). Por otra parte, se ha considerado que niveles elevados de IL 6
en plasma se encuentra relacionado con ateroesclerosis relacionada con la edad, esto
debido a la senescencia de las células inmunes (18). Otro factor que contribuye al estado
inflamatorio se debe a la activacién de los receptores tipo Toll 4 mediado por una disbiosis
en la microbiota intestinal relacionada con la edad avanzada, provocando la diferenciacion
de células Stem hematopoyéticas hacia un linaje mieloide; esta diferenciacion se
encuentra asociado a altos niveles de IL 6 que contribuye al desarrollo de ateroesclerosis

(19).

Recientemente, se ha descrito la influencia de los factores de riesgo modificables
estandar en la tasa de mortalidad de los pacientes con IAM, que incluyen hipertension,
hipercolesterolemia, diabetes y tabaquismo, y aquellos pacientes sin estos factores
tradicionales (20); estos ultimos representan la tasa de mortalidad mas alta y esta
asociada a un IAMCEST, previamente definido (21). Ademas, se han considerado otros
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factores de riesgo modificables independientes, como los factores psicosociales, la

ingesta de alcohol, la inactividad fisica y la dieta (22).

Como anteriormente se menciond, ademas de la escala clinica de riesgo basado en la
inflamacion sistémica, los médicos disponen de diversas evaluaciones de estratificacion
de riesgo de los sujetos con IAM, tales como la clase Killip Kimball, basada en el analisis
de 250 sujetos con IAM, donde se predice el estado de la enfermedad coronaria, la
mortalidad intra-hospitalaria y el prondstico a 6 meses; se analizan 4 clases, donde se
detalla la clase I: pacientes sin signos de falla cardiaca, clase lI: falla cardiaca moderada,
clase Ill: edema pulmonar y clase IV: choque cardiogénico (23). Por su parte, la escala
GRACE (por sus siglas en inglés, Global Registry of Acute Coronary Events), identifica el
riesgo de moratlidad basado en parametros como: edad, tension arterial, frecuencia
cardiaca, marcadores de dano cardiaco, creatina seérica, clase Killip y hallazgos
electrocardiograficos (24). Finalmente, la escala TIMI (Thrombolysis in myocardial
infarction, por sus siglas en inglés), determina diversos factores como: edad mayor o igual
a 65, enfermedad coronaria conocida, administracion de acido acetilsalicilico en los
ultimos 7 dias, cambios en el electrocardiograma y marcadores de dafo cardiaco; todo
ello con el fin de predecir la gravedad de la enfermedad arterial coronaria, la carga
trombdtica y el flujo en las arterias coronarias; dicha escala se puede categorizar en bajo,

intermedio y alto (25).
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1.2 Generalidades del analisis del microbioma

1.2.1 Secuenciacion masiva por amplicones del gen 16s rRNA
La aplicacion de las técnicas de secuenciacién masiva por amplicones del gen 16s rRNA
ha contribuido a la identificacion taxondmica de la microbiota bacteriana (26, 27). Esta
técnica se basa en el hecho de que las secuencias altamente conservadas del gen 16s
rRNA son especificas y varia entre las especies bacterianas; se produce con una
secuencia de ADN amplificada mediante el uso de iniciadores universales de las regiones
conservadas (28). El gen 16s rRNA tiene un tamafio de ~1500pb y posee 9 regiones
hipervariables (V1-V9), las cuales, al ser analizadas pueden lograr la identificacion
taxondmica adecuada a nivel de género con una identidad >97%. La eleccion de las
diferentes subregiones se puede realizar de forma individual o agrupada y debe
considerarse de acuerdo al objetivo particular del estudio, ya que se ha determinado que
los resultados obtenidos son variables con respecto a la identidad taxonémica; asi mismo,
las regiones mas analizadas son V3-V4 de 174 y 291 pares de bases respectivamente vy,
a pesar que se ha definido el analisis completo de las 9 regiones como el mas 6ptimo,
existen regiones altamente informativas en la clasificacién taxonémica como las regiones

V1- V3 (29, 30).

La secuenciacion de nueva generacion contempla diversas tecnologias, entre ellos la
secuenciacion por sintesis en plataformas como lllumina (Novaseq6000), la cual
desarrolla el analisis de secuencias pareadas de fragmentos de 250 pares de bases. Este
tipo de tecnologias permiten la obtencion de datos en gran volumen que requieren un
analisis bioinformatico y estadistico que establezcan conclusiones significativas desde un
punto de vista bioldgico o clinico; para ello, se tienen herramientas de cémputo capaces
de analizar estos datos a gran escala. El analisis bioinformatico en el presente protocolo

se baso en el software QIIME2, el cual tiene entre sus herramientas, la definicion de la
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calidad Phred de las secuencias en un rango Q10 a Q40, el cual determina la probabilidad
de error en las bases de 1 entre 10 hasta 1 base errénea entre 10,000. De igual forma, las
secuencias son importadas con el fin de generar secuencias representativas de ASV's
(Amplicon Sequence Variants, por sus siglas en inglés), las cuales determinan la
asignacion taxonémica, asi como el calculo de la diversidad alfa y beta estimada y la
ejecucion de analisis multivariado. La figura 1 representa el flujo que indica el analisis de

secuencias por plataforma QIIMEZ2 (26, 31).

Secuencias Metadata
pareadas

. SampleData
Demultiplex [SequencesWithQuality]
Human oral
FeatureTable . microbiome
dada2 [Frequency] feature-classifier Lo database
denoise paired .

FeatureData
[Sequence]

feature-table filter-

features taxa barplot

Shannon
a-diversidad Chao1l
Observed_features

feature-table
rarefy

B-diversidad Bray Curtis

Figura 1. Diagrama de flujo de trabajo del analisis bioinformatico ejecutados en plataforma
QIIME2.2022.2. Etiqueta de color azul refiere el tipo de archivos importados para el analisis.
Etiquetas de color rosa refiere los métodos aplicados. Etiqueta verde refiere el archivo de
visualizacion.
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1.2.2 Diversidad del microbioma
La diversidad se define como una medida de la variedad de especies dentro de una
comunidad ecoldgica especifica; particularmente, la diversidad del microbioma se puede
calcular mediante distintos indices de diversidad, del nUmero de especies (riqueza) o la
fraccion de especies predominantes (abundancia) (32, 33). La riqueza es comparada
entre comunidades mediante el indice de Chao1 y OTUS observados; mientras que la
riqueza y abundancia puede ser analizada entre comunidades por el indice de Shannon
(34). Por otro lado, la diversidad beta se refiere al analisis de la diversidad entre dos sitios
(33) y mide los cambios en la diversidad determinada a través de graficos o gradientes

dentro de un ambiente; pueden ser variables de tipo discreto o continuo (35).

1.3 Microbiota oral en estado de salud
Es importante reconocer que la diversidad del microbioma oral difiere del sitio anatémico
especifico, por ejemplo: muestras de placa dentobacteriana supra o subgingival, mucosa,
lengua y saliva, asi como la condicion sistémica relacionada con la dieta, edad y estilo de
vida hospedero (6, 12,36,37). En individuos con un diagnoéstico oral saludable se ha
determinado una microbiota menos diversa comparado con los sujetos con alteraciones
orales (38). De forma general, se identifican cinco phyla predominantes que corresponden
al 95% del total de la microbiota oral: Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria,
Fusobacteria y Actinobacteria (27).
En mucosa oral se determina una microbiota comun entre individuos, compuesto por
géneros como Streptococcus sp., Gemella sp., Granulicatella sp., y Veillonella sp.;
mientras que las muestras de placa dentobacteriana analizada en distintos periodos de
denticion, ademas de géneros comunes se observan Fusobacterium sp., Tanerella (T.

forsythia) Corynebacterium sp., Kingella sp., Prevotella sp., Terrahaemophilus sp.,
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Capnocytophaga (C.gingivalis), Porphyromonas sp., Campylobacter (C. gracilis) ,

Actinomyces sp. y Haemophilus sp. (39,40).

En placa dentobacteriana supragingival, la especie comensal detectada con mayor
frecuencia es Fusobacterium nucleatum, identificada como colonizador secundario en el
desarrollo del biofilm y de forma simultanea, genera el medio anaerobio requerido por
especies de Porphyromonas para su co-agregacion ( 38,41). Las muestras de placa
dentobacteriana subgingival se compone en su mayoria por los siguientes géneros:
Fusobacterium sp., Actinomyces sp., Streptococcus sp., Neisseria sp., Capnocytophaga
sp., Prevotella sp., Corynebacterium sp. y Rothia sp. Aunado a estos géneros, en saliva
se ha determinado una microbiota comun caracterizada por géneros como
Porphyromonas, mientras que a nivel especie se identifican: Streptococcus mitis,
Streptococcus salivarius, Granulicatella adjacens, Neisseria flavescens, Rothia
mucilaginosa y Prevotella melaninogenica (38, 39, 42). Con respecto al estudio la
microbiota en saliva, se determina que su composicion refleja el estado de salud oral del
individuo y depende del estadio de desarrollo dental; ademas se ve influenciada por la
forma de nacimiento, periodo de lactancia y el uso de antibitticos (37). La figura 2
muestra los tipos de phyla y géneros mas abundantes con respecto a su localizacion

anatomica en cavidad oral identificaados por secuenciacién gendmica.
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Figura 2. Microbiota oral en estado de salud por localizacién anatéomica. (*) Tipos de phylum mas
abundantes. (**) Tipos de género mas abundante. llustraciéon creada en BioRender.

1.4 Disbiosis del microbiota oral y su relacion con enfermedad periodontal
Se ha relacionado el desarrollo de la periodontitis con un complejo formado por tres
microrganismos comensales: Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola y
Tannerella forsythia; sin embargo, a partir de los ensayos de secuenciacion genémica de
nueva generacién se ha establecido que la disbiosis de la microbiota oral presente en
individuos con periodontitis tiene una mayor abundancia de los tres microorganismos que
componen el complejo rojo. En este punto, se identificd una relacion bacteriana entre
geéneros como Treponema, Porphyromonas, Prevotella y Fusobacterium. Particularmente
en muestras de placa subgingival se observaron especies como Fusobacterium
nucleatum, Porphyromonas endodontalis, Tanerella forsythia y Parvimonas. En muestras
de saliva de sujetos con enfermedad periodontal, se indicé alta prevalencia de especies
como Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola, Prevotella intermedia, Filifactor

alocis y Aggregatibacter actinomycemtomitans (12, 37, 42, 43).
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La disbiosis provocada en la periodontitis promueve una abundancia del género
Porphyromonas en el 13% de los sujetos en comparacion con una abundancia del 3.35%
en pacientes sanos, particularmente en pacientes de edad adulta (42, 44, 45). P.
gingivalis ha sido catalogado como el periodontopatégeno mas asociado al desarrollo de
le enfermedad periodontal; sin embargo, se ha identificado en conjunto con Haemophilus
heamolyticus, Prevotella melaninogenica 'y Capnocytophaga ochracea en una abundancia
similar (12, 46, 47). Con una relevancia similar a P. gingivalis, se ha definido la
participacién de Prevotella nigrescens como importante promotor de periodontitis,

relacionado con resorcion de hueso alveolar (48).

En sujetos con periodontitis se ha descrito una microbiota oral mas diversa en
comparacion con individuos sanos e incluso de ha relacionado con las diferentes
caracteristicas clinicas de la periodontitis, tales como pérdida de 6rganos dentarios y
soporte 6seo, bolsas periodontales y sangrado gingival (12,38). Ejemplo de ello, es la
identificacion de P. endodontalis 'y T. forsythia relacionado con inflamacion gingival, asi
como la asociacion de A. actinomycetemcomitans con la pérdida de tejidos de soporte del
organo dentario (49,50). La abundancia de P. gingivalis se encuentra relacionada con la
presencia de bolsas periodontales de 24mm localizadas en un porcentaje elevado de los
pacientes evaluados; mientras que bolsas periodontales 25mm se encuentra una
abundancia considerable de T. forsythia (51).

El desarrollo de periodontitis se debe principalmente a bacterias Gram negativas, de
modo que se ha analizado la presencia de lipopolisacarido (LPS) en suero y saliva, ya que
supone una translocacién de productos bacterianos debido a la pérdida de continuidad en
el epitelio gingival; este hallazgo presenta una correlacion positiva entre niveles de LPS

en saliva y niveles de pérdida de hueso alveolar (52). Asi mismo, se identificd una relacion
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entre la abundancia de Prevotella intermedia y la pérdida del hueso alveolar pronunciada
en los pacientes con periodontitis (53).

La enfermedad periodontal se caracteriza por el dafio en los tejidos de soporte de los
organos dentarios y la ulceracion del epitelio gingival, lo cual promueve la translocacién
de periodontopatégenos y productos bacterianos como el LPS, que induce la activacion
de receptores tipo Toll y la expresion de citocinas proinflamatorias como TNF, IL 1B e IL 6,
las cuales tienen la capacidad de inducir una respuesta inflamatoria sistémica mediante
las proteinas de fase aguda como proteina C reactiva, amiloide A sérica y fibrindgeno (10,

54),

Considerando la respuesta inmune sistémica en el hospedero, un estudio analiza la
presencia de citocinas en saliva como biomarcadores inflamatorios en pacientes con
periodontitis, determinaron una relacién negativa en concentracion de IL 10 con respecto
al numero de especies identificadas (43). Se ha descrito la accién de A.
Actinomycetemcomitans sobre la activacion del complejo del inflamasoma, dicho complejo
resulta de la oligomerizacién de dominios posterior a la sefalizacidén de receptores tipo
NOD vy finalmente promueve la maduracion de IL 1B e IL 18; de igual forma, A.
Actinomycetemcomitans estimula linfocitos T, activando una respuesta de las células T
cooperadoras 1y 17 (Th1, Th17), asi como el factor ligando del receptor nuclear kf3
(RANKL) asociado a citocinas IL 6, IL 17 y TNF relacionadas con resorcion ésea (50, 55-
57). Se encontré que P. gingivalis estimula receptores tipo Toll 4 e interleucinas IL 13,

IL 12, IL 23, ademas de una activacion del inflamasoma, aumentando la respuesta
inmunogénica (58,59). De igual forma, se considera la respuesta inmune generada por
Prevotella, caracterizada por el incremento de células Th17 (IL 17) y supresion de células
T cooperadoras tipo 2, inhibiendo la expresion de citocinas anti-inflamatorias (IL 4, IL 5,

IL 9) (48).
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1.5 Disbiosis oral en enfermedades cardiovasculares

Se han analizado los distintos mecanismos que relacionan la periodontitis y las ECV,
considerando la translocacion de periodontopatdgenos y productos bacterianos a
circulacion, la respuesta inmune local y sistémica generada, asi como el metabolismo
bacteriano de lipidos que contribuyen en el desarrollo de estos padecimientos. La
respuesta inmune del hospedero se ve alterada por la actividad de los
periodontopatdgenos, los cuales tienen la capacidad de promover anticuerpos tipo IgA
que inducen inflamacién sistémica y, por consiguiente, promueven la aterogénesis
responsable en gran medida del desarrollo de IAM debido a la ruptura o erosion de placa
ateromatosa. En este punto, estudios de cohorte han identificado la relacién entre
periodontitis con ECV e |IAM; los resultados de dichos analisis estiman que el 33% a
58.6% de los sujetos con ECV presentaron un grado de enfermedad periodontal (49, 52,

60- 63).

La figura 3 representa un resumen los géneros y especies mas abundantes en pacientes
con periodontitis, identificada en placa subgingival (recuadro blanco) y saliva (recuadro
azul); asi mismo, se presentan los géneros identificados en circulacion sanguinea y
diversos géneros relacionados como factor de riesgo de enfermedades cardiovasculares

(64).
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Figura 3. Descripcion de especies provenientes de cavidad oral identificados en 1) sujetos con
periodontitis , 2) translocacion de especies provenientes de cavidad oral en circulacion sistémica,
3) géneros identificados como factor de riesgo de enfermedades cardiovasculares. “ECV”
enfermedades cardiovasculares. llustracion creada con BioRender.

Ademas de identificar la microbiota predominante en ECV, se ha logrado establecer la
relacion de algunos géneros bcaterianos con marcadores bioguimicos, tales como
proteina C reactiva, lipidos y apolipoproteinas. EI mecanismo de inflamacién y el
metabolismo bacteriano de lipidos asociado a la formacién de la placa ateromatosa, se
relaciona con una concentracion elevada de colesterol y lipoproteina de baja densidad
(LDL) que son atribuibles a un mayor riesgo de ateroesclerosis, responsable en gran
medida de la patogenia de IAM. En este punto, se sugiere que la oxidacién de LDL
promueve la formacion de macréfagos espumosos, mismos que al entrar en apoptosis,
generan la liberacion de cristales de colesterol responsables de la activacion del
inflamasoma y con ello, la liberacion de pro IL 18 e pro IL 18, lo cual influye en la

formacién de la placa ateromatosa (14, 65-67).

Se ha enfatizado la relacién de la inflamacion en el desarrollo del IAM y la influencia de la
disbiosis de la microbiota oral e intestinal en el proceso inflamatorio e inmunoldgico de
estos pacientes. La respuesta inmune del huésped se ve alterada por la actividad de los

microorganismos responsables de enfermedad periodontal o periodontopatdgenos, los
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cuales tienen la capacidad inducir inflamacién sistémica y promueven la aterogénesis
responsable en gran medida del desarrollo de IAM (62). En este punto, se determiné la
variabilidad de la microbiota oral en pacientes diagnosticados con IAM y la carga de
inmunoglobulinas IgA e IgG relacionadas; por medio de una evaluacién periodontal, asi
como la identificacién de especies bacterianas como A. actinomycetemcomitans, C. rectus

y F. nucleatum (49).

Mediante el analisis de la regién 16S rRNA (V1-V2), se ha realizado la comparacion de
tres diferentes ambientes en pacientes con enfermedades cardiovasculares, placa
ateromatosa, saliva y heces; en dicho analsis se identificaron los phyla Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobacteria y Fusobacteria (68). De igual forma, un analisis de
secuenciacion masiva por amplicones del gen 16s rRNA (V3-V4) ha caracterizado la
microbiota de mucosa oral, identificando como géneros predominantes: Streptococcus
sp., Veillonella sp., Leptotrichia sp., Neisseria sp., Prevotella sp., Rothia sp.,

Capnocytophaga sp., Fusobacterium sp., Selenomonas sp. y Haemophilus sp. (69).

En un estudio realizado en pacientes que desarrollaron un IAMCEST en muestras de
cavidad oral mediante la secuenciacién masiva por amplicones del gen 16s rRNA (V3-V4),
identificaron un patron de disbiosis asociado a la disminucion de Firmicutes y
Haemophilus en comparacion con sujetos sin IAMCEST; asi mismo, mencionan una alta
prevalencia de Bacteroidetes. Otro hallazgo de importancia, fue la identificacion de una

mayor diversidad en sujetos con IAMCEST (70).

El protocolo realizado en pacientes asiaticos diagnosticados con infarto agudo al
miocardio con elevacién del segmento ST, ha considerado que la traslocacion de la
microbiota oral e intestinal en plasma sanguineo podria contribuir en la patogenia de
eventos cardiovasculares. En dicho protocolo analizaron la presencia de LPS en plasma

sanguineo, ademas del aislamiento de ADN bacteriano en muestras sanguineas, donde
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identificaron diferentes phyla de microbiota oral, como Lactobacillus, Bacteroidetes y

Streptococcus, asi como especies provenientes de microbiota intestinal (71).

De igual forma, en un analisis realizado en biopsias de trombos en pacientes IAMCEST,
se identificaron especies de la microbiota intestinal y oral (70), asi como la identificacién
en torrente sanguineo de especies bacterianas de ambos nichos, lo cual permitié sugerir
que la permeabilidad de la barrera intestinal se ve alterada debido a la hipo-perfusion
intestinal resultado de la isquemia producida por el IAM (71). También se ha propuesto la
relacion entre una higiene oral deficiente con una alteracion de la microbiota intestinal,

identificado por una mayor abundancia de Bacteroidetes (72).

De acuerdo al analisis de la microbiota intestinal en pacientes IAMCEST, una cohorte ha
determinado una mayor abundancia en el phylum Proteobacteria en comparacién con
sujetos sanos (70), mientras que una cohorte distinta de sujetos IAMCEST con
hiperglicemia, define una mayor abundancia de Bacteroidetes (73); estos hallazgos
determinan una disbiosis intestinal. La participacién de patégenos de cavidad oral como
Porphyromonas gingivalis sobre el metabolismo intestinal, ha sido analizada en modelos
murinos, identificando un incremento significativo en la concentracion plasmatica en los
modelos de periodontitis inducida; sin embargo, en humanos no ha se detallado este

mecanismo (74).
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1.6 Metabolitos y sub-productos bacterianos asociados al microbioma
intestinal
La disbiosis afecta la permeabilidad de la mucosa intestinal en el huésped, lo que influye
en la traslocacion de moléculas y metabolitos bacterianos a la circulacion, promoviendo el

estado inflamatorio del huésped (75-77).

Otro factor que involucra la disbiosis intestinal con el riesgo cardiovascular es la alteracion
de la barrera hemato-intestinal, la cual influye en la absorcién de compuestos producidos
por la microbiota intestinal; tal es el caso de la trimetilamina (TMA) asociado con el
metabolismo de compuestos provenientes de la dieta, como fosfatidilcolina y L-carnitina;
la TMA se absorbe y es oxidado en higado por la enzima monoxigenasa-3, formando el N-
oxido de trimetilamina (TMAO) (78). Este metabolito es cuantificado en plasma y ha sido
descrito como un importante promotor de riesgo de enfermedad cardiovascular,
relacionado con el desarrollo de la placa ateromatosa debido a la alteracién las células
endoteliales y la hiperreactividad de la plaquetas; también se ha notado el impacto del
TMAO sobre el metabolismo del colesterol mediante el decremento en la sintesis de
acidos biliares; asi mismo, TMAO promueve la formacién de macréfagos espumosos y de
igual forma, se ha notado la accion de TMAO sobre la activacion del inflamasoma (76,

79).

La cuantificacion de TMAO se ha relacionado con un mayor riesgo de mortalidad en
pacientes diagnosticados con ECV e incluso, pacientes diagnosticados con IAM que
inicialmente presentaron troponinas negativas, mostraron altos niveles de TMAO (82).
Mediante el analisis de secuenciacion masiva por amplicones del gen 16s rRNA de la
microbiota intestinal, se determind que los sujetos que presentaban una mayor
abundancia del género Prevotella, demostraron una mayor concentracion de TMAO en

plasma (77). También en pacientes IAMCEST, se ha determinado una correlacién positiva
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entre la cuantificacion plasmatica de TMAO con la microbiota intestinal a nivel de taxa,

como Aerococcaceae (78).

En pacientes con IAMCEST e hiperglicemia se establecié el analisis de la microbiota
identificada en trombos; sus resultados definieron una correlacion de la abunancia de
Prevotella con niveles elevados de N-oxido de trimetilamina (TMAO) y se asoci6é a un
menor indice de supervivencia en el seguimiento a un afio de estos pacientes; ademas,

identificaron una relacion entre la abundancia de Prevotella en trombos y heces (73).

La microbiota oral presente en pacientes con periodontitis, provoca la exposicién de
lipopolisacarido (LPS) que promueve una respuesta inflamatoria sistémica relacionada
con ateroesclerosis e IAM. En pacientes diagnosticados con periodontitis y ECV al
analizar los niveles séricos de LPS, encontraron una relacion positiva, asi como una
asociacion entre niveles de LPS en saliva y suero, sugiriendo la translocacion de bacterias
Gram negativas o de sus factores de virulencia a circulacion sistémica (52). En asociacion
con niveles de LPS en suero de pacientes con IAMCEST, se observan grandes
concentraciones de monocitos con marcadores en superficie CD14++ CD16+ y

produccion de citocinas pro-inflamatorias (71).

De igual forma, diversos analisis han sugerido que la principal via de la translocacion de
lipopolisacarido (LPS) se debe a una alteracion de la permeabilidad de la barrera
intestinal; sin embargo, la disbiosis en la cavidad oral, también promueve dicha
translocacion. Al realizar la caracterizacion de la microbiota en un nicho subgingival, asi
como la identificacion de LPS en saliva y suero; se determiné una asociacion de 2.6%
entre la endotoxina y el género P. intermedia, y el 3.2% asociado a la suma de 11 cepas

provenientes de cavidad oral; el resto se determiné que proviene de la microbiota de
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orofaringe, nasofaringe y respiratoria. En el mismo analisis, se definié una correlacion
positiva entre la cantidad de LPS identificado en saliva y suero; en el caso de sujetos con
periodontitis activa, se encuentra una concentracion elevada, particularmente, aquellos

sujetos que reportaron una pérdida de hueso alveolar (52).

Igualmente, se ha descrito que el desarrollo de una endotoxemia genera un desequilibrio
de las lipoproteinas en el hospedero, debido a la capacidad de unién con el LPS en
circulacion sanguinea y de este modo, se promueve su neutralizacién; por este motivo, se
ha logrado establecer una relacion entre los niveles de LPS en sujetos con periodontitis y
algun grado de dislipidemia. Dicha aseveracion, se sustenta mediante el analisis enfocado
en la union del LPS, determinada con mayor prevalencia con las lipoproteinas de muy
baja densidad (LDL), lo cual provoca una disminucion abrupta de las lipoproteinas de alta
densidad (HDL) y modificando su funcion anti-aterogénica (84). Asi mismo, en sujetos con
periodontitis se ha reportado una baja concentracion de HDL y apolipoproteina A1,
ademas de una mayor concentracion de LDL/V-LDL, apolipoproteina B y colesterol total

(85).

Dentro de la actividad pro-aterogénica de la V-LDL se considera la activacion de
macrofagos y, en consecuencia, la expresion de TNF y la formacion de células
espumosas; por tal motivo, en sujetos con periodontitis con una elevada concentracion de
V-LDL y LPS, incrementa la expresion de TNF, IL 6 y CD14, asi como elevacién de los
niveles de proteina C reactiva; incluso, se ha establecido una asociacion significativa
entre el grado de inflamacion periodontal con los niveles V-LDL, triglicéridos y proteina C

reactiva en sujetos con antecedentes de infarto agudo al miocardio (86).
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Con relacion a la traslocacion de LPS, se ha detallado que en sujetos diagnosticados con
periodontitis y ECV existe una relacion positiva entre la concentracion de LPS en suero y
saliva (43). Asi mismo, en el desarrollo de un proceso infeccioso el equilibrio de las
lipoproteinas en el hospedero se ve afectada; de este modo, se ha identificado la relacién
del LPS con una baja concentracion de lipoproteinas de alta densidad y apolipoproteina
A1, asi como una mayor concentracién de lipoproteina de baja densidad y apoliporoteina
B. lo anterior se debe a la unién promovida entre el LPS y las lipoproteinas de muy baja
densidad, ocasionando una disminucién de HDL y modificando su actividad anti-
aterogénica (84-85). Por tal motivo, existen estudios que aseveran que la presencia de
LPS asociado a una baja concentracién de HDL, sugiere un predictor de un evento

cardiovascular incidente (87).

La importancia del hallazgo de periodontopatégenos en sujetos con ateroesclerosis, se ha
atribuido a la presencia de una enzima peptidil arginina deaminasa producida por P.
gingivalis, la cual modifica proteinas prevalentes en lesiones ateroescleréticas mediante la
citrulinacion. Por otro lado, se han reportado altas concentraciones de auto-anticuerpos
contra proteinas citrulinadas, como la histona 2B, la cual se ha asociado a la presencia de
calcificaciones en arterias coronarias, lo cual supone un agravante en dicha enfermedad

(88).

La figura 4 representa un esquema de la relacién de la disbiosis de la microbiota oral e

intestinal en el desarrollo de las enfermedades cardiovasculares.
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Figura 4. Disbiosis de la microbiota oral e intestinal y su relacion en el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares. La disbiosis en cavidad oral e intestino, promueven la traslocacion de productos
(“LPS” lipopolisacarido), metabolitos (“TMAQO” N-6xido de trimetilamina) y genes bacterianos, asi
como una alteracién en el metabolismo de lipidos, identificado por una elevacion de la lipoproteina
de baja densidad “LDL”; estos eventos desencadenan el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares. llustracién creada con BioRender.
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2. Diseio experimental

Justificacion

Las enfermedades isquémicas del corazén, dentro de las cuales se considera el infarto
agudo al miocardio, representan la principal causa de mortalidad de la poblacion en México;
las estadisticas de mortalidad del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia de 2021 la
caracterizan como la primera causa de muerte en hombres y mujeres. Durante el segundo
trimestre de 2021, el Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez” refirid que las
cardiopatias isquémicas representan el 28.19% de morbilidad de un total de 1,050 casos

de atencion y una tasa de 23.33% de mortalidad dentro del periodo mencionado.

Por tal motivo, resulta de interés identificar la relacion del microbioma oral y su influencia
en la patogenia del IAM, que hasta la fecha se desconoce en nuestra poblacion; asi mismo,
se pretende estudiar la posible correlacion de los marcadores biolégicos como lo son:
citocinas pro y anti-inflamatorias, el N-6xido de trimetilamina y lipopolisacarido, asi como la
participacion del estado de salud oral en el desarrollo del infarto agudo al miocardio. De tal
manera, se desea conocer si: jLa diversidad de la microbiota oral asociado al estado de
salud bucal influye en un mayor riesgo cardiovascular en pacientes con IAMCEST, y

contribuye al establecimiento de una respuesta inflamatoria exacerbada?
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Hipoétesis

La diversidad de la microbiota oral en pacientes con IAMCEST es diferente en los distintos
grados de riesgo cardiovascular, de igual manera, se relaciona con diferencias en la
concentracion de las citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias, asi como el N-6xido de

trimetilamina y el lipopolisacarido.

29



Objetivos

a) Objetivo general

Analizar la diversidad de la microbiota oral en pacientes con IAMCEST comparada en los
diferentes grados de riesgo cardiovascular y su estado de salud bucal, y su relacion con la
concentracion de citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias, N-6xido de trimetilamina

y lipopolisacarido.

b) Objetivos especificos

1. Caracterizar la microbiota de la placa supragingival de pacientes con IAMCEST
asociado a su estado de salud oral y a la escala clinica basada en la inflamacién

sistémica.

2. Cuantificar las citocinas pro-inflamatorias (IL 6, IL 1B, TNF, IFNy, IL 8, IL 17A) y anti-

inflamatorias (IL 4, IL 10, TGF B) en suero de pacientes IAMCEST.

3. Cuantificar el N-6xido de trimetilamina y lipopolisacarido en plasma de pacientes

IAMCEST.

4. Relacionar la diversidad de la microbiota oral y el estado de salud oral con los distintos
grados de riesgo cardiovascular y la concentracion de citocinas, N-6xido de trimetilamina

y lipopoliscarido.
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Criterios de seleccion

a) Criterios de inclusion
Pacientes diagnosticados con evento primario de infarto agudo al miocardio con

elevacion del segmento ST (IAMCEST) con menos de 72 horas de evolucion.

b) Criterios de exclusion
Diagndstico distinto a infarto agudo al miocardio con elevacion de segmento ST.
Pacientes que hayan recibido un tratamiento previo de reperfusion o tromboliticos.
Diagnéstico de una enfermedad infecciosa, autoinmune o cancer identificadas al
momento del ingreso.
Pacientes que hayan recibido cualquier tipo de antimicrobiano, antiinflamatorio,

glucocorticoides o inmunosupresores en el ultimo mes.

c) Criterios de eliminacion
Datos clinicos no registrados.
Muestras de ADN degradado identificado por electroforesis en gel.
Muestras de ADN que no cumplan parametros de calidad, identificada por una

absorbancia de A260/280 de 1.8 por espectrofotometria UV.
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3. Métodos

La figura 5 muestra el diagrama de flujo resumido de los métodos aplicados en el presente

protocolo de investigacidén y se encuentran detallados en los siguientes puntos.

Escala clinica de
riesgo basada

i vt Enfermedad
en inflamacion periodontal
sistémica
DNA
s t t PDB 16s rRNA
w supragingival V3-V4
— — 5
: Citocinas
IAMCEST Muestra Evaluacion S Inmunoensayo
evento primario sanguinea oral ; por citometria
<72hrs 5 de flujo
fusid ' | TMAO
No reperfusion Suero PDB Pl UPLC-MS/MS
No trombolisis supragingival : asma
Plasma '
LPS ELISA
Plasma

Figura 5. Diagrama de métodos; de izquierda a derecha, se describen la seleccion de sujetos
seguido de la obtencién de muestras, las cuales fueron almacenadas hasta su procesamiento a -
20°C. La escala de riesgo basada en la inflamacién sistémica descrita previamente, considera los
parametros de leucocitos, albumina y proteina C reactiva. La evaluacion oral se realizdé 24 horas
posteriores al ingreso de los pacientes. Finalmente se enlistan los métodos aplicados en el presente
protocolo. IAMCEST: infarto agudo al miocardio con elevacion del segmento ST. PDB: placa
dentobacteriana, TMAO: N-6xido de ftrimetilamina, LPS: lipopolisacarido, UPLC-MS /MS:
Cromatografia liquida acoplado a espectrometria de masas.

3.1 Seleccion de sujetos de estudio

Se llevo a cabo un estudio observacional y transversal. Los sujetos fueron reclutados en el
periodo de marzo de 2019 a marzo de 2020, de forma mediata y posterior a su ingreso a la
Unidad de Cuidados Coronarios del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”. El
diagnodstico de IAMCEST fue determinado por Médicos Cardidlogos, basado en los
hallazgos observados en el electrocardiograma, seguido de los parametros establecidos

por las guias de la definicion universal del infarto al miocardio (5). Unicamente se
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seleccionaron aquellos sujetos con un evento primario de IAMCEST en un periodo de
evolucion de 72 horas, que no hubieran recibido un tratamiento previo de reperfusion o
tromboliticos; luego de una invitacion y autorizacion, se realizé un cuestionario de salud

general y el acuerdo de un consentimiento previamente informado.

En la definicion de la escala de riesgo basado en la inflamacion sistémica, se tiene como
referencia la evaluacion de los valores séricos de albumina, proteina C reactiva y el conteo
de leucocitos; basados en los puntos de corte, estos parametros determinan la clasificacion
de la siguiente manera: 1 punto basado en el conteo de leucocitos (29.3 x10%/uL), 2 puntos
para la cuantificacion de proteina c reactiva (213.0 mg/L) y 3 puntos basados en la
concentracion de albumina (<3.6 g/dL); de este modo, se determinan cuatro categorias
distintas: 0 puntos, sin signos de inflamacion sistémica; 1-2 puntos riesgo leve; 3-4 puntos,

riesgo moderado y 5-6 puntos, riesgo grave (13) (Tabla 1).

El analisis de albumina sérica y proteina C reactiva de alta sensibilidad fueron medidos
fotométricamente usando el analizador quimico clinico AU680 (Beckman Coulter, Fullerton,
CA), mientras que los leucocitos fueron contabilizados mediante el uso del analizador
hematolégico automatizado DxH900 (Beckman Coulter, Miami, FL); mismo que fue

determinado en el laboratorio central del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”.
3.2 Determinacion de la evaluacién periodontal

Para evaluar el estado de salud periodontal, se consideraron los siguientes parametros:
presencia de placa dentobacteriana o calculo, eritema y sangrado gingival, observacion
clinica de la pérdida de la cresta alveolar, movilidad dental, insercion del nivel del margen
gingival a union cemento esmalte >3mm, 6rganos dentarios ausentes y la identificacion de
un patrén de pérdida 6sea incisivo molar (89). La evaluacion oral se realizé dentro de las

siguientes 24 horas posteriores al ingreso del paciente.
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3.3 Obtenciéon de muestras biolégicas

Al ingreso del paciente, se obtuvo la muestra sanguinea (10 ml total en promedio) en
tubos de tereftalato de polietileno (BD Vacutainer) sin anticoagulante para la obtencion de
suero y con acido etildiamin tetrasodico (EDTA) para plasma, las cuales se mantuvieron
en congelacién a -80°C; 24 horas posteriores al ingreso se realizé la toma de muestra de
placa dentobacteriana supragingival (1mg en promedio), obtenida mediante el raspado de
las superficies dentales vestibulares y linguales de los 6rganos dentarios presentes con
una cureta Gracey % esterilizada. Todas las muestras fueron recolectadas en un
contenedor estéril de polipropileno de 1.5 ml de volumen (Eppendorf) con 1ml de etanol

70% y fueron almacenadas a -20°C hasta su procesamiento.

3.4 Aislamiento de DNA de la muestra de placa dentobacteriana supragingival

Previamente se realizé un proceso de centrifugado a 12,000 rpm por 1 minuto para
precipitar la muestra de placa dentobacteriana (PDB); en una campana de flujo laminar
estéril, el etanol se decanta y el remanente se deja evaporar en un periodo de 10 minutos
en promedio. Se realizo el aislamiento de ADN de la muestra mediante el uso del kit EZ-
10 Spin Column Genomic DNA Minipreps, Animal (Bio Basic Inc, cat. BS427), siguiendo
las indicaciones del fabricante. Una vez verificada el grado de pureza del material
genético (A260/280=1.8-2.0) por espectrofotomeria UV (Nanodrop, 100, Thermofisher) y
la calidad mediante electroforesis en geles de agarosa 1% tefidas con Bromuro de Etidio,
analizando las imagenes documentadas en un detector de quimioluminiscencia y

fluorescencia ed/infrarrojo cercano (FR/NIR) (Chemidoc Image System, BioRad).
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3.5 Secuenciaciéon gendémica

Las muestras de ADN aislado fueron enviadas a un laboratorio externo (Novogene,
China), donde se confirma la integridad del ADN mediante electroforesis por
microcapilaridad (Agilent, Fragment Analyzer System 5400), continuando con el proceso
de amplificacion por reaccion en cadena de polimerasa del gen 16s rRNA region V3-V4.
Se describen los cebadores utilizados para la amplificacion (341F

CCTAYGGGRBGCASCAG, 806R GGACTACNNGGGTATCTAAT).

El proceso de secuenciacion gendmica fue realizado en la plataforma lllumina NovaSeq

6000 PE250, usando el protocolo de 2x250 pares de bases.

3.6 Analisis de secuenciacion masiva por amplicones del gen 16s rRNA

Se recibieron datos en crudo en formato (Forward y Reverse), mismos que fueron
analizados por medio del programa informatico “Quantitative Insights into Microbial Ecology
2” (QIIME2) version 2022.2. De primera instancia, se realiza la hoja de metadatos en formato
“.csv” con las variables por analizar, previamente validado por la extension Keemei [Google

Sheets]. Con el comando “DADA2” se realiz6 la unidn de los archivos fastQ paired-end, asi

como la remocion de quimeras y la construccion de la tabla de variante de secuencia
de amplicon (“ASV” por sus siglas en inglés, amplicon sequence variants) (90). Se obtuvieron
2,740,002 secuencias; la calidad de las secuencias fue filtrada a un valor Q30 (1 base
erronea en 1000), se obtuvieron 1,635,220 secuencias en este filtrado con el comando
dada2. Posteriormente, se realizé la asignacion taxonédmica mediante la base de datos
Human Oral Database (HOMD) version V15.2 con una identidad del 99%, previamente
entrenada para la regién V3 y V4 (91). Posteriormente, se realizé el filtrado de las
secuencias con el comando “filter- features” y se obtuvieron 1,629,764 secuencias; el

rareficado de estas secuencias (Tabla 2) se realizé a una profundidad de 50,000 (Figura 6).
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Tabla 2. Total de secuencias obtenidas por etapa de filtrado en el analisis de la plataforma
QIIME2

Dada2 Feature-table Feature-table
Demultiplex

Denoise-paired Filter-features Rarefy
Total 2,740,002 1,635,220 1,629,764 850,000
Minimo 98,658 54,445 54,102 50,000
Maximo 178,278 119,742 119,487 50,000
Media 161,176 96,727.41 95,868.47 50,000
Features - 3,329 1,940 1,940
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Figura 6. Curvas de rarefaccion. Se muestra el rareficado a una profundidad de 50,000 secuencias
y el numero de especies incluidas para cada sujeto. Grafica elaborada en el paquete “vegan”,
plataforma R.

36



Mediante el paquete “phyloseq” v. 1.38.0, R”, se cred un archivo en formato “.rsd” para la
realizacion del andlisis de o diversidad mediante el indice de Shannon, Chao1 y Observed
features y el analisis de B diversidad mediante el indice de Bray Curtis, representado por
un analisis de coordinados principales (PCoA) (“‘ampvis2” v. 2.7.23, R). Igualmente se
realizd el Analisis de Varianza Multivariado con Permutaciones (PERMANOVA, 999
permutations) para la identificacion de diferencias entre grupos (“vegan” [v. 2.6-2], R). Se
aplico el analisis de dispersion de la homogeneidad mediante el uso de la funcién
“betadisper” (paquete “vegan” v.2.6-2, R) y finalmente, el analisis de discriminacion lineal
con efecto de tamafio (Linear discriminant analysis effect size “LEfSe”), utilizando los
parametros por defecto y un parametro LDA igual o menor a 3 (Galaxy v. 1.0) (92).
Finalmente, se realizd un analisis comparativo basado en la expresion de genes

determinado por la paqueteria “DESeq2” (v.1.34.0, R) (93).

3.7 Cuantificacion de citocinas

Se realizo la cuantificacion de citocinas en suero por medio de inmunoensayo por
citometria de flujo, mediante el uso del kit Legendplex Human Essential Immnune
Response Panel (13plex) (Biolegend, cat. #740930), siguiendo las indicaciones del
fabricante. El panel utilizado incluyd las siguientes citocinas: interleucina4 (IL4),
interleucina 2 (IL 2), CXCL10 (IP10), interleucina 1B (IL 1B), tumor necrosis factor (TNF),
CCL2 (MCP1), interleucina 17A (IL17A), interleucina 6 (IL 6), interleucina 10 (IL 10),
interferon y (IFN y), interleucina 12 (IL 12p70), chemokine ligand 8 (CXCL8) y factor de
crecimiento transformante 1 (TGF B1). Los datos de concentracion de citocinas fueron
procesados en el citometro de flujo BD FACSAria BD (Biosciences, San Jose, CA, USA) y
analizados mediante el software en linea Biolegend LEGENDplex™

(https://legendplex.qognit.com). De dicho panel, se seleccionaron nueve citocinas para su
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inclusion en este protocolo. El ensayo se realizé por triplicado y la referencia de la

concentracion de cada citocina se presenta en la tabla suplementaria 1.

3.8 Cuantificacion de N-oxido de trimetilamina

La cuantificaciéon del N-oxido de trilmetilamina en plasma fue realizado mediante el
analisis por cromotografia liquida acoplado a espectrometro de masas UPLC-MS/MS (AB
SCIEX API 4000), proporcionado por el proveedor del servicio Creative Proteomics

(Nueva York, Estados Unidos, https://www.creative-proteomics.com).

3.9 Cuantificacion de lipopolisacarido

Se realiz6 previamente una seleccion de las muestras de plasma almacenadas, con el
objetivo de descartar la contaminacion de las mismas; se realizé un cultivo en medio de
enriquecimiento bacterioldgico por 24 horas a 37°C. De las 22 muestras de sujetos, se
eligieron 11 muestras para continuar con el inmunoensayo ligado a enzimas para la
deteccion de antigenos “ELISA” (Instant Enzyme-linked immunoabsorbent assay kit.
Cloud-clone corp. SN 78 A604A59A). Dicho ensayo se realizd por duplicado de cada
muestra con el protocolo descrito por el fabricante en placa de 96 pozos, finalmente, se
determina la lectura de la concentracion en espectrofotémetro a 450nm (Epoch microplate
spectrophotometer, Biotek). Se realiz6 el promedio de las absorbancias y la curva de
concentraciones [30 ng/ul, 15 ng/ul, 7.5 ng/ul, 3.75 ng/ul, 1.88 ng/ul, 0.94 ng/ul, 0.47 ng/pul,
0.23 ng/ul]; mediante un analisis de regresion lineal en la plataforma R [v.4.1.2] se

determind a concentracion expresada en ng/ul de cada muestra.
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3.10 Analisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 mediante la aplicacién de prueba exacta de Fishery
Kruskal- Wallis, previo analisis de la distribucion mediante la prueba de Shapiro-Wilk. El
analisis de correlacion se aplicé la prueba de Spearman, mientras que el calculo del rango
intercuartil de realizé mediante la prueba de Bisagra de Tukey. Todos los analisis de
significancia se establecieron en un valor de p=0.05. Para el analisis y la representacion
grafica de los resultados se utilizaron los siguientes paquetes “ampvis2” v.2.7.23,
“‘DESeq2” v. 1.34.0, “corrplot” v.0.92 y “ggplot2” v.3.3.6 del programa informatico R

[v.4.1.2].
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4. Resultados

4.1 Sujetos de estudio

Se reclutaron 27 sujetos, de los cuales, cinco sujetos fueron eliminados por la omisién de
algun dato clinico de referencia, diagndstico de IAMCEST no confirmado, o por el uso de
antibidtico en el ultimo mes. Los 22 sujetos incluidos fueron distribuidos dentro de la
escala clinica de riesgo basada en la inflamacion sistémica categorizados de la siguiente
manera: sujetos sin riesgo (n=3), riesgo leve (n=8), moderado (n=7) y grave (n=4). La
tabla 3 muestra la distribucién de los sujetos por grupo considerando género,
antecedentes patoldgicos referidos, asi como el estado periodontal determinado en la
evaluacion oral. Se observo que el rango de edad fue de 36 a 74 anos de edad y en su
mayoria, se incluyeron sujetos de género masculino (95%). La totalidad de los sujetos
presentaron algun grado de enfermedad periodontal; el diagndstico de gingivitis se
presento en el 45.5% de los sujetos y periodontitis en el 54.5%; no se observaron

diferencias significativas entre la comparacion entre los grupos de riesgo.

La historia médica de los sujetos determiné que 5 sujetos refirieron antecedentes de
diabetes, 7 sujetos con hipertension, 4 sujetos presentaron dislipidemia y 9 sujetos
refirieron el habito de tabaquismo activo; se observé que ningun sujeto de la categoria de
riesgo grave reporto el habito de tabaquismo y en la comparacion entre grupos, se
observo una diferencia estadisticamente significativa. De la totalidad de los sujetos, el 9%
refirieron un tratamiento de estatinas, acido acetilsalicilico en el 13%, antihipertensivos en
el 31% e hipoglucemiantes en el 13% de los sujetos. Con relacién a las caracteristicas
clinicas observadas, se identifico que el grupo de riesgo grave, presentaron una mayor
proporcion de sujetos con una clase de Killip-Kimball mayor a 2, mas de dos arterias

coronarias afectadas, categoria de TIMI mayor a 2 y un indice Grace mayor.
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Tabla 3. Resumen de caracteristicas clinicas sistémicas de la cohorte

Sin riesgo Leve Moderado Grave p

N=3 N=8 N=7 N=4 value
Edad, afios @ 61 (65-58) 60 (54-69) 55 (36-74) 62 (55-70) 0.367
Masculino ® 3(100) 7(87.5) 7 (100) 3(75) 0.758
Evaluacidn periodontal
Gingivitis @ 2 (66) 2(25) 5(71.4) 1(25)

0.272

Periodontitis @ 1(33) 6 (75) 2(28.6) 3(75)
Historia médica del paciente
Diabetes @ 1(33) 1(12.7) 1(14.3) 2(50) 0.442
Hipertension @ 2 (66) 1(12.7) 2(28.6) 2 (50) 0.291
Dislipidemia @ 1(33) Non 3 (42.9) Non 0.088
Tabaquismo activo @ 3(100) 2(25) 4(57.1) Non 0.037*
Tratamiento previo
Estatinas @ Non 2(25) 1(14.3) Non 0.855
Acido acetilsalicilco 2 Non 2(25) 1(14.3) Non 1.000
Antihipertensivo @ 1(33) 2(25) 2(28.6) 1(25) 1.000
Hipoglucemiante 2 Non 1(12.7) 1(14.3) 1(25) 1.000
Caracteristicas clinicas
Clase Killip-Kimbal 222 Non 3(37.5) Non 1(25) 0.336
N2L’Jmero de arterias afectadas 1(3) 4 (50) 4(57.1) 3(75) 0.706
>0a
TIMI 22 2 3 (100) 6 (75) 4(66.7) 3(75) 0.901
GRACE?® 93 (27) 132 (30) 89 (38) 124.5 (51.5) 0.390
E(\j/sg:(s)ocbardiovascular mayor 1(33) 1(12.7) 2(28.6) 1(25) 0.821
Leucocitos (x10%/uL) ° 7.7(0.85) 12.9(4.1) 10.8(0.7) 10.1(14) 0.086
Albumina (g/dL)® 4.0(02) 39(03) 3.5(05) 2.9(06) 0.001*
Proteina C-reactiva (mg/L)® 3.1(2.7) 15(4) 8.7(12.2) 78.5 (38) 0.016*
Troponina cardiaca | (ng/mL)® 3.9(9.5) 3.5(48.9) 0.19(1.28) 11.6 (42.2) 0.532
Colesterol total (mg/dL)® 135.6(20.3)  185.7(80.1) 171.3 (54.5) 146.5 (66.3) 0.174
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Continuacion

Sin riesgo Leve Moderado Grave p
N=3 N=8 N=7 N=4 value
Lipoproteina de alta densidad
HDL (mg/dL) ® 37.4 (13.4) 35.9 (10.6) 32.4(15.9) 27.5(18.6) 0.705 0
Lipoproteina de baja densidad
LDL (mg/dL)® 90.4 (7.7) 125.8 (72.7) 108.4 (54.9) 91 (48.7) 0.178 0
indice de masa corporal ® 26.4 (1.6) 26.8 (4.8) 28.1(1.1) 28.2(8.8) 0690 0

2 Frecuencia (%), ® Mediana (IQR). Valor de p ¢: Kuskal-Wallis o o: Prueba exacta de Fisher.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre grupos con respecto a los
marcadores de albumina y proteina c reactiva. Esta descripcion permitié definir las
caracteristicas clinicas, antecedentes y marcadores bioquimicos identificados en los

sujetos con respecto a la estratificacion de riesgo.

Se realiz6 una evaluacioén oral para cada sujeto, donde se determinaron caracteristicas
dentales y periodontales, las cuales se describen por categoria en la tabla 4. Con
respecto a las caracteristicas dentales, se observé que el 40.9% de los sujetos
presentaron mas de 5 érganos dentarios con caries, el 45.5% del total de los sujetos
presento una pérdida de mas de 6 6rganos dentarios y el 90.9% de los sujetos, presento
un indice CPO (indice de dientes cariados, perdidos y obturados) individual mayor a 6, lo
que determina un riesgo muy alto de caries en esta cohorte con relacion a la clasificacion

de la Organizacion Mundial de la Salud, descrita en el pie de la figura referenciada.

Se observo que los sujetos categorizados con riesgo grave, presentaron caracteristicas
periodontales deficientes, lo cual permitié identificar un estado de salud periodontal
mayormente comprometido en estos sujetos. Considerando la prevalencia de enfermedad
periodontal presente en estos sujetos, se toma en consideracion para la descripciéon de

los analisis posteriores.
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Tabla 4. Resumen de caracteristicas clinicas buco-dentales de la cohorte

Sin riesgo Leve Moderado Grave p
N=3 N=8 N=7 N=4 value
Diagnéstico periodontal
Gingivitis @ 2 (66) 2 (25) 5(71.4) 1(25)
0.272
Periodontitis 2 1(33) 6 (75) 2 (28.6) 3 (75)
Caracteristicas dentales
OD con caries >5 @ 2(66.7) 3(37.5) 2(28.2) 2(50) 0.722
OD perdidos >6 @ 2(66.7) 4(50) 2(28.6) 2(50) 0.732
indice CPO >6 2 3(100) 8(100) 6(85.7) 3(75) 0.619

Caracteristicas periodontales

Nivel insercion >3mm @ 1(33) 6 (75) 2 (28.6) 3 (75) 0.272
Pérdida 6sea >30% * 1(33) 4 (50) 2 (28.6) 2 (50) 0.870
Movilidad 2 Non 3 (37.5) Non 2 (50) 0.136
Furca involucrada @ Non Non Non 1 (25) 0.318

®Frecuencia (%) Valor de p o: Prueba exacta de Fisher. OD: 6rganos dentarios. Valores de
referencia de la OMS con respecto al Indice CPO: Muy bajo 0-1.1, bajo 1.2-2.6, Moderado 4.5-
6.5 y Muy alto >6.
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4.2 Descripcion taxonémica de la microbiota oral

La figura 7 detalla la abundancia relativa a nivel de phylum (Figura 7A) y género (Figura

7B) identificada en cada sujeto y se encuentran agrupados de acuerdo a la escala clinica

de riesgo basado en la inflamacion sistémica. De forma general, en los sujetos que

desarrollaron el IAMCEST se observo que los phyla principales, Bacteroidetes, Firmicutes,

Fusobacteria, Actinobacteria y Proteobacteria representan el 97% de la proporcion de las

muestras. De esta proporcion, el phylum mas abundante fue Bacteroidetes. En los sujetos

categorizados sin riesgo, leve y moderado, se observo que el phylum Firmicutes fue el
mas abundante, seguido por Bacteroidetes y Fusobacteria. En los sujetos con riesgo
grave, se observé que Bacteroidetes fue el phylum mas abundante (37.8%), seguido de
Firmicutes (27.3%) y Fusobacteria (11.7%) (Figura 7A). De igual forma, los 15 géneros
mas abundantes se presentan en la Figura 8; se observé que el mas abundante fue
Prevotella, particularmente en sujetos con riesgo grave (31.7%), seguido de sujetos con
riesgo leve (20.1%), riesgo leve (17.6%) y riesgo moderado (13.8%). En los sujetos
categorizados sin riesgo, se observo que Corynebacterium (11%), Veillonella (8.5%) y
Leptotrichia (8.5%), fueron los géneros mas abundantes. Por su parte, los sujetos
categorizados con riesgo leve, presentaron una mayor abundancia de Fusobacterium

(11.1%), Veillonella (9.9%) y Leptrotrichia (7.7%); mientras que los sujetos con riesgo

moderado fueron los géneros Veillonella'y Fusobacterium (10% y 8.1%, respectivamente).

Se consideraron 125 taxas con una abundancia menor del 1%, las se encuentran

referenciadas en una sola clasificacion dentro de la tabla referenciada.
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Figura 7. Abundancia relativa a nivel de phylum (A) y género (B) distribuida por la escala de riesgo
basada en la inflamacién sistémica. La categoria de otros, corresponde a géneros en una abundancia
relativa <1%.
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Figura 8. Abundancia relativa de los 15 géneros mas frecuentes en la agrupacion de los sujetos por
la escala clinica de riesgo basado en la inflamacion sistémica

La figura 9 detalla la abundancia relativa a nivel de phylum y género, donde los sujetos se
encuentran agrupados de acuerdo a la escala de riesgo basada en la inflamacion
sistémica y al grado de enfermedad periodontal. Con respecto a la descripcion de los
sujetos con gingivitis y la clasificacion de riesgo categorizados sin riesgo, leve y
moderado, el tipo de phylum mas abundante fue Firmicutes (25.4%, 34.2% y 26.8%),
mientras que, en el sujeto categorizado con gingivitis y riesgo grave, Bacteroidetes fue el
mas frecuente (58.3%). Por otro lado, en sujetos con diagndstico de periodontitis
categorizados sin riesgo y riesgo moderado, el phylum Firmicutes presenté una
abundancia mayor (27.1% y 27.6%), asi como en sujetos con periodontitis y riesgo leve y

grave, Bacteroidetes fue el mas abundante (31.4% y 30.7%) (Figura 9A).
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La descripcion a nivel de género se muestra en la figura 9B, donde se observa que
Prevotella presenté una mayor abundancia en la mayoria de los niveles de la escala
clinica de riesgo basada en la inflamacion sistémica, principalmente en sujetos con riesgo
grave representando una frecuencia de 50.3% en sujetos con gingivitis y 25.3% en
periodontitis. De forma particular, en los sujetos con gingivitis sin riesgo presentaron una
mayor abundancia de Corynebacterium (14.8%) y Leptotrichia (10.1%); los sujetos con
riesgo leve tienen una mayor proporcion de los géneros Veillonella (13.3%) y
Streptococcus (11.7%); mientras que, en los sujetos con riesgo moderado y grave,

Veillonella (9.6 y 10.1%) y Fusobacterium (7.8 y 4.9%) tuvieron una mayor frecuencia.

En la figura 9B, se describe la proporcidon de géneros en sujetos con periodontitis; donde
se observo que Neisseria se presentd en una proporcion del 15% en el sujeto
categorizado sin riesgo; mientras que en los sujetos con riesgo leve y moderado se
identificaron géneros como Fusobacterium'y Veillonella con una proporcion mayor al 8%,
al igual que en los sujetos con riesgo grave, que presentaron una proporcion mayor de 9%
de estos mismos géneros. Cabe aclarar que la clasificacion de Otros, considera géneros

identificados en una frecuencia menor al 1%.
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Figura 9. Abundancia relativa a nivel de phylum (A) y género (B) distribuida por el grado de
enfermedad periodontal y la escala clinica de riesgo basada en la inflamacion sistémica . La

categoria de otros, corresponde a géneros en una abundancia relativa <1%.

En un analisis comparativo considerando la escala clinica de riesgo basado en la

inflamacion sistémica, se identificé el género Absconditabacteria_(SR1)[G-1] en un

incremento en sujetos sin riesgo (p.adjust=0.00002, log2FoldChange=7.723, DESeq2)

(Figura 10).

48



p.adjust=0.00002
log2FoldChange=7.72
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Figura 10. Grafico de barra muestra el log2FoldChange de Absconditabacteria (SR1_[G-1] en
sujetos sin riesgo de acuerdo con la escala de riesgo basada en la inflamacion sistémica.
(p.adjust=0.0002, log2FoldChange=7.723).

La figura 11 describe la abundancia relativa de los principales tipos de género

considerando el grado de enfermedad periodontal; se observd que Prevotella es el género

mas abundante con una proporcién mayor en sujetos con periodontitis, seguido de
Fusobacterium y Veillonella; mientras que, en sujetos con gingivitis, ademas del género
Prevotella, igualmente Veillonella y Streptococcus se presentaron en una abundancia
mayor. En esta misma figura, se identifica la categoria de “otros”, donde se agrupan los

géneros identificados en una proporcion menor al 1%.
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Figura 11. Abundancia relativa de los 15 géneros mas frecuentes en la agrupacion de los sujetos
por enfermedad periodontal.

Con el objetivo de identificar taxas diferenciales entre los grupos con relacion al grado de

enfermedad periodontal, se realiz6 el analisis de discriminacion lineal con efecto de
tamafio (linear discriminant analysis effect size (LEfSe); en dicho analisis, se determin6
que generos como Fusobacterium y Afopobium se encuentran asociados a sujetos con
periodontitis; mientras que en sujetos con gingivitis se observo la asociacion de géneros

como Lautropia 'y Neisseria (LDA score 3.0, p=0.05) (figura 12).
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Figura 12. Analisis de discriminacion lineal con efecto de tamafo. (LDA Effect Size “LEfSe”)
relacionado al grado de enfermedad periodontal. LDA score 3.0, p=0.05
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Figura 13. Grafico de barras que muestra los resultados del analisis comparativo a nivel de género
con respecto a los sujetos categorizados por la escala clinica de riesgo basada en la inflamacion
sistémica y el grado de enfermedad periodontal. DESEq2(plataforma R), (log2FoldChange,
p.ajustado).
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Asi mismo, se realiz6 el analisis comparativo a nivel de género bacteriano considerando el
grado de enfermedad periodontal, sin obtener diferencias significativas. Sin embargo, este
mismo analisis se aplico en los sujetos categorizados en la escala clinica de riesgo en
interaccién con el grado de enfermedad periodontal; donde se identificaron diferencias
significativas en géneros como Otfowia y Absconditabacteria_(SR1_[G-1], los cuales se
encontraron en mayor abundancia en sujetos con riesgo leve y periodontitis; por el
contrario, estos mismos géneros se presentaron con diferencias significativas y

disminuidos en los sujetos con periodontitis y riesgo leve, moderado y grave (Figura 13).

La figura 14 muestra el analisis de significancia de diversidad alfa considerando como
variable de agrupacion el grado de enfermedad periodontal (Mann-Whitney) y la escala
clinica de riesgo basado en la inflamacion sistémica (Kruskall-Wallis); en este punto, no
fue posible determinar diferencias significativas. Mediante el indice de Shannon se
observd una mayor diversidad en sujetos con periodontitis clasificados con riesgo
moderado y leve (mediana 7.4 y 7.36, IQR 0.2 y 0.52); mientras que el menor indice de
diversidad, se presentd en sujetos con periodontitis categorizados con riesgo grave
(mediana 6.57, IQR 0.55). Por otro lado, el analisis derivado del indice de Chao1
determind que la mayor riqueza se identifica en sujetos con periodontitis y riesgo leve
(mediana 596.11; IQR 129.9) y la menor riqueza se observé en sujetos con gingivitis y
riesgo leve (mediana 486.25, IQR 122.28). Asi mismo, se presenta el analisis
determinado por el indice de Observed features, donde se determina que los sujetos
diagnosticados con gingivitis con riesgo grave presentan una mayor riqueza; mientras que

los sujetos con periodontitis presentan una menor riqueza en sujetos con riesgo grave.
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Figura 14. Analisis de diversidad Alpha mediante el indice de Shannon, Chao1 y Observed features
categorizado por la escala de riesgo basado en la inflamacion sistémica y el grado de enfermedad

periodontal
Se establecio el andlisis de la microbiota oral en los sujetos de esta cohorte, identificando
la varianza de las muestras por medio de la diversidad beta de acuerdo a los distintos

parametros de estratificacion de riesgo: la escala clinica de riesgo basado en la

inflamacion sistémica, clasificacion Killip Kimball , el numero de arterias coronarias

afectadas, escala TIMI (término en inglés, Thrombolysis in myocardial infarction score), la
escala GRACE, asi como la presencia de algun evento cardiovascular mayor adverso
(término en inglés, mayor adverse cardiovascular event “MACE”). El analisis de diversidad
beta se aplicé para determinar la homogeneidad y la varianza de grupos bacterianos entre
grupos por medio del indice de Bray Curtis mediante la prueba BETADISPER y

PERMANOVA. El analisis de homogeneidad de la dispersion de grupos, fue asignado

para la escala de riesgo basado en la inflamacion sistémica y el grado de enfermedad

periodontal, donde se demostré una homogeneidad entre los grupos (p>0.05,

BETADISPER).
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La figura 15 presenta el analisis de coordinados principales donde determina la
distribucion de los sujetos de acuerdo a la escala clinica de riesgo basado en la
inflamacion sistémica, considerando que el 14% de la varianza de la muestra, se relaciona
con esta variable (R?>= 0.14, p=0.873). Por otro lado, la clase Killip Kimball definida en esta
cohorte, se aprecia que la mayoria de los sujetos fueron catalogados sin insuficiencia
cardiaca y se determina que el 13% de la varianza se relaciona con el grado de
insuficiencia cardiaca basada en la clase Killip-Kimball (R?=0.13, p=0.129). El nimero de
arterias afectadas se encuentra definido por las arterias coronarias: descendente anterior,
circunfleja y coronaria derecha; de acuerdo a esta variable, se defina que la varianza es
del 7% (R?=0.07, p=0.84). Por otro lado, la escala de TIMI (R?>=0.44, p=0.122) determina
una varianza de 44% asociados a cada variable, mientras que el analisis con la escala
GRACE definié una varianza del 20% con una diferencia significativa (R?=0.20, p=0.026).
Finalmente, se observa la distribucion de los sujetos relacionado con la presencia de un
evento mayor cardiovascular adverso, definiendo una varianza de 5% influenciada por

esta variable (R?=0.05, p=0.18).
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Figura 15. Analisis de coordinados principales de la diversidad Beta mediante el indice de Bray
Curtis relacionado a la escala de riesgo basado en la inflamacion sitémica y el grado de
enfermedad periodontal (R?, PERMANOVA, valor de p). A). Escala de riesgo basado en la
inflamacion sistémica: Sin riesgo (azul), riesgo leve (gris), moderado (rosa), grave (rojo) (R?>=0.14,
p=0.873). B) Killip-Kimball clase 1: sin signos clinicos o falla cardiaca (azul), clase 2: falla cardiaca
moderada (rojo) (R?=0.13, p=0.129). C) Numero de arterias afectadas: una (azul), dos (rosa) y
tres(rojo) (R?=0.07, p=0.084). D) Escala TIMI: bajo(azul), intermedio (rosa) y alto(rojo) (R?= 0.44,
p=0.122). E) Escala GRACE: bajo (azul), intermedio (rosa) y grave (rojo) (R?>=0.20, p=0.026). F)
Evento cardiovascular mayor adverso: angina inestable (gris), insuficiencia cardiaca aguda (rojo),
muerte (azul) y ningun evento (rosa) (R?=0.05, p=0.18).

55



El analisis de diversidad Beta se aplicé para la variable del grado de enfermedad
periodontal; se determind que la varianza de la muestra de acuerdo a esta variable, es de
3.9% y no determinan diferencias significativas entre grupos (PERMANOVA, R? 0.039,
p=0.455) . La figura 16 muestra la representacion del analisis de coordinados principales
de acuerdo al grado de enfermedad periodontal. Con este analisis, se demostré que la

diversidad de la microbiota oral es dependiente de cada sujeto.
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Figura 16. Analisis de coordinados principales de la diversidad Beta mediante el indice de Bray
Curtis relacionado con el grado de enfermedad periodontal (R?, PERMANOVA, valor de p).

(R2=0.039, p=0.455).



4.3 Concentracion de citocinas

El analisis de concentracion de citocinas se muestra en la figura 17, agrupados con
respecto a la escala de riesgo basado en inflamacion sistémica y considerando la
distribucion de los sujetos clasificados mediante el grado de enfermedad periodontal; cabe
mencionar que no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las
distintas comparaciones entre grupos. Con respecto al analisis de concentracion de cada
grupo dentro del escala de riesgo basado en inflamacion sistémica, se observo que los
sujetos categorizados sin riesgo, presentaron una mediana mas elevada de la
concentracion de IL 18 (mediana 24.19 pg/ml), TNF (mediana 84.65 pg/ml), IL 10
(mediana 25.01 pg/ml) y TGF B (mediana 245.31 pg/ml), asi como una disminucion en la
concentracion de IL 6 (mediana 146.73 pg/ml) con relacion a los otros grupos de riesgo.
Mientras que en sujetos con inflamacién moderada se observé una concentracion elevada
con respecto a los otros grupos de IL 6 (median 267.83 pg/ml), IL 8 (median 21.67 pg/ml),
IL 4 (mediana 382.31 pg/ml) e IL 17A (mediana 18.25 pg/ml) y finalmente, en sujetos con
riesgo grave se determin6 una mediana mayor de IFN y (mediana 85.24 pg/ml). También
es de importancia considerar que en sujetos con riesgo grave, se observé un decremento
de la concentracion de IL 13, TNF, IL 10, IL 4 e IL 17A; mientras que en sujetos con riesgo

leve, se observé una menos concentracion de IFN vy e IL 8 (Figura 17).

La tabla suplementaria 1 muestra la relacion de la concentracién de cada citocina de
forma general en los sujetos, asi como su agrupacion mediante la escala de riesgo
basado en inflamacion sistémica; en dicha tabla, se puede definir que no existen
diferencias estadisticamente significativas entre grupos de riesgo. Con relacion al grado
de enfermedad periodontal, no se encontraron diferencias significativas; sin embargo, la
concentracion mas elevada del total de las citocinas corresponde a sujetos diagnosticados

con periodontitis. De igual forma, se realiz6é un analisis de correlacién Spearman para
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determinar la relacion de la concentracion de las citocinas con la escala de riesgo basado
en inflamacién sistémica, encontrando una correlacion positiva leve con la concentracion
de IL 6, IFN y e IL 8; mientras que el grado de enfermedad periodontal, presenté una
correlacion negativa leve con la concentracion de IL 6 y una correlacién positiva con el

resto de las citocinas.
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Figura 17. Concentracion de citocinas en suero (pg/ml) de acuerdo a la escala de riesgo basado

en la inflamacion sistémica, se muestra el valor de la mediana y el cuartil 25 y 74, valor de p,
Kruskal Wallis.
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4.4 Concentracion de N-6xido de trimetilamina

Se realizo la cuantificacion de N-6xido de trimetilamina (TMAO) en plasma de 16 sujetos;
de forma general, se determin6 una concentracion minima de 0.3 nmol/ml y una
concentracion maxima de 6.6 nmol/ml (mediana 0.8 nmol/mL); unicamente se incluy6 un
sujeto de género femenino y el minimo de edad fue de 36 afios y el maximo de 78 afos,
sin presentar diferencias estadisticas en la comparacion entre grupos (Tabla 5). La figura
18A presenta la concentraciéon de TMAO con respecto a la categorizacion mediante la
escala de riesgo basado en la inflamacion sistémica, se observé que los sujetos con
riesgo moderado, presentaron la mediana de la concentracion mayor (2.36 nmol/ml) y la
concentracion menor con respecto a la mediana, se identifico en sujetos sin riesgo (0.59
nmol/ml). Por otro lado, se identificé que el 62.5% de los sujetos presenté al menso un
factor de riesgo estandar, como hipertension, diabetes, dislipidemia y/o tabaquismo activo,
observando que los sujetos que no presentaron algun factor de riesgo, presentaron una
concentracion mas elevada con respecto a la mediana que los sujetos con factores de

riesgo presentes (Figura 18B).

Tabla 5. Cuantificacion de N-6xido de trimetilamina

Total Sin riesgo N=3 Leve N=6 Moderado N=3  Grave N=4  p value

N-6xido de trimetilamina®  0.86(0.93) 0.59(0.31) 0.82 (0.26) 2.36(3.16) 0.85(1.09) 0.67
Masculino ® 15/16 3/3 6/6 3/3 3/4 0.62
Edad 2 61(36-78) 62(56-70) 58(48-69) 74(36-78) 62(55-75) 0.77
Factores de riesgo >1 10/16 3/3 3/3 2/3 2/2 0.67

N-oOxido de trimetilamina (nmol/mL) en plasma distribuida por la escala de riesgo basado en la inflamaciéon
sistémica, mediana (IQR, calculado mediante bisagras de Tukey). Edad: mediana (minimo-maximo). @
valor p: Prueba exacta de Fisher. ® Frecuencia, valor p: Kruskal-Wallis.
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Figura 18. Cuantificacion de N-6xido de trimetilamina (nmol/ml) en plasma distribuida por la escala
de riesgo basado en la inflamacion sistémica, valor de p: Kruskal-Wallis. p: Wilcoxon

4.5 Cuantificacion de lipopolisacarido en plasma

Se realizo la cuantificacion de 11 muestras de plasma de los sujetos de estudio; la figura
19 muestra las condiciones del ensayo realizado, donde se aprecia los sujetos
categorizados por la escala de riesgo basado en la inflamacién sistémica y el grado de
enfermedad periodontal, asi como la inclusion de un sujeto control, el cual corresponde a
un sujeto de género masculino de 59 afios de edad, asi como un control positivo. Se
observd que solo dos muestras correspondientes a sujetos categorizados con riesgo leve

y periodontitis, se identificé una concentracion de 0.0032 EU/ml y 0.1237 EU/m.
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Figura 19. Cuantificacion de lipopolisacarido en plasma distribuida por la escala de riesgo basado
en la inflamacion sistémica y el grado de enfermedad periodontal.
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4.6 Analisis de correlacion de la diversidad del microbioma oral y

marcadores bioquimicos

4.6.1 Correlacion entre géneros bacterianos y citocinas

Con el objetivo de identificar la correlacién entre la diversidad del microbioma oral y el
estado inflamatorio de los sujetos, se definieron matrices de correlacion Spearman. La
figura 20 describe los géneros con mayor abundancia, algunos de ellos se identificaron
con diferencias estadisticamente significativas en la comparacion realizada entre las
variables, asi mismo, se enlistan las diferentes citocinas pro y antiinflamatorias
cuantificadas en suero. De primera instancia, considerando a todos los sujetos de esta
cohorte de esta cohorte, se observo que el género Prevotella se correlaciona de forma
positiva y significativa (R=0.63, p=0.0001) con una concentracion elevada de IL 6. El
género Fusobacterium presenta resultando una correlacion positiva significativa con

TGF B (R=0.4174, p=0.04). Es de importancia considerar correlacion negativa
significativa entre Leptotrichia con la concentracion de IL 1B (R=-0.54, p=0.03),

TFN (R=-0.54, p= 0.02), INF y (R=-0.62, p= 0.01), IL 10 (R=-0.80, p=0.01),

IL 17A (R=-0.54,p=0.04) y TGF B (R=-0.58, p=0.005); mientras que Corynebacterium
presento una correlacion positiva moderada y significativa con la concentracion de INF y
(R=-0.51, p=0.04). Finalmente, Capnocytophaga presenté una correlacion negativa
significativa con la concentracion de IFN y (R=-0.58, p=0.04) y Aggregatibacter se
correlaciona de forma positiva leve y significativa con IL 10 (R=-0.18, p=0.004) e IL 17A
(R=-0.16, p= 0.01). Finalmente, esta misma figura permite identificar la interaccion que
guardan los géneros bacterianos mas abundantes; por ejemplo, se definié una correlacion
inversa y significativa entre Prevotella y géneros como Streptococcus (R=-0.44, p= 0.01),

Neisseria (R=-0.56, p= 0.04) y Capnocytophaga (R=-0.48, p= 0.03); asi como una
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correlacion positiva y significativa entre géneros como Leptotrichia con Corynebacterium
(R=0.67, p=0.002 ) y Capnocytophaga (R= 0.48, p=0.04); asi como una correlacion

positiva moderada y significativa de Capnocytophaga con Neisseria (R= 0.65, p=0.001).
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Figura 20. Analisis de correlacion de la diversidad del microbioma oral y la cuantificacion de
citocinas en suero. Correlacion de Spearman, p value (*<0.05, ** <0.01, ***<0.001).

64



4.6.2 Correlacion entre el microbioma oral, marcadores bioquimicos

y el N-6xido de trimetilamina

Con el objetivo de identificar la participacion de los géneros bacterianos de cavidad oral y
la disbiosis intestinal, definida en estos sujetos por la concentracion (log) de N-6xido de
trimetilamina (TMAO), se establecidé un analisis de correlacién Spearman de los
principales géneros bacterianos de cavidad oral con la concentracion de N-6xido de
trimetilamina; los géneros incluidos en este analisis fueron seleccionados debido a la alta
prevalencia identificada en estos sujetos. De este modo, se determind una correlacion
positiva y significativa con Porphyromonas (R=0.56, p=0.02), asi mismo, se identifico una
correlacion positiva de este género con Aggregatibacter (R=0.73, p=0.001). De igual
forma, se determind una correlacion positiva moderada de TMAO con triglicéridos
(R=0.51, p=0.04), asi como una correlacion negativa moderada con lipoproteina de baja
densidad (R=-0.52, p=0.04) (Tabla 6). Con este hallazgo, podemos sugerir que la
participacion de la microbiota oral podria influir en un estado de disbiosis intestinal,

promoviendo asi, la presencia de TMAO

Tabla 6. Analisis de correlacion de la concentracion de N-Oxido de trimetilamina, microbioma oral
y parametros bioquimicos

Correlacién p value 95% IC
Minimo  Maximo
TMAO(log) Porphyromonas 0.56 0.02 0.071 0.834
Triglicéridos 0.51 0.04 0.004 0.813
Lipoproteina de alta -0.52 0.04 -0.816 -0.148
densidad
Porphyromonas ~ Aggregatibacter 0.73 0.001 0.383 0.903

Correlacion Pearson. Cl: intervalo de confianza.
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4.6.3 Correlacion de N-6xido de trimetilamina y lipopolisacarido con

citocinas

Se establecié un analisis de correlacion entre la cuantificacion de N-Oxido de trimetilamina
en plasma y citocinas en suero; se observo una correlacion positiva con la concentracion
de IL 1B e IL 8 (R=0.3 y R=0.38, respectivamente), mientras que una correlaciéon negativa
fue identificada conla IL 6 e IL 17A (R=-0.41 y R=-0.28, respectivamente); dichas
correlaciones no resultaron en diferencias significativas, mientras que el resto de las
correlaciones no fueron relevantes. Por otro lado, la cuantificacion de lipopolisacarido
definida en un solo sujeto de la cohorte, se observé una correlacion negativa no

significativa con TGF f e IFN y (R=-0.26 y R= -0.24, respectivamente) (Figura 21).
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Figura 21. Coeficiente de correlacion de la la cuantificacion de N-6xido de trimetilamina en plasma
y citocinas en suero (R, p value (*<0.05, ** <0.01, ***<0.001).
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4.6.4 Correlacion entre el N-6xido de trimetilamina y marcadores bioquimicos

En el analisis de correlacion de la concentracion de N-6xido de trimetilamina con los
marcadores bioguimicos, se observé una correlacion positiva y significativa con los
triglicéridos, asi como una correlacion negativa y significativa con la lipoproteina de alta
densidad. De igual forma, se identificd una correlacion negativa moderada con la
concentracion de glucosa y la escala TIMI, asi como una correlacién positiva moderada

no significativa con el indice aterogénico y el indice de masa corporal (Figura 22).
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Figura 22. Coeficiente de correlacion de la la cuantificacion de N-6xido de trimetilamina en plasma
y marcadores bioquimicos (R, p value (*<0.05, ** <0.01, ***<0.001). TIMI: Escala de tromobolisis en
infarto al miocardio, HDL.: lipoproteina de alta densidad, LDL: Lipoproteina de alta densidad, cTnl:
Troponina cardiaca |, BMI: indice de masa corporal.
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5. Discusion

En el presente estudio, el analisis del microbioma oral determiné una relacion del phylum
Bacteroidetes en el desarrollo del IAMCEST, particularmente el género Prevotella,
ademas de identificar una mayor abundancia en sujetos con riesgo grave. Por su parte, un
analisis realizado en sujetos IAMCEST, determiné que en cavidad oral hubo un
decremento significativo en el phylum Firmicutes y el género Haemophilus, asi como un
incremento en el phylum Bacteroidetes comparado con sujetos control; esta misma
relacién se pudo observar en la presente cohorte, al determinar al phylum Bacteroidetes
como el mas abundante, principalmente en sujetos con riesgo grave (70). Igualmente, el
analisis realizado en distintas poblaciones con relacion a los factores de riesgo de
enfermedad cardiovascular, determinaron que Prevotella, Veillonella y Streptococcus se
encuentran en una abundancia mayor en sujetos con un riesgo cardiovascular elevado,
mientras que Neisseria se asocia a un riesgo menor de enfermedad cardiovascular (94).
Algunos otros analisis realizados en sujetos IAM o aterosclerosis, han determinado una
mayor abundancia del phylum Firmicutes; sin embargo, hay que recalcar que las muestras

analizadas difieren con la toma de muestra del presente analisis (68,69,95).

La evaluacién oral de los sujetos de esta cohorte, determind que todos ellos presentaron
algun grado de enfermedad periodontal, principalmente periodontitis en mas de la mitad
de la poblacion, estos sujetos presentaron una mayor abundancia del género Prevotella y
Fusobacterium. Esta aseveracion coincide con los hallazgos de la literatura, donde
Fusobacterium se identifica en sujetos con periodontitis en una relacién positiva con
respecto a un grado de enfermedad periodontal mas agresivo; por su parte, en otra
cohorte de sujetos con periodontitis, Prevotella fue identificado como el género mas
abundante (96-98). Por otro lado, el género Fusobacterium se ha identificado en

muestras de heces y que incluso, especies como Fusobacterium nucleatum se ha



relacionado con el desarrollo de cancer colorectal (99). Asi mismo, en el presente analisis
se determind que el género Neisseria decrece en sujetos con periodontitis; comparando
con otros analisis que detallan que este género, se asocia a estado de salud oral (100).
Otros analisis han identificado los géneros Veillonella y Streptococcus con mayor
abundancia en sujetos sanos; en la presente cohorte, ambos géneros fueron identificados
de forma abundante en sujetos categorizados con gingivitis; en este punto, habra que
considerar que el diagnostico de gingivitis se determiné principalmente por el eritema y
sangrado gingival, probablemente asociado al impedimento de los pacientes de realizar

su higiene bucodental, descartando signos de una enfermedad periodontal grave (96).

La comparacion entre grupos, determiné la presencia de Absconditabacteria_(SR1)_[G-1]
incrementada en sujetos sin riesgo de acuerdo a la escala de inflamacion sistémica; la
revision de un analisis de microbiota salival en sujetos con apnea obstructiva cronica
(101). De igual manera, este género ha sido identificado en una mayor abundancia
muestras de saliva en sujetos con enfermedad inflamatoria intestinal y lo relaciona con

citocinas inflamatorias (102).

Por otro lado, se identifico el género Lautropia como un biomarcador en sujetos con
gingivitis en esta cohorte; mientras que este mismo género, se ha definido una mayor
abudancia en sujetos con hipertension (101); y particularmente la abundancia de la
especie Lautropia mirabilis se ha relacionado con una sobreregulacion de IL 6 y TNF en
sujetos que desarrollaron carcinoma oral de células escamosas (103). De igual manera,
en el presente estudio se identificaron los géneros Fusobacterium 'y Atopobium como
biomarcadores en sujetos con periodontitis, lo cual coincide con el hallazgo en sujetos
hispanos con periodontitis moderada/grave, donde mediante el analisis LEfSe

identificaron estos dos géneros con una mayor abundancia. De igual forma, habra que

69



considerar que los sujetos con periodontitis y habito de tabaquismo presente se identifica

el género Veillonella en mayor abundancia (100).

Existe una relacion antagénica entre géneros bacterianos; de forma general, en el
presente estudio se determiné una correlacién negativa de Prevotella con géneros como
Streptococcus, Neisseria y Capnocytophaga; este hallazgo coincide con el analisis de
sujetos con periodontitis, donde existe una correlacion negativa de patobiontes con
relacion a géneros asociados a salud oral, como Capnocythophaga, Rothia, Veillonella,
Streptococcus, Haemophilus, Corynebacterium, Leptotrichia'y Actinomyces (12,96, 104-
106). Otro punto relevante es que el analisis realizado por otro grupo de estudio, sobre
el perfil taxonémico en sujetos que recibieron un tratamiento odontolégico periodontal,
observaron una disminucion de géneros patdogenos como Porphyromonas, Tanerella,
Prevotella y Filifactor, asi como el aumento en la abundancia de especies asociadas a
salud previamente mencionadas, sustentando que la microbiota se asocia de forma
importante con el desarrollo de enfermedad periodontal y que esta puede ser modificable
con la intervencién odontologica (105). Incluso, en sujetos con antecedentes de
enfermedades arteriales coronarias, incluyendo un IAM previo, lograron establecer una
relacién entre las terapias periodontales y un decremento en la concentracion de
biomarcadores asociados a dichas enfermedades (107). En ese sentido, una cohorte

prospectiva determiné una relacion inversa con los anticuerpos IgG asociados a la

especie Tanerella forsythia y el riesgo de mortalidad en sujetos con IM (108).

Con respecto al analisis de diversidad alpha de esta cohorte de pacientes, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas comparando las variables de
agrupacion; sin embargo, se observé que la abundancia y la riqueza decrecen en sujetos
con periodontitis y riesgo grave. En la comparacion con otros analisis aplicados sobre

sujetos sanos y periodontitis, han determinado que no existen diferencias significativas en
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la abundancia de especies y coincide con una menor riqueza en sujetos con periodontitis.
Existen estudios que detallan una mayor diversidad de especies en sujetos periodontitis,
algunos otros reportan un decremento en la diversidad en la periodontitis progresiva, asi
como un incemento en la riqueza en sujetos con periodontitis analizado en muestras de
saliva, ademas de una cohorte de sujetos hispanos, donde la riqueza incrementaba
acorde al grado de periodontitis; esta discrepancia se puede relacionar con las diferencias
con respecto al analisis de datos y la obtencion de la muestra de cada estudio y de cada

poblacioén (12, 96, 100, 109, 110).

Por otro lado, la diversidad alfa identificada en cavidad oral de sujetos IAM, determin6 una
diversidad mayor que en sujetos sanos (70). De igual forma, la comparacion realizada en
sujetos sanos y con enfermedad ateroesclerética cardiovascular, define que no existen
diferencias significativas en el analisis de la diversidad alpha; sin embargo, se observa un
decremento en sujetos con enfermedad cardiaca (111). El analisis de beta diversidad de
esta cohorte determina que la varianza de la muestra no se encuentra influenciada por el
estado de salud periodontal, tal como se menciona en una cohorte de sujetos con
periodontitis, donde detallan una varianza menor al 1% asociada al estado periodontal
(112). En el mismo punto, la escala TIMI considera en su prediccion de riesgo, los
hallazgos angiograficos relacionados con la extension de la enfermedad arterial coronaria,
la carga trombdtica y el flujo sanguineo; la varianza determinada en el analisis de
diversidad beta con relacion a esta escala, nos sugiere la relacion de un mayor riesgo
cardiovascular en los pacientes de esta poblacion. Esta determinacion concuerda con el
analisis de una cohorte, donde relacionaron presencia de enfermedad periodontal con la
medicion de la dilatacion mediada por flujo (FMD, por sus siglas en inglés), la rigidez
arterial, cambios significativos en el grosor de la intima media carotidea y presencia de

calcificaciones en arterias(113).
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En el presente analisis se determiné una varianza menor al 1% en relacion con el
desarrollo de un evento cardiovascular mayor adverso (MACE, por sus siglas en inglés);
sin embargo, existe una relacion de la disbiosis de cavidad oral con el desarrollo de estos
eventos, analizado por la asociacion de IgG e IgA contra patdgenos periodontales como
P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans, T. forsythiay P. intermedia (114). Ademas, se
identificd en una poblacién de origen coreano que la intervencion periodontal, disminuye

el riesgo de desarrollar un MACE (115).

En el presente analisis se identificd una correlacion del perfil de citocinas pro-inflamatorias
con géneros de la cavidad oral, tal como Prevotella 'y Streptococcus. A nivel de cavidad
oral, se ha determinado una relacion del microbioma con un estado inflamatorio local; en
un analisis se identificd en sujetos con periodontitis, donde géneros como Streptococcus,
Selenomonas 'y Treponema presentaron una correlacion positiva con la concentracion de

citocinas y mediadores pro-inflamatorios (98).

Otro punto a considerar es el efecto de las estatinas sobre la microbiota oral, el cual se
determind en un estudio que la administracion de estos medicamentos, provee una
actividad bacteriostatica sobre Porphyromonas gingivalis y Fusobacterium nucleatum; si
bien dicho efecto no fue analizado en nuestra poblacion, es de importancia determinar

esta evidencia en prospectiva (116).

Con relacion a la concentracion de IL 6 en sujetos con IAMCEST, se observé en nuestra
cohorte una mediana de la concentracion mas elevada que los datos presentados por
otros analisis; en este punto hay considerar, que la concentracion elevada de IL 6, se
relaciona con el desarrollo de evento cardiovascular mayor adverso (83, 117, 118). Por
otro lado, el analisis de una cohorte de sujetos con enfermedades cardiovasculares
severa detallé que la concentracion de IL 4 e IL 17 en la enfermedad grave, decrece en

comparacion con sujetos con ECV leve y sin ECV; sugiriendo un efecto protector de

72



dichas citocinas (119). Esta misma relacion se pudo observar en la presente cohorte de
sujetos IAMCEST, donde se aprecia un decremento en la concentracién de IL 4 y IL 17A
en sujetos con riesgo grave. Existe una controversia sobre la participacion de IL 17, ya
que algunos reportes determinan que niveles <6.26 pg/ml en suero, se relacionan con un
mayor riesgo de mortalidad post-infarto; en este punto, la unica defuncion registrada en la
presente cohorte, coincide con la concentracion sérica mas elevada de IL 17A (120). Con
respecto a la relacion entre la concentraciéon de IL 17 y otras de citocinas, en esta cohorte
observamos una correlacion positiva y significativa con TNF, IFN y e IL 8; al igual que el
analisis presentado en sujetos obesos con predisposicion a enfermedad ateroesclerética

(121).

Por otro lado, se observd una mayor concentracion de TNF no significativa en sujetos sin
riesgo en la escala de inflamacién sistémica; lo cual se encuentra referenciado en un
analisis de cohorte de sujetos IAM, donde determinaron una correlacién positiva de esta
citocina con el tiempo de inicio de lisis, asi como el tiempo de lisis del trombo, los cuales

son hallazgos definidos durante el analisis trombodinamico de cada paciente (122).

De igual manera, se ha descrito la relacion de la periodontitis grave en sujetos con IAM;
en una cohorte de 100 sujetos se observé una disminucion en la concentracién plasmatica
de TGF B, asi como una concentracion =22 mg/L de la proteina c reactiva y, en
consecuencia, niveles elevados de IL 6 (123). En el presente analisis, con relacion a la
concentracion de TGF B, se observé un decremento en los sujetos categorizados con
riesgo moderado, asi como una elevacion de la concentracion con respecto a la mediana
de IL 6 y proteina c reactiva y coincide con sujetos diagnosticados con periodontitis. Por
otro lado, considerando la escala de riesgo basado en la inflamacion sistémica, en sujetos
sin riesgo, se observo que el género Corynebacterium se presentd en mayor abundancia

en sujetos categorizados con gingivitis; esto guarda relacion con los hallazgos de una

73



cohorte distinta, que determina una asociacion negativa de Corynebacterium matruchotti
con el diagnostico de periodontitis agresiva, al igual que una relacion inversa con
marcadores de inflamacion analizados, tales como IL 6, IL 1Ra y el conteo de leucocitos

(109).

También se ha analizado la respuesta inflamatoria en sujetos con periodontitis; en esta
cohorte se pudo observar que en general, la concentracion de las citocinas analizadas es
mayor en sujetos con periodontitis, sin diferencias estadisticamente significativas; tal es el
caso, que hay analisis donde se determind un decremento en la cuantificaciéon de
citocinas, post-tratamiento periodontal (124). Cabe mencionar que la media de la
concentracién de IL 10 de esta poblacién, se encuentra por encima de la concentracion
basal reportada en sujetos con hipercolesterolemia (1.07+£0.55 pg/ml), ademas que
demostraron una correlacion negativa con los niveles de LDL, resaltando la participacion
de la IL 10 en un proceso anti-aterogénica (125). Asi mismo, el analisis de una cohorte
distinta, determind una concentracion de IL 10 significativamente mayor en sujetos con
una escala TIMI de 0-1 en comparacion de los sujetos categorizados con una escala
mayor, lo que refiere un menor flujo sanguineo de las arterias coronarias infartadas

asociado con esta citocina, relacionada con la estabilidad del trombo (122).

En la literatura se ha descrito la disbiosis intestinal presente en sujetos IAMCEST; el
presente analisis esta dirigido a la asociacion de la microbiota oral en dicho evento, sin
embargo, se realiz6 la cuantificacion de TMAO en estos sujetos. Al comparar nuestros
resultados, se pudo observar que la media de la concentracion de TMAO en nuestra
poblacién es menor, comparado con sujetos con un evento cerebrovascular (0.772 pmol/L
vs 1.91 ymol/L) (126). Particularmente, una cohorte de sujetos IAMCEST, identifico una
media de 4.35+2.19 yM, y se asocié con un mayor riesgo de un evento cardiovascular

mayor adverso; en nuestra cohorte, no fue posible determinar esta asociacion; sin
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embargo, se observé que los sujetos considerados en el cuarto cuartil de la TMAO,
corresponde a sujetos con riesgo grave, lo cual coincide con otro analisis que determina
una relacion de TMAO con sujetos con una escala de GRACE >119 (83). Es necesario
recordar que el metabolismo de TMAO es dependiente de la dieta, tal como se menciona
en una cohorte donde compararon la concentracion de TMAO en sujetos con un régimen
dietario vegetariano en comparacién con sujetos diagnosticados con Sindrome
metabdlico, encontrando una menor concentracion no significativa de TMAO en sujetos

vegetarianos (2.08 yM/L vs 3.7 uyM/L) (127).

En el analisis exploratorio de los 16 pacientes IAMCEST, la concentracién de TMAO se
cuantifico entre 0.3- 6.6 nmol/mL (media 0.86 nmol/mL), lo cual representa un rango
menor en comparacion con otras poblaciones, donde se ha reportado el valor de la
mediana de 5.63 y 2.18uM (equivalente a nmol/mL) en pacientes IAMCEST de una
poblacién asiatica (128, 129); ademas, lograron identificar un incremento significativo en
los niveles de TMAO en pacientes post-IAMCEST en un periodo de 10 meses,
independiente de las modificaciones en su dieta o la prescripcion de medicamentos como
acido acetilsalicilico, estatinas, bloqueadores de B-receptores e inhibidores de los
receptores de la angiotensina Il (128). De igual forma, se ha analizado la concentracion de
TMAO en sujetos con angina inestable (4.31+£2.8 yM), la cual no difiere en la comparacion
con pacientes IAMCEST de esa misma cohorte (83). Es importante mencionar, que por el
momento el presente analisis no considerd el estudio de un grupo control; sin embargo, se
observo que los valores de TMAO reportados en dos distintas cohortes de sujetos sanos
en poblacion asiatica (2.15+0.9 uM y 1.23 uM [IQR:0.84-2.42]) son superiores a la

concentracion identificada en la presente cohorte (83, 129).
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Otro punto a considerar es la comparacion entre grupos, donde no se observaron
diferencias significativas, lo cual sugiere que la presencia de los factores de riesgo
estandar en esta cohorte, no influyen en el metabolismo de TMAO; sin embargo, se ha
reportado en un analisis de sujetos mexicanos con diabetes, presentan un incremento de
48.2% comparado con sujetos sanos de la misma cohorte (130). En el presente analisis,
los pacientes del grupo con factores de riesgo presentaron una mayor proporcion de
sujetos con dos 0 mas arterias coronarias afectadas, que coincide con otro reporte donde
encontraron un incremento estadisticamente significativo de la concentracion de TMAO en
sujetos con multiples arterias afectadas, asociado también a una mayor proporcion de
sujetos con diabetes (129). Por otro lado, la mayor proporcion de nuestros pacientes que
presentaron un evento cardiovascular mayor adverso, corresponden del grupo con
factores de riesgo, con una concentracion de TMAO <1 nmol/mL, comparando con el
seguimiento de pacientes con un evento cardiovascular mayor adverso de una cohorte
distinta, que identificd una mediana de 5.0 uM, relacionado con la presencia de factores

de riesgo estandar como hipertension, diabetes o un IM previo (80).

En diversos analisis se ha descrito la relacion de periodontopatdégenos anaerobios en la
disbiosis de la microbiota intestinal en pacientes sanos o con periodontitis (74, 131), al
igual que en sujetos diagnosticados con colitis ulcerativa (131). En el analisis de
correlacion de esta cohorte, se encontré una relacion positiva con la concentracion de
TMAO y dos géneros de la microbiota oral Porphyromonas y Aggregatibacter, ambas
especies relacionados con el desarrollo de enfermedad periodontal, inflamacién local
persistente, asi como su capacidad de inducir la formacién de péptidos citrulinados en
artritis reumatoide (133) y de forma importante, se han identificado en pacientes con

infarto agudo al miocardio (49).
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En ese sentido, se ha descrito una mayor proporcién (no significativa con sujetos sanos)
de Porphyromonas gingivalis en cavidad oral de sujetos IAMCEST, relacionado con
estado de disbiosis intestinal, identificado por una mayor abundancia de Proteobacteria'y
una menor abundancia de bacterias productoras de acidos grados de cadena corta (70).
Igualmente, se demostré que la administracion de Porphyromonas gingivalis en modelos
murinos con periodontitis inducida, se ha relacionado con niveles elevados de TMAO
(134); mientras que con relacion a Aggregatibacter actinomycetemcomitans, se ha
reportado una asociacion en sujetos con enfermedad hepatica no alcohdlica y se
demostroé en modelos murinos que esta especie participa en la alteracién del metabolismo

hepatico (135).

6. Limitaciones
Finalmente, hay que considerar que una limitacién del presente analisis se debe al
numero de pacientes incluidos y en perspectiva, se consideraria reclutar un numero
mayor de sujetos, asi como el analisis de la microbiota intestinal, que permita el estudio

del eje oral-intestinal en los sujetos que desarrollan un [AM.
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7. Conclusién
La importancia en la atencion de las enfermedades cardiacas isquémicas en nuestra
poblacién, implica el analisis de los distintos factores de riesgo que influyen en el
desarrollo de estas enfermedades. En este andlisis se infiere una asociacion no causal
entre el riesgo cardiovascular de los sujetos IAMCEST y los cambios en la microbiota oral
que influyen en el desarrollo de enfermedad periodontal y su relacién con la exacerbacion
de la respuesta inflamatoria sistémica. Es necesario realizar un analisis posterior,
haciendo énfasis en los marcadores de riesgo cardiovascular presentes en estos sujetos,
que permitan aclarar el mecanismo asociado entre la disbiosis y su influencia como factor

de riesgo en el establecimiento del IAMCEST.

Con base a los hallazgos del presente analisis, se describe por primera vez la relacion de
dos especies particulares de cavidad oral con la concentracion de TMAO en sujetos
IAMCEST, con lo cual se aporta informacion sobre la relacion entre el eje oral-intestinal-
hepatico, el cual se apoya en una disbiosis de la diversidad del microbioma oral , asi
como la presencia de dicho metabolito relacionado con el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares, lo cual sugiere una alteracién en metabolismo intestinal y hepatico
presente en estos sujetos. De igual forma, se logré concluir que la presencia o ausencia
de factores de riesgo estandar, no influyen en la concentracion de TMAO en estos

pacientes IAMCEST.
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Anexo A

Tabla suplementaria 1. Concentracion de citocinas de acuerdo a la escala de riesgo basado en la inflamacién sistémica y enfermedad
periodontal; se muestra la media y el rango intercuartil calculado por la prueba de Tukey. P value, prueba de Man-Whitney o Kruskal Wallis.
Analisis de correlacién Spearman (Rho).

Correlacién
Rho Spearman

Total Sin riesgo Leve Moderado Grave p value Escala de riesgo Enfermedad

basado periodontal
L6 (1?2;2) (13222) &22125) (gggﬁ) égiﬁgg) 0.568 0.130 -0.201
e s 052 (6629 sisy 06 02al 0073
TNF (23122411) (:j:ii) (3?2(5)) éiﬁii) (;g:;g) 0.720 -0.194 0.072
IFN y (176(;.5396) 73.95 (163.36) (131055?823) (17412'.6574) (18756;.2;15) 0.554 0.182 0.036
IL8 9.12 (19.23) (1323) ;i;) éig;) é;gi) 0.549 0.158 0.058
IL4 (37886.7889) (36896.5859) (15707..8637) (§§§:Z;) (4%?270) 0.168 "0.130 0.014
IL17A éiﬁi?) (1?;) (152;:;;) éfjﬁi, (335.6667) 0-624 "0.081 0.043
TGFB éggfii) é?iﬁ% (i(;;:i?) (55133) (ﬂgii) 0.704 -0.241 0.007
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