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1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes bibliograficos

Las enfermedades periodontales son infecciones endogenas mixtas que
desencadenan procesos inflamatorios y degenerativos de las estructuras de soporte
del diente como la encia, ligamento periodontal, hueso alveolar y cemento radicular.
Dichas enfermedades son causadas por grupos especificos de microorganismos que
pertenecen a la microbiota comensal y que se acumulan tanto en la superficie dental
como en los surcos gingivales y bolsas periodontales. Se considera que las
enfermedades periodontales son el resultado del desequilibrio entre la interaccion
inmunolégica del hospedero y la flora de la placa dentobacteriana que coloniza el

surco gingival (Grenier & Mayrand, 1985; Irfan et al., 2001; Tonetti & Mombelli, 1999).



1.1.1. Formacidn y desarrollo de la placa dentobacteriana

La formacion de la placa dentobacteriana es el resultado de una serie de
procesos que involucran una variedad de bacterias y componentes de la cavidad bucal
del hospedero. Estos procesos comprenden en primer lugar la deposicion de la
pelicula adquirida que se forma inmediatamente después de la erupcién, limpieza y
pulido dental (Al-Hashimi & Levine, 1989). La placa dentobacteriana estd compuesta
de albumina, lisozimas, amilasas, inmunoglobulinas A, proteinas ricas en prolina y
mucinas (Li et al., 2004), las cuales pueden influir sobre la seleccién y establecimiento
de la microflora bucal en las diferentes superficies bucales (Gibbons & Hay, 1989;
Gibbons et al., 1990; Gibbons, 1996). Algunas glucoproteinas que recubren el tejido
epitelial y el esmalte como la fibronectina, actuan como escudo antiadhesivo,
repeliendo a las bacterias, existiendo también receptores celulares de carga positiva
que atraen microorganismos que tienen carga negativa, los cuales pueden vencer a la
fibronectina y fijarse en los tejidos por medio de receptores analogos que provienen de
elementos salivales y del fluido crevicular, asi como de los desechos bacterianos y de

las células (Gibbons et al., 1964; Gibbons & Houte, 1975; Gibbons & Hay, 1989).

El proceso de formacion de la placa dentobacteriana contintia cuando la pelicula
adquirida es colonizada en primer lugar por bacterias Gram positivas como
Streptococcus  sanguinis,  Streptococcus mutans 'y Actinomyces viscosus
(colonizadores tempranos), esto ocurre mediante la adsorcién especifica de proteinas
especificas localizadas en la superficie bacteriana (adhesinas), o a través de
estructuras proteicas fibrosas, llamadas "fimbrias" que interactian quimicamente con
los componentes de la pelicula adquirida adsorbidos al esmalte, permitiendo a las
bacterias adherirse firmemente a la superficie del diente. La adhesiéon de los
colonizadores tempranos juega un papel fundamental en el desarrollo de la placa

dentobacteriana proporcionando un sustrato para la coagregacion de los colonizadores



subsecuentes, la mayoria de los cuales carecen de mecanismos para la adhesion

directa a las estructuras del diente (Gibbons et al., 1976; Li et al., 2004).

En los estadios iniciales de formaciéon de la placa dentobacteriana existe un
predominio de cocos Gram positivos como S. mutans, Streptococcus mitis, S.
sanguinis, Streptococcus oralis, Rothia dentocariosa, Staphylococcus epidermidis,
seguido por algunos bacilos y filamentos Gram positivos como A. viscosus,
Actinomyces israelii, Actinomyces gerencseriae y Corynebacterium matruchotii y cocos
Gram negativos como Veillonella parvula y especies de Neisseria (Kolenbrander & J.,
1992; Kolenbrander & London, 1993; Kolenbrander, 1995; Socransky & Haffajee,

1992).

Los colonizadores primarios forman una biopelicula por la agregacion (la
atraccion entre células de la misma especie) y la coagregacion (la atraccion entre
células de especies diferentes), provocando la organizacion funcional de la placa
bacteriana y formando estructuras compuestas de distintas morfologias, causando un
cambio en el microambiente de aerobico/capnofilico a uno facultativo anaerobio. Las
bacterias comienzan a multiplicarse y a interactuar entre ellas, secretando una matriz
extracelular, provocando la maduracién de la placa dentobacteriana e incorporando a
nuevos miembros de distintas especies (Kolenbrander et al., 1990; Kolenbrander,

1995; Whittaker et al., 1996).

La coagregacion es altamente selectiva ya que cada tipo bacteriano puede
coagregarse con un tipo especifico de bacteria. Actinomyces naeslundii (una bacteria
Gram positiva) puede coagregarse con varios microorganismos Gram positivos
(Streptococcus sp.) asi como con bacterias Gram negativas (Prevotella sp. y
Capnocytophaga sp.). Por otro lado, Capnocytophaga ochracea, soélo puede
coagregarse con microorganismos Gram positivos y con Porphyromonas gingivalis que

no puede coagregarse con ninguno de los ya mencionados, mientras que



Fusobacterium nucleatum, puede coagregarse con la mayor parte de las especies

endogenas de la placa subgingival (Kolenbrander, 1995; 2000).

La coagregacion es mediada por receptores complementarios a adhesinas
presentes en microorganismos diferentes. De los cuales un microorganismo puede
tener un receptor polisacarido (carbohidratos) y el otro tener una adhesina
complementaria (lectina). Las adhesinas o receptores pueden ser tanto factores
inhibitorios como factores pro-activos para la congregacién (Gibbons & Nygaard, 1970;

Gibbons, 1989; Kolenbrander, 1995).

Un papel clave en los procesos cooperativos o0 de maduracion de la placa es
jugado por F. nucleatum ya que es de los colonizadores “puente” necesarios para
garantizar la coagregacion entre los colonizadores tempranos y los colonizadores
tardios. En ausencia de F. nucleatum, P. gingivalis no puede coagregarse con el resto
de la microbiota .Por otra parte, la presencia de F. nucleatum, permite el crecimiento
de anaerobios, aun en el ambiente aerobio de la cavidad bucal (Bradshaw et al., 1998;

Socransky & Haffajee, 2005).

La placa dentobacteriana se puede clasificar segun su localizacién en
supragingival y subgingival, segun sus propiedades en adherente y no adherente, y
por su potencial patégeno en cariogénica y periodontopatogénica. La placa
dentobacteriana supragingival se encuentra adherida a las superficies dentales por
encima del margen libre de la encia y esta constituida predominantemente por flora
bacteriana sacarolitica Gram positiva, en la cual se encuentran microorganismos
cariogénicos, sin embargo, es posible identificar una gran variedad de
microorganismos Gran negativos anaerobios de los mismos géneros bacterianos que
predominan en la placa subgingival y que se asocian a las enfermedades
periodontales. La naturaleza de la placa dentobacteriana subgingival es mas compleja
que la de la placa supragingival, debido a que en el espacio que se encuentra por

debajo del margen libre de la encia, existen dos biopeliculas distintas: una asociada a



la superficie dental y la otra en intima relacién con la superficie epitelial que forma la
pared externa del surco. En la placa subgingival, predominan espiroquetas y especies
Gram negativas. Entre estas dos biopeliculas existe una zona de baja densidad celular
compuesta por bacterias débilmente unidas que parecen estar en estado plantdnico
(Haffajee & Socransky, 1994; Kamma et al., 2000a; b; Kononen et al., 1992; Kononen,
1999; Listgarten, 1999; Listgarten, 1994; Nishihara & Koseki, 2004; Socransky &

Haffajee, 2002; Ximenez-Fyvie et al., 2000a; b).

Se tienen evidencias cientificas concretas de que los componentes microbianos
de la placa dentobacteriana supragingival tienen influencia en la prevalencia,
proporcion y comportamiento de los microorganismos de la placa dentobacteriana
subgingival y de que la diferencia fundamental en la composicion microbiolégica de
estos dos tipos de placa dentobacteriana, se debe primordialmente a la presencia de
diferentes superficies de adhesion en cada una. Es decir, la placa supragingival
unicamente posee una superficie para la adhesién bacteriana (el diente), mientras que
la placa subgingival presenta dos superficies que difieren importantemente en su
estructura y composicion (diente y epitelio). Esto ocasiona que la placa subgingival
tienda a presentar una microbiota mas compleja que la placa supragingival (Dahlen et
al., 1992a; Haffajee & Socransky, 1994; McNabb et al., 1992; Ximenez-Fyvie et al.,

2000a; b; Ximenez-Fyvie et al., 2000c).

1.1.2. Clasificacion de las enfermedades periodontales

Las enfermedades del los tejidos periodontales se han clasificado en la literatura
de diversas maneras. La clasificacién de 1993 carecia de los detalles necesarios para
una adecuada caracterizacion del amplio espectro de las enfermedades periodontales
encontradas en la practica clinica, por lo tanto, en 1999 se desarrolld una nueva
clasificacién para las enfermedades periodontales (Armitage, 1999) y se incluyd una

seccion sobre enfermedades gingivales y lesiones no existentes en las clasificaciones



de 1989 y 1993. Segun la clasificacion de 1999 las enfermedades gingivales pueden

ser:

Inducidas por la placa dentobacteriana. En este apartado se incluyen las
gingivitis asociadas unicamente a placa dental, enfermedades gingivales asociadas a
factores sistémicos, enfermedades gingivales asociadas a medicamentos vy

enfermedades gingivales asociadas a malnutricion.

No inducidas por la placa dentobacteriana. Dentro de este grupo se incluyen
enfermedades gingivales de origen bacteriano, de origen viral, de origen fungico,
lesiones gingivales de origen genético, manifestaciones gingivales de condiciones
sistémicas, lesiones traumaticas, reacciones a cuerpos extranos y otras no

especificadas.

De acuerdo con la clasificacién de 1999 las enfermedades periodontales pueden

agruparse de la siguiente manera:

1. Periodontitis crénica (localizada o generalizada).

2. Periodontitis agresiva (localizada o generalizada).

3. Periodontitis como una manifestacion de enfermedades sistémicas.
a. Asociada a desordenes hematologicos.
b. Asociada a desérdenes genéticos.
c. Otros no especificados.

4. Enfermedades periodontales necrotizantes.

5. Abscesos periodontales.

6. Periodontitis asociada a lesiones endodoncicas.

7. Deformidades y condiciones desarrolladas o adquiridas.



Gingivitis
La gingivitis es una respuesta inflamatoria caracterizada por enrojecimiento,
edema, sangrado, cambio en el contorno del tejido gingival, pérdida del tejido de

adaptacion del diente e incremento del fluido crevicular, sin destruccion del ligamento

periodontal y del hueso alveolar (Armitage, 1999).

La gingivitis, a su vez se clasifica en: Inducida (asociada) por placa bacteriana y
la no inducida por placa. Dentro de la primera se encuentra la gingivitis asociada a
factores locales o agravada por malnutricion o factores sistémicos, entre los que se
mencionan al embarazo, la pubertad y la menstruacion. También pueden ser
condicionadas por diabetes o medicamentos, especialmente aquellos con efectos
anticonvulsionantes e inmunosupresores como los esteroides o anticonceptivos orales.
En la gingivitis no inducida por placa se encuentra a la gingivitis asociada a un origen
microbiano especifico, ya sea bacteriano, viral o fungico, la de origen genético, aquella
que se presenta como manifestacion de condiciones sistémicas como reacciones
alérgicas y desérdenes mucocutaneos, la ocasionada por lesiones traumaticas,
reacciones a cuerpos extranos y otras gingivitis no especificadas. En estos tipos de
gingivitis, se detectan, generalmente a las bacterias de la microbiota comensal, pero
las cuentas de las mismas pueden llegar a ser 10 6 20 veces mas elevadas que en los

surcos sanos (Rose et al., 2000).

La gingivitis es una condiciéon que generalmente antecede a la periodontitis, sin
embargo, no todos los casos de gingivitis llevan al desarrollo de la enfermedad
periodontal. El paso de gingivitis a periodontitis es debido al aumento en los niveles y
proporcion de especies bacterianas especificas en la placa dentobacteriana, siendo
este el principal factor desencadenante para el desarrollo de la enfermedad
periodontal, seguido por la susceptibilidad del hospedero y la seleccion de bacterias

que poseen factores de virulencia especificos (Bascones et al., 2005; Page, 1999).



Periodontitis

Las enfermedades periodontales estan caracterizadas por desafios bacterianos
que pueden incitar respuestas inmunolégicas destructivas en el hospedero y que
conducen a la pérdida progresiva de ligamento periodontal y de hueso alveolar
provocando con ello la eventual pérdida de los 6rganos dentales (Irfan et al., 2001).
Algunos estudios han establecido que ciertos tipos de enfermedades periodontales
son de progresion ciclica y ocurren en sitios especificos, lo cual se caracteriza por
"explosiones de actividad" que ocurren durante periodos cortos de tiempo, seguido por

periodos de remision (Goodson et al., 1982).

Anteriormente, se distinguian como formas de la enfermedad a la periodontitis
del adulto y la periodontitis de inicio temprano, sin embargo, la clasificacion actual ha
eliminado estos términos, sustituyéndolos por periodontitis crénica y periodontitis
agresiva, respectivamente. Asi mismo, existen otros grupos de clasificacion de
periodontitis, tales como las que se presentan como una manifestacion de
enfermedades sistémicas. En todos los casos, en la clasificacion actual de las
enfermedades periodontales se excluyen criterios como la edad y el ritmo de
progresion de la enfermedad como factores utiles para el diagnéstico, y se considera
el comportamiento clinico y exdmenes de laboratorio como los métodos preferidos

para distinguir a cada una de las formas de la enfermedad (Armitage, 1999).
Periodontitis crénica

La periodontitis cronica es definida como una patologia infecciosa que presenta
periodos prolongados de progresion lenta acompanados por periodos cortos de rapida
progresion con pérdida 6sea de severidad variable, ocurriendo principalmente en
pacientes adultos pero pudiendo presentarse también en nifios y adolescentes, ya sea
en forma localizada o generalizada. El calculo subgingival es encontrado
frecuentemente en este tipo de enfermedad periodontal y puede estar asociada a

factores locales de predisposicion y riesgo (Christersson et al., 1992).



Periodontitis agresiva

Por otro lado, la periodontitis agresiva puede ser también localizada o
generalizada, pero se caracteriza por una rapida pérdida de insercion y destruccion,
existiendo discrepancias entre los depdsitos de placa y la severidad en la pérdida de
insercion y hueso. En algunos casos se pueden detectar elevadas proporciones de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans y en algunas poblaciones también de P.
gingivalis (Armitage, 1999), sin embargo, diversos estudios han demostrado que la
presencia de A. actinomycetemcomitans no se relaciona con algunos tipos de
periodontitis agresiva tales como la periodontitis agresiva generalizada (Ximenez-Fyvie

et al., 2006a).

1.1.3. Etiologia de las enfermedades periodontales

La identificacion de la o las especies especificas causantes de los diferentes
tipos de enfermedad periodontal, ha sido obstaculizada por algunos rasgos unicos de
dichas enfermedades. Una de las principales dificultades es la naturaleza endoégena
de la enfermedad, ya que su desarrollo es consecuencia de los cambios en la
proporcion de especies bacterianas que normalmente residen en la placa
dentobacteriana (Haffajee & Socransky, 1994; Ximenez-Fyvie et al., 2000b; Ximenez-
Fyvie et al., 2006b). De ahi que la enfermedad podria ser causada por el crecimiento
excesivo de una o varias especies de la poblacion residente. Se ha demostrado que
las especies de Capnocytophaga pueden ser detectadas en altos niveles antes del
inicio de la gingivitis, mientras que especies de Prevotella prevalencen en sitios con
gingivitis ya establecida. Pudiendo suponer que las especies del género
Capnocytophaga tienen una mayor probabilidad de ser el agente etiolégico mientras
que las de Prevotella puedieran estar presente como una consecuencia del proceso de
enfermedad (Mombelli et al., 1990). Se piensa que la colonizacidon por patdgenos

oportunistas, contribuye a la naturaleza episodica de progresion de enfermedad, es



decir, no todos los sitios con pérdida 6sea demuestran el mismo grado de progresion o

de actividad de enfermedad (Goodson et al., 1982; Papapanou, 2002).
Composiciéon microbiolégica de la placa dentobacteriana subgingival

La placa dentobacteriana subgingival es un depdsito de comunidades
microbianas complejas que se adhieren tanto a la superficie dental como al epitelio del
surco y constituyen el agente etioldégico principal de la mayor parte de las
enfermedades periodontales, siendo estas en consecuencia, el punto de enfoque en la

prevencion y tratamiento de las patologias del periodonto (Lindhe et al., 1998).

Grupos especificos de microorganismos de la placa dentobacteriana subgingival
se asocian con el desarrollo de las enfermedades periodontales, estos
microorganismos son denominados patdégenos periodontales e incluyen a A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis, Tannerella forsythia'y Treponema denticola, asi
como a patégenos putativos tales como Campylobacter rectus, Peptostreptococcus
micros, Eubacterium nodatum, Prevotella melaninogenica, Streptococcus intermedius,
Prevotella intermedia, Eikenella corrodens, F. nucleatum y Prevotella nigrescens (Choi
et al., 2000; Haffajee & Socransky, 1994; Kamma et al., 1995; Mombelli et al., 2000;

Moore & Moore, 1994; Paster et al., 2001; Ximenez-Fyvie et al., 2000b).

Por otro lado, algunas especies bacterianas pueden ejercer de diversas formas,
un papel protector en los tejidos periodontales del hospedero. Por ejemplo, pueden
actuar de forma pasiva ocupando un nicho que podria, de otra manera, albergar
microorganismos patdégenos, asi mismo, pueden inhibir la adhesion de
microorganismos patdgenos, su viabilidad, crecimiento y la produccion de factores de
virulencia por antagonismo metabdlico o por inactivacion directa. Por ejemplo, la
produccion de H,O, por S. sanguinis, Streptococcus. uberis y A. viscosus inhibe el
crecimiento de A. actynomicetemcomitans protegiendo al hospedero de las acciones

patogénicas de esta especie (Quirynen et al., 2001).



El grado de patogenicidad de la placa dentobacteriana subgingival estda mediado
por factores de virulencia que poseen las bacterias periodontopatdogenas, estos
disminuyen la efectividad de la respuesta inmunolégica del hospedero, dafan los
tejidos e impiden su reparacion. La presencia de capsulas (factor antifagocitario) y de
fimbrias permiten la adhesion y colonizacién causando diversas reacciones en el
sistema de defensa del hospedero por mecanismos tales como la produccion de
proteasas que inhiben la quimiotaxis de leucocitos polimorfonucleares (PMN), la
produccion de acidos grasos volatiles que inhiben la proliferacion de linfocitos By T, la
secrecién de proteasas contra inmunoglobulinas y la presencia de capsulas o de
lipopolisacaridos (LPS) con efectos antigénicos capaces de inducir la liberacion de
mediadores de la inflamacion y de incrementar la resistencia a la fagocitosis. La
destruccién tisular es causada por epiteliotoxinas, exotoxinas contra macréfagos,
fosfatasa acida y alcalina, colagenasa y factores inhibidores fibroblasticos, toxinas
oseo-destructivas, factores mitogénicos, la induccion de produccidn de citocinas,
fosfolipasa A, sulfuros volatiles, acido butirico y amonio, que inhiben la proliferacion de
fibroblastos gingivales (Bartold, 1991a; b; Garrison & Nichols, 1989; Perova & Shubich,

2006; Sbordone et al., 2000).
Complejos bacterianos en la placa subgingival

En 1998 y 2005 Socransky y cols., describieron cémo las bacterias que colonizar
la placa subgingival tienden a agrupandose en complejos bacterianos demostrando
una cooperacion positiva entre todos los integrantes de la comunidad de acuerdo con
las exigencias nutricionales y ambientales. Ademas, describieron cémo cada complejo
puede influir sobre los otros y la relacién de cada uno con el estado de salud de los
tejidos periodontales. Los microorganismos que pertenecen al complejo rojo muy raras
veces pueden ser detectados en ausencia de las especies del complejo de naranja y
en cuanto mas alta es la cantidad de bacterias del complejo naranja, mayor es la

colonizacién de miembros del complejo rojo (Socransky et al., 1998; Socransky &



Haffajee, 2005). Seis complejos bacterianos de la placa subgingival fueron descritos,

como se menciona a continuacion:

e Complejo azul: especies de Actinomyces exceptuando Actinomyces
odontolyticus.

e Complejo amarillo: Streptococcus gordonii, S. intermedius, S. mitis, S.
oralisy S. sanguinis.

e Complejo morado: A. odontolyticus y V. parvula.

e Complejo verde: E. corrodens, Capnocytophaga gingivalis, C. ochracea,
Capnocytophaga sputigena, A. actinomycetemcomitans serotipo a y
Campylobacter concisus.

e Complejo naranja: Campylobacter gracilis, C. rectus, Campylobacter
showae, F. nucleatum ss vincentii, F. nucleatum ss polymorphum, F.
nucleatum ss nucleatum, Fusobacterium periodonticum, P. micros, P.
intermedia, P. nigrescens, Streptococcus constellatus y E. nodatum.

e Complejo rojo: T. forsythia, T. denticola'y P. gingivalis.

Clinicamente, los complejos azul, morado, amarillo y verde estan asociados con
bolsas periodontales poco profundas (<3 mm), mientras que los complejos naranja y
rojo se relacionan con sitios que presentan sangrado al sondeo y bolsas periodontales
profundas (>4 mm), asi como con lesiones mas avanzadas (Socransky et al., 1998;

Socransky & Haffajee, 2005).

Los complejos bacterianos forman comunidades de microorganismos embebidas
en un glucocalix, las cuales se encuentran adheridas a la superficie dental y se
organizan dentro de una estructura de biopelicula, brindando grandes ventajas en
comparacion a las bacterias plantonicas (Costerton et al., 1999; Costerton et al., 1994;
Costerton, 1995; Stoodley et al., 2002). Las biopeliculas tienen un alto grado de
organizaciéon por su arquitectura abierta heterogénea, con canales llenos de agua,

algunos de los cuales se extienden por el grosor entero de la biopelicula maximizando



la energia y movimiento de sustancias nutritivas y subproductos de la matriz

extracelular (Thomas & Nakaishi, 2006; Wood et al., 2000).

La mayor ventaja que ofrece la estructura de biopelicula a las bacterias sésiles
es la protecciéon tanto contra sustancias antibidticas por el potencial de las enzimas
que secretan las bacterias al espacio extracelular, como contra las B-lactamasas e
inmunoglobulinas, asi como contra microorganismos competidores y sustancias
potencialmente tdéxicas del medio, procedentes del sistema inmunolégico del
hospedero (Stewart, 2003). Ademas, la biopelicula facilita la captacion de nutrientes, el
intercambio metabdlico (una especie provee a otra de nutrientes), la eliminacion de
productos metabdlicos potencialmente daninos y la formacion de un ambiente con las
condiciones fisicoquimicas apropiadas para el desarrollo de los microorganismos que

la conforman (Socransky & Haffajee, 2002).

Una de las caracteristicas mas interesantes de las especies bacterianas que
conforman la placa dentobacteriana y otras biopeliculas, es la comunicacion de célula
a célula y de la microcomunidad a la macrocomunidad, misma que contribuye a la
regulacién de la expresion de determinados genes a través de la acumulacion de
compuestos sefializadores que median la comunicacion intercelular. Esta
comunicacion dinamica y regulada, llamada “quorum sensing”, proporciona un
mecanismo a la bacterias para supervisar la presencia de otras y modular la expresion
genética en respuesta a cambios en la densidad demogréafica microbiana,
favoreciendo el crecimiento de bacterias benéficas para la biopelicula e impidiendo el

desarrollo de especies competidoras (Camilli & Bassler, 2006).
Microbiota subgingival en diferentes latitudes

La microbiota subgingival ha sido descrita en distintas poblaciones del mundo
(Colombo et al., 2002; Craig et al., 2003; Choi et al., 2000; Darout et al., 2002; Gajardo
et al., 2005; Haffajee et al., 2004; Lopez et al., 2004; Sanz et al., 2000; Ximenez-Fyvie

et al., 2006a). La mayoria de los estudios han reportado la presencia de las mismas



especies bacterianas, sin embargo, diferencias importantes en la prevalencia y
proporcion de microorganismos parecen caracterizar la microbiota subgingival en
regiones especificas del mundo. Por ejemplo, se ha demostrado una prevalencia mas
baja de A. actinomycetemcomitans en individuos Europeos y Americanos que en
sujetos Asiaticos con periodontitis (Ohnishi, 2006; Thiha et al., 2007). Asi mismo, se
han descrito niveles mas elevados de P. intermedia en Korea y China que en Espafiay
Suecia en individuos con enfermedad periodontal (Choi et al., 2000; Dahlen, 2002;
Haffajee et al., 2004). En Brasil se report6 que en la placa subgingival, fueron
encontrados los patogenos periodontales clasicos como P. gingivalis, T. forsythia'y T.
denticola, pero ademas se identificaron algunas especies inusuales como
Enterococcus faecalis, Escherichia coli y especies de Bartonella en pacientes con
periodontitis. En la poblacion Brasilefia, las especies mas frecuentemente detectadas
en sitios interproximales fueron T. forsythia, P. gingivalis, E. nodatum y F. nucleatum

ss vincentii (Colombo et al., 2002).

La prevalencia de periodontopatégenos parece diferir no solo entre zonas
geograficas sino también entre distintos grupos étnicos dentro de las mismas regiones.
En Guatemala fueron estudiados indigenas de comunidades rurales donde los
depdsitos de placa dentobacteriana y la gingivitis se presentaban de forma extensa.
En dicho estudio, no existieron asociaciones entre el estado de salud periodontal y la
presencia de patégenos periodontales. Asi mismo, en los sitios con mayor profundidad
de bolsa fueron encontrados con mayor prevalencia S. sanguinis, A. viscosus y F.
nucleatum. En contrate, en pacientes periodontalmente sanos fueron encontrados con
mayor prevalencia A. naeslundii y P. micros. Es importante destacar que A.
actinomycetemcomitans no fue detectado en ninguna de las muestras analizadas

(Dowsett et al., 2002).

Investigaciones de la microbiota subgingival de sujetos mexicanos con

enfermedad periodontal revelaron que T. forsythia, P. gingivalis, P. nigrescens, se



presentaron en altos niveles, a diferencia de los individuos sanos en los que se
detectaron proporciones elevadas de especies de Actinomyces y Streptococcus
(Ximenez-Fyvie et al., 2006a; Ximenez-Fyvie et al., 2006b). La composicion de la
microbiota de la placa dentobacteriana subgingival ha sido estudiada ampliamente a
nivel global, México cuenta con poca documentacion en este ambito, sobre todo en lo
que se refiere a las evaluaciones de las diversas etnias que componen una parte
significativa de su poblacién. El conocimiento de la microbiota subgingival es
fundamental para entender la etiologia y patogénesis de la periodontitis, por lo que es
importante conocer la flora especifica y los factores de virulencia que presentan los

microorganismos colonizadores de poblaciones especificas.



1.1. Objetivos

1.1.1. Objetivo General

Describir la composicién microbiolégica de la placa subgingival de indigenas de
la zona Huichola de Guadalupe Ocotan del Municipio de la Yesca del estado de
Nayarit y compararla con aquella de mestizos mexicanos del Distrito Federal y Zona

Metropolitana.

1.1.2. Objetivos Especificos

e Determinar las cuentas bacterianas promedio de 40 especies bacterianas en
muestras de placa subgingival de indigenas de la zona Huichola de Guadalupe
Ocotan del Municipio de la Yesca del estado de Nayarit y de mestizos
mexicanos del Distrito Federal y Zona Metropolitana.

e Determinar la prevalencia promedio de 40 especies bacterianas en muestras
de placa subgingival de indigenas de la zona Huichola de Guadalupe Ocotan
del Municipio de la Yesca del estado de Nayarit y de mestizos mexicanos del

Distrito Federal y Zona Metropolitana.

o Determinar la proporcion promedio de 40 especies bacterianas en muestras de
placa subgingival de indigenas de la zona Huichola de Guadalupe Ocotan del
Municipio de la Yesca del estado de Nayarit y de mestizos mexicanos del
Distrito Federal y Zona Metropolitana.

e Comparar las cuentas bacterianas, prevalencia y proporciéon de 40 especies
bacterianas en muestras de placa subgingival de indigenas de la zona Huichola
de Guadalupe Ocotan del Municipio de la Yesca del estado de Nayarit y de

mestizos mexicanos del Distrito Federal y Zona Metropolitana.



1.2. Planteamiento y justificaciéon del problema

México presenta un panorama social altamente diversificado. Los pueblos
indigenas son quienes contribuyen de manera importante con su patrimonio a la
rigueza de la nacién. Estos pueblos estan integrados por mas de 12 millones de
personas, que constituyen mas de la décima parte de la poblacion Mexicana
(Comision-Nacional-para-el-Desarrollo-de-los-Pueblos-Indigenas, 2006), siendo los
que mas aportan en recursos humanos, naturales, territoriales y culturales, a pesar de
estar entre los mas pobres de los mexicanos. La comprension de la microbiota
subgingival en estas etnias poco estudiadas ayudara a un mejor entendimiento de los
microorganismos que juegan papeles importantes en la enfermedad periodontal en
nuestro pais, para poder disefiar herramientas terapéuticas y preventivas especificas

para el control de dichas enfermedades en dichos grupos étnicos.



1. MATERIALES Y METODOS

1.1. Disefio experimental

El presente proyecto de investigacion comprendid la realizacién de un estudio de
tipo transversal en donde fueron evaluadas muestras de placa dentobacteriana
subgingival de un total de 86 sujetos de estudio. Los sujetos de estudio indigenas
fueron capturados y evaluados, en una brigada organizada por el Laboratorio de
Genética Molecular de la Division de estudios de Posgrado de la Facultad de
Odontologia de la UNAM al estado de Nayarit en Junio de 2006; los sujetos mestizos
provinieron de la poblacion de individuos que se reciben por primera vez atencion
dental en la Divisién de Estudios de Posgrado e Investigacion y/o la Facultad de
Odontologia de la UNAM. Todos los sujetos fueron evaluados en una sola visita en la
que se realizé una evaluacion de su estado de salud médico y periodontal, se

registraron los datos clinicos y se realizo la recoleccion de muestras.

1.2. Criterios de seleccion

La poblacion de estudio consisti6 en dos grupos de estudio, el primero de
indigenas Huicholes (n=15) y el segundo de mestizos mexicanos (n=71). La tabla 1
proporciona una descripcion de las caracteristicas generales y clinicas periodontales
de los grupos de estudio incluidos en el presente proyecto. Todos los sujetos tuvieron
como minimo ambos padres y 4 abuelos de origen indigena Huichol para el primer
grupo y, ambos padres y 2 abuelos mexicanos sin descendencia directa de algun
grupo indigena en el caso del segundo grupo (mestizos). Fueron excluidos del estudio
todos los sujetos que presentaron embarazo o que estuvieran lactando o que
presentaran cualquier condicion sistémica que pudiera influir sobre el curso o
severidad de la enfermedad periodontal, tales como diabetes, VIH/SIDA, hemofilia,
enfermedades autoinmunes. El propdsito del estudio fue explicado a cada sujeto de

estudio quien recibié copia de la forma de consentimiento informado, aprobada por el



Comité de Etica de la Dependencia, en la que se delineo explicitamente el protocolo
del estudio (anexo 1). Se pidi6 a los sujetos que firmaran dicha forma, con lo cual

establecieron su deseo voluntario de participar.

1.3. Evaluacion clinica

Cada sujeto de estudio recibid una evaluacion periodontal completa realizada
por clinicos calibrados para este propdsito. Todas las mediciones clinicas fueron
registradas de 6 sitios por diente (mesiobucal, bucal, distobucal, distolingual, lingual y
mesiolingual) de todos los dientes en la boca excluyendo los terceros molares
(maximo 168 sitios por sujeto dependiendo del niumero de dientes faltantes) de
acuerdo con procedimientos previamente descritos en la literatura (Haffajee et al.,
1983). Los parametros clinicos evaluados y el orden de las mediciones se realizaron
de la siguiente manera: 1. Acumulacién de placa (0/1, ausente/presente), 2.
Enrojecimiento gingival (0/1), 3. Profundidad de bolsa (mm), 4. Nivel de insercién (NI,
mm), 5. Sangrado al sondeo (0/1) y 6. Supuracién al sondeo (0/1). La profundidad de
bolsa y el nivel de insercién fueron registrados al milimetro mas cercano utilizando una
sonda periodontal “Carolina del Norte” de 15 mm de longitud (Hu-Friedy, Chicago, IL,
USA). Estas medidas fueron registradas dos veces por el mismo clinico y el promedio
de las dos mediciones fue utilizado para el andlisis de datos. El resto de los
parametros clinicos fueron evaluados en una sola ocasién con mediciones dicotémicas

de presencia (1) 6 ausencia (0).

1.4. Evaluacién Microbiolégica

Las evaluaciones microbioldgicas de las muestras de placa subgingival se
realizaron mediante la técnica de “checkerboard” para hibridaciones ADN- ADN
(Socransky et al., 1994). El empleo de la técnica de “checkerboard” permitio la
identificacion de 40 especies bacterianas en cada una de las muestras de placa

dentobacteriana de cada sujeto de estudio en un mismo experimento. Asimismo, fue



posible cuantificar los niveles, prevalencia y proporcién de cada una de las 40
especies. De tal manera que los datos microbiolégicos obtenidos de cada sujeto de
estudio incluyeron 3 matrices de datos (niveles, prevalencia y proporcién), cada una
con un total de 1,120 posibles puntos de informacion (40 sondas de ADN x 28

muestras).

1.4.1. Recoleccién y procesamiento de muestras subgingivales

Un maximo de 28 muestras de placa dentobacteriana subgingival fueron
recolectadas de los sitios mesiobucales de todos los dientes excluyendo los terceros
molares en cada sujeto de estudio. Después de secar y aislar el area de muestreo con
rollos de algoddn, la placa supragingival fue eliminada con una cureta Gracey (Hu-
Friedy). Las muestras de placa subgingival se tomaron utilizando curetas Gracey
estériles y se colocaron individualmente en tubos para microcentrifugacion de 1.5 ml
que contenian 150 ul de buffer TE pH 7.6 (10mM Tris-HCI, 1mM EDTA). Se agregaron
100 pl de NaOH (0.5 M, Sigma Aldrich, St. Louis, USA) a cada tubo y las muestras
fueron dispersadas. Los tubos fueron hervidos durante 10 min y el pH neutralizado con
800 pl de acetato de amonio (5 M, Sigma). EI ADN de cada muestra fue colocado en
uno de los canales abiertos de un Minislot-30 (Immunetics, Cambridge MA, USA)
concentrado en una membrana de nylon de carga positiva de 15 x 15 cm (Roche,
Indianapolis IN, USA) y fijjado a la membrana mediante entrecruzamiento con luz
ultravioleta seguido por incubacién a 120°C durante 20 min. Dos canales de
estandares microbioldgicos fueron colocados en cada membrana. Dichos estandares
consistieron en mezclas ajustadas a 10°y 10° células de cultivos puros de todas las

cepas bacterianas que fueron analizadas.

1.4.2. Cepas bacterianas

La lista de las 40 cepas bacterianas de referencia que fueron utilizadas en el

presente estudio para la preparacion de sondas de ADN se encuentra en la tabla 2.



Todas las cepas fueron adquiridas como cultivos liofilizados del ATCC (American Type
Culture Collection, Rockville, MD). Las cepas fueron rehidratadas en caldo para
Mycoplasma y cultivadas en agar enriquecido (17 g - Mycoplasma agar base, 5 ml -
solucion stock de Hemina, 500 ml - agua destilada UV/UF, 5 ml - vitamina K, 25 ml -
sangre de carnero desfibrinada) a 35°C de 3 a 7 dias dentro de una camara de
anaerobiosis con ambiente de 80% N2, 10% CO2 y 10% H2 (exceptuando Neisseria
mucosa, cultivada aerébicamente en agar base sin enriquecimiento). Las cepas que se
mencionan a continuacion fueron sembradas en medios suplementados:
Campylobacter sp.: agar enriquecido suplementado en la superficie con 0.5 ml de
formato (60 mg/ml) - fumarato (60 mg/ml); T. denticola: caldo para Mycoplasma
suplementado con glucosa (1 mg/ml), niacinamida (400 ug/ml), tetrahidrocloruro de
esparmina (150 ug/ml), isobutirato de sodio (20ug/ml), L-cisteina (1 mg/ml), pirofosfato
de tiamina (5 pg/ml) y suero bovino (0.5%); T. forsythia: agar enriquecido

suplementado con 10 ug/ml de acido N-acetilmuramico.

1.4.3. Preparacion de sondas de ADN

El crecimiento después de 3 a 7 dias de cultivo fue recolectado y colocado en
tubos para microcentrifugacién de 1.5 ml que contengan 1 ml de buffer TE pH 7.6. Las
células fueron lavadas dos veces mediante centrifugacién en buffer TE a 3,500 rpm
durante 10 min. Posteriormente, fueron resuspendidas mediante sonicacion durante 15
seg Yy lisadas a 37°C durante 1 hora ya sea con 10% SDS y proteinasa K (20 mg/ml,
Sigma) para las especies Gram negativas, 6 con una mezcla enzimatica que
contendra 15 mg/ml de lisozima (Sigma) y 5 mg/ml de achromopeptidasa (Sigma) en
buffer TE (pH 8.0) para las especies Gram positivas. EI ADN fue aislado y purificado
utiizando una técnica estandar previamente descrita (Smith et al., 1989). La
concentracién de ADN fue determinada mediante mediciones espectrofotométricas de
la absorbancia a 260 nm. La pureza de las preparaciones fue valorada mediante el

célculo de la relacién entre las mediciones de las absorbancias a 260 nm y 280 nm.



Las sondas de ADN gendmico fueron preparadas para las 40 especies bacterianas
(Tabla 2) mediante el marcaje con digoxigenina (Roche) de 1 ug de ADN purificado
utilizando la técnica de primers aleatorios (random primer technique) previamente

descrita (Feinberg & Vogelstein, 1983).

1.4.4. Hibridaciones ADN-ADN

Las membranas fueron prehibridizadas a 42°C durante 1 hora en solucion de
prehibridacion que contendra 50% de formamida, 5x citrato salino estandar (SSC) (1x
SSC = 150 mM NaCl, 15 mM citrato de sodio, pH 7.0), 1% caseina, 5x solucion
Denhardt, 25mM fosfato de sodio (pH 6.5) y 0.5mg/ml de ARN de levadura (Roche). La
membrana con ADN fijado de las muestras de placa dentobacteriana de cada sujeto
fue colocada en un Miniblotter-45 (Immunetics) con los canales de las muestras
rotados 90° en relacion a los canales de hibridacion. Esto produce un patréon de tablero
de ajedrez (checkerboard) de 30 x 45. Las sondas de ADN fueron diluidas a una
concentraciéon de aproximadamente 20 ng/ml en solucidon de hibridacion (45%
formamida, 5x SSC, 1x solucion Denhardt, 20mM fosfato de sodio (pH 6.5), 0.2mg/ml
de ARN de levadura, 10% sulfato de dextrano y 1% caseina), colocadas en canales de
hibridacion individuales del Miniblotter-45 e hibridizadas una noche a 42°C con el
aparato sellado dentro de una bolsa de plastico para evitar evaporacion de las sondas
de ADN. La concentracion de cada sonda fue ajustada mediante pruebas preliminares
de ensayo y error para que todas las sondas detecten un rango de células entre 10* y
10”. Las membranas fueron lavadas dos veces a alta astringencia durante 20 min cada
vez a 68°C en buffer de fosfato (0.1x SSC y 0.1% SDS) utilizando un bafo con

circulacion.

1.4.5. Deteccién y enumeracioén de especies bacterianas

Las membranas fueron bloqueadas mediante su incubacién durante 1 hora en

buffer bloqueador que contenia 1% de caseina en buffer de maleato (100mM acido



maléico, 150mM NaCl, pH 7.5). Los hibridos fueron detectados incubando las
membranas en una dilucidon de 1:50,000 de anticuerpo contra digoxigenina conjugado
a fosfatasa alcalina (Roche) utilizando la modificacién previamente descrita (Engler-
Blum et al., 1993). Después de ser lavadas, las membranas fueron incubadas en un
agente quimioluminiscente de deteccion (CDP-Star, Roche) a 37°C durante 1 hora y
las sefiales fueron detectadas mediante la exposicion de las membranas a peliculas
autoradiograficas dentro de cassettes a temperatura ambiente durante 35 min. Las
peliculas fueron reveladas siguiendo procedimientos estandar y posteriormente seran
fotografiadas con camara Digital (Kodak Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA. USA).
Con ayuda de un sistema digital de fotodocumentacién (DigiDoc. BioRad, CA. USA) se
enviaron a un programa (Quantity One. BioRad, CA. USA), en el cual se detectaron y

analizaron las sefales obtenidas en los checkerboards.

1.5. Andlisis estadisticos de datos

Se realizd un analisis estadistico descriptivo y comparativo de los parametros
clinicos evaluados en cada grupo de estudio tales como edad, numero de dientes
faltantes, género, profundidad de bolsa, nivel de insercion, sitios con NI=Z5 mm,
porcentaje de fumadores, acumulacion de placa, enrojecimiento gingival, sangrado al
sondeo y supuracion, los cuales se expresan como media * error estandar de la media
(EEM) y rango (tabla 1). Los parametros clinicos fueron comparados entre los dos

grupos de estudio utilizando la prueba U de Mann-Whitney.

Los datos microbiolégicos con los que se contaron de cada sujeto de estudio
para determinar la composicion microbiolégica de la placa subgingival fueron las
cuentas absolutas de cada una de las 40 especies bacterianas evaluadas (tabla 2) en
hasta un maximo de 28 muestras de placa subgingival. Los analisis describen la
composicion microbioldgica de la placa subgingival mediante 3 parametros: cuentas
bacterianas x 10° (niveles), porcentaje de sitios colonizados (prevalencia) y porcentaje

del total de cuentas de las sondas de ADN (proporcion). Cada parametro fue calculado



mediante la determinacion de los niveles, prevalencia y proporcion por separado en
cada muestra de cada sujeto de estudio, promediado para cada sujeto de estudio y
después entre los sujetos de cada grupo de estudio. Los niveles y prevalencia se
expresan como media £+ EEM para especies bacterianas individuales, y la proporcion
como media + EEM para especies bacterianas individuales y media para grupos de
microorganismos (complejos bacterianos). Las diferencias entre los grupos fueron
analizadas utilizando la prueba U de Mann-Whitney ajustando para comparaciones
multiples de acuerdo con procedimientos previamente descritos (Socransky et al.,
1991). En breve, se calculd un valor de p general de 0.05 = 1-(1-k)*°, en donde k fue el
valor individual deseado de p. Por lo tanto, para este calculo, un valor de p<0.00127 se
considerd como estadisticamente significativo a una p<0.05. Similarmente, los valores
de p<0.00025 y p<0.000025 fueron considerados como diferencias estadisticamente

significativas a p<0.01 y p<0.001, respectivamente.



1. RESULTADOS

1.1. Caracteristicas clinicas

En la tabla 1 se muestran las caracteristicas clinicas de la poblacion de estudio,
las cuales se expresan como media + error estandar de la media (EEM) y rango. De
los 11 parametros clinicos evaluados, Unicamente se detectaron diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) entre los grupos de estudio en el porcentaje
de sitios con acumulacion de placa, presentando el grupo de Huicholes un porcentaje
mayor (73.74%) que el grupo de sujetos mestizos (40.03%). Los otros 10 parametros
clinicos no presentaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos,
incluyendo edad, numero de dientes faltantes, género, profundidad de bolsa promedio,
nivel de insercion promedio, numero de sitios con nivel de insercion 25 mm, porcentaje
de fumadores actuales, porcentaje de sitios con enrojecimiento gingival, sangrado al
sondeo y supuracion. Esto demuestra una homogeneidad en la distribucion de

individuos en los grupos de estudio en términos de sus caracteristicas clinicas.

1.2. Cuentas bacterianas

Los niveles totales promedio o cuentas bacterianas totales x10° de las 40
especies evaluadas en muestras de placa dentobacteriana subgingival de 86 sujetos
mexicanos (Huicholes, n=15; mestizos, n=71) se muestran en la Figura 1. El grupo de
Huicholes presentd niveles totales promedio de 3.56 veces mayores que el grupo de
mestizos. Esta diferencia fue estadisticamente significativa (p<0.05) entre los grupos
de estudio y podria estar relacionada con el aumento en el porcentaje de sitios con
acumulacion de placa observado en el grupo de Huicholes que se describid en el

inciso anterior.

En la tabla 3 y en la figura 2 se presentan los niveles promedio o cuentas
bacterianas promedio x10° de las 40 especies individuales en cada uno de los grupos

de estudio. Todas las especies bacterianas evaluadas fueron detectadas tanto en



sujetos Huicholes como mestizos, sin embargo, 38 de las 40 especies presentaron
niveles promedio mas elevados en el grupo de Huicholes y las diferencias fueron
estadisticamente significativas para un total de 25 especies bacterianas después de
ajustar para comparaciones mdltiples. Unicamente P. gingivalis y L. buccalis
presentaron niveles promedio mas elevados en sujetos mestizos, sin embargo, las
diferencias entre grupos para dichas especies no fueron estadisticamente
significativas. Las especies que mostraron los niveles promedio mas altos en ambos
grupos fueron A. viscosus, A. naeslundii y C. matruchotii. Cabe destacar que dichas
especies junto con N. mucosa, fueron ademas las que presentaron las diferencias mas
importantes entre grupos de estudio, pareciendo caracterizar con niveles elevados la
microbiota subgingival de sujetos Huicholes. Por otra parte, las especies que
presentaron los niveles promedio mas bajos en ambos grupos de estudio fueron A.
actinomycetemcomitans, Selenomonas noxia, C. gracilis y Porphyromonas
endodontalis, todas de las cuales fueron detectadas en niveles promedio inferiores a

1.75 x10°.

1.3. Prevalencia

La prevalencia promedio (% sitios colonizados + EEM) de las 40 especies
individuales en muestras de placa dentobacteriana subgingival de sujetos Huicholes y
mestizos mexicanos se muestra en la tabla 4 y figura 3. Todas la especies tuvieron
una prevalencia mayor al 50% en los sujetos Huicholes, presentado este grupo de
estudio en promedio de 54.58% a 90.51% de sitios colonizados por alguna de las 40
especies evaluadas. En contraste, el grupo de mestizos presentd en promedio de
12.31% a 58.99% de sitios colonizados por alguna de las especies bacterianas. N.
mucosa, T. forsythia, S. mitis y P. acnes presentaron la prevalencia mas alta en el
grupo de Huicholes, mientras que C. matruchotii, A. naeslundii, A. viscosus y P.

gingivalis fueron las especies mas prevalentes en sujetos mestizos.



Cabe destacar que las 40 especies evaluadas presentaron una prevalencia mas
elevada en individuos Huicholes que en mestizos y que la diferencia entre grupos fue
estadisticamente significativa para 29 especies, dentro de las cuales se destacan N.
mucosa, P. acnes, S. mitis, C. ochracea, S. noxia, S. oralis y T. forsythia (p<0.001) por
presentar diferencias mayores a 50% en el porcentaje de sitios colonizados entre los 2

grupos de estudio.

1.4. Proporcion

1.4.1. Especies individuales

La proporcion promedio (% cuentas totales de sondas de ADN + EEM) de las 40
especies individuales se muestran en la Tabla 5 y figura 4. La proporcion promedio de
21 de las 40 especies bacterianas fue mayor en los sujetos Huicholes que en los
mestizos, sin embargo, las diferencias entre grupos fueron estadisticamente
significativas unicamente para C. ochracea (p<0.05), S. oralis (p<0.01), N. mucosa
(p<0.001) y P. acnes (p<0.001). Las especies con proporciones promedio menores en
sujetos Huicholes que en mestizos fueron L. buccalis, P. gingivalis, A. viscosus, E.
saburreum, F. nucleatum, P. micros, V. parvula, A. israelii, T. denticola, G. morbillorum,
P. nigrescens, A. georgiae, C. gingivalis, P. melaninogenica, C. sputigena, S.
artemidis, A. actinomycetemcomitans, E. sulci y S. constellatus, sin embargo,
unicamente la diferencia en la proporcion de S. artemidis entre grupos fue

estadisticamente significativa (p<0.05).

1.4.2. Complejos bacterianos

En la figura 5 se presenta la proporcion promedio (% de cuentas totales de
sondas de DNA) de las 40 especies bacterianas agrupadas de manera similar a la
descripcion de complejos bacterianos en la placa subgingival (Socransky et al., 1998;
Socransky & Haffajee, 2005). La proporcion de complejos bacterianos fue

relativamente similar entre los grupos de estudio, sin embargo, los sujetos mestizos



presentaron una proporcion mayor de las especies periodontopatégenas del complejo
rojo (no estadisticamente significativo) que el grupo de Huicholes, mientras que estos
ultimos presentaron una proporcién significativamente mayor de las especies de

Streptococcus del complejo amarillo (p<0.05).



1. DISCUSION

El propodsito del presente este estudio fue describir la microbiota subgingival de
una poblacion indigena aleatoria de origen Huichol y compararla con aquella de
sujetos mestizos. Los resultados indicaron que a pesar de que todas las especies
bacterianas evaluadas fueron detectadas en ambos grupos de estudio, existen
diferencias significativas en la microbiota de la placa subgingival entre estos dos
grupos étnicos al comparar poblaciones con parametros clinicos y periodontales

similares.

Esta bien demostrado que a mayor acumulacién de placa, mayor cantidad de
microorganismos, sin embargo, la diferencia entre salud y enfermedad periodontal no
radica primordialmente en la carga bacteriana sino en la proporcion de
microorganismos especificos que se encuentran presentes en la placa. Los
microorganismos asociados a las enfermedades periodontales consta de especies
como F. nucleatum, F. periodonticum, C. rectus, P. intermedia, P. nigrescens y C.
gracilis (complejo naranja) (Gmur et al., 2004), asi como T. forsythia, T. denticola, P.
gingivalis (complejo rojo) y A. actinomycetemcomitans que son los microorganismos
predominantes en muestras de placa subgingival en individuos con enfermedad
periodontal (Socransky et al., 1998; Socransky & Haffajee, 2005). Estos ultimos son
considerados como los patégenos periodontales mas agresivos, por sus factores de
virulencia como productos bacterianos, tales como lipopolisacaridos y acidos teicoicos
que acumulados en el tejido periodontal, incitan reacciones inflamatorias que estan
fuertemente asociadas con reabsorcion 6sea, bolsas profundas (>5 mm), pérdida de
adherencia y sangrado al sondaje (Socransky et al., 1998; Socransky & Haffajee,

2005).

En los sujetos Huicholes las proporciones mas elevadas de microorganismos en
la placa dentobacteriana subgingival que se detectaron en el presente estudio fueron

aquellas de los complejos azul, naranja y amarillo, siendo este ultimo el que presento



diferencias estadisticamente significativas al ser comparada con la de sujetos
mestizos. Asi mismo, se encontraron diferencias importantes en algunas de las
especies del complejo naranja como F. nucleatum, P. micros, P. nigrescens, S.
constellatus las cuales presentaron menores proporciones asi como P. intermedia, F.
periodonticum, C. showae, C. rectus y C. gracilis con proporciones mayores sin ser
estadisticamente significativas en los sujetos Huicholes. Por otra parte, en los sujetes
mestizos predominaron los complejos azul, naranja y rojo, coincidiendo este hallazgo
con estudios previos en sujetos mexicanos urbanos con enfermedad periodontal

(Ximenez-Fyvie et al., 2006a; Ximenez-Fyvie et al., 2006b).

Socransky y cols. reportaron hallazgos microbiolégicos que indicaron que la
colonizacién de especies como Fusobacterium sp. y algunas especies del complejo
naranja son un prerrequisito para la aparicién de los microorganismos patdégenos
periodontales, en el presente estudio P. gingivalis, T. denticola y A.
actinomycetemcomitans mostraron menores proporciones en los sujetos Huicholes al
ser comparados con los sujetos mestizos (Socransky et al., 1998). Considerando el
poco numero de sitios con nivel de insercién 25 mm en la poblacién de Huicholes, este
resultado corrobora los hallazgos de estudios previos en los que se ha observado que
P. gingivalis, T. denticola, T. forsythia (complejo rojo) y A. actinomycetemcomitans
pueden no encontrarse o estar presentes en escasa proporcion en la placa subgingival
de sujetos con salud periodontal (Choi et al., 2000; Dahlen et al., 1992b; Dowsett et al.,
2002; Haffajee & Socransky, 1994; Kamma et al., 1995; Loesche, 1992; Mombelli et

al., 2000; Moore & Moore, 1994; Paster et al., 2001; Ximenez-Fyvie et al., 2000a).

Es interesante que todas la especies evaluadas presentaron una prevalencia
mayor al 50% de sitios colonizados en los sujetos Huicholes, sin embargo, la
microbiota de ambos grupos fue dominada por A. naeslundii, A. viscosus y C.

matruchotii, los cuales también son dominantes en sujetos mexicanos urbanos con



periodontitis crénica, agresiva y con salud periodontal (Ximenez-Fyvie et al., 2006a;

Ximenez-Fyvie et al., 2006b).

Los sujetos Huicholes presentaron parametros similares a estudios de la placa
subgingival en poblaciones de mestizos Mexicanos con salud y con sus respectivos
aumentos en prevalencia y proporcion en microorganismos del complejo rojo y naranja
en sitios con periodontitis ya sea crénica o agresiva (Ximenez-Fyvie et al., 2006a;
Ximenez-Fyvie et al., 2006b), coincidiendo también estudios previos en poblaciones
rurales-indigenas y no indigenas de otras partes del mundo (Baelum et al., 2003;
Dowsett et al.,, 2002; Mumghamba et al., 1995; Wang et al., 2007), donde los rasgos
clinicos como la acumulaciéon de placa y la presencia de gingivitis son generalizados y

abundantes.

Los resultados obtenidos en la poblacion analizada en este estudio presentan un
perfil microbiolégico similar al de los sujetos en poblaciones de México (Ximenez-Fyvie
et al., 2006a; Ximenez-Fyvie et al., 2006b), Chile (Lopez et al., 2004), Brasil (Colombo
et al., 2002), Colombia (Mayorga-Fayad et al., 2007), Guatemala (Dowsett et al.,
2002), Suecia (Haffajee et al., 2005), Estados Unidos de Norte América (Haffajee et
al., 2004) con diferencias y similitudes tanto en prevalencia como en proporcién en
distintas especies que integran los complejos bacterianos, particularmente en especies
como A. naeslundii que es el microorganismo con mayor prevalencia tanto en sujetos
Huicholes, sujetos mestizos mexicanos (Ximenez-Fyvie et al., 2006a; Ximenez-Fyvie
et al., 2006b) y sujetos brasilefios (Colombo et al., 2002) y con menores proporciones
en sujetos de Chile (Lopez et al.,, 2004), Suecia (Haffajee et al., 2005), Colombia
(Mayorga-Fayad et al., 2007) y norteamericanos (Haffajee et al., 2004) siendo mas
amplias en la comparativa de sujetos Huicholes contra sujetos Chilenos (Lopez et al.,

2004).

Las diferencias mas notorias con prevalencias menores en P. gingivalis y P.

nigrescens siendo ambas 3 veces menor en sujetos con salud periodontal y



ligeramente mayor o igual en sujetos con enfermedad, T. forsythia es 7 veces menor
en salud periodontal y 1.4 mayor en enfermedad periodontal y P. melaninogenica 8 y 2
veces menor respectivamente en sujetos de Brasil (Colombo et al., 2002) en
comparacion con los sujetos Huicholes, con numeros menores C. rectus,
Fusobacterium sp. y E. corrodens fueron la especies con mayor prevalencia en sujetos
de Colombia (Mayorga-Fayad et al., 2007) contra N. mucosa, T. forsythia'y S. mitis en
sujetos Huicholes, asi como también mayores proporciones de especies como E.
saburreum, P. gingivalis y C. rectus; con proporciones menores S. intermedius, S. mitis
y S. oralis en sujetos suecos (Haffajee et al., 2005) en comparacion con sujetos
Huicholes respectivamente, las mayores diferencias proporcionales se da en
microorganismos pertenecientes al complejo amarillo en los Huicholes en comparacion
con sujetos de Brasil (Colombo et al., 2002), Chile (Lopez et al., 2004), Colombia
(Mayorga-Fayad et al., 2007), Camerun (Ali et al., 1997), Suecia (Haffajee et al., 2005)
y EUA (Haffajee et al., 2004) asi como estos sujetos muestran una mayor proporcion
en integrantes del “complejo rojo” a comparacion de los sujetos Huicholes. Estas
comparaciones nos remarcan la importancia del papel que juegan los
microorganismos patégenos en el desarrollo y presentaciéon de las enfermedades
periodontales con un predominio en prevalencia y proporcion de la microbiota

subgingival.

La prevalencia y proporcion de los microorganismos periodontopatégenos asi
como numero de dientes faltantes, profundidad de bolsa, nivel de insercion,
enrojecimiento gingival y sangrado al sondeo se muestran mayores en poblaciones
asiaticas como Corea (Choi et al., 2000), Tailandia (Papapanou et al., 2002), China

(Gmur et al., 2004; Wang et al., 2007) en comparacion con los sujetos Huicholes.

El consumo del peyote es un factor que podria influir en la ecologia subgingival
de los sujetos Huicholes, a pesar de que no se sabe a ciencia cierta que tanto puede

influir, ya que existe poca informacion. Se tiene el conocimiento de que el consumo de



Khat o Catha edulis que es una planta que tiene efectos anfetaminicos consumida
regularmente en Yemen y buena parte del este de Africa, tiene influencias sobre el
perfil microbiano subgingival favoreciendo la presencia de especies que son
compatibles con la salud periodontal demostrando diferencias significativamente bajas
en la media de profundidad de bolsa, asi como aumento significativo de predominio de
S. intermedius, V. parvula y E. corrodens; ademas, de bajos niveles y predominio de
microorganismos patdégenos en los sujetos que la consumen (Al-Hebshi & Skaug,

2005).

Factores como la localizacion geografica, la edad avanzada, la raza, el género,
el nivel bajo socioecondémico, desnutricion, la diabetes, fumar, el empleo de
medicaciones y la pobre higiene bucal, son relacionados con el desarrollo y gravedad
de la enfermedad periodontal ya que contribuyen en la modificacién de la ecologia de
la microbiota subgingival creando una gran variabilidad en la distribucion y el
comportamiento de microorganismos asociados con la enfermedad, de modo que los
diferentes factores de riesgo puedan mantener o agravar el estado de salud en
tiempos distintos a lo largo de la vida del individuo (de Macedo et al., 2006; Genco,

1996).

Otro factor importante es la desproteccion de las comunidades indigenas en
cuanto a la atencion odontoldgica eficiente es un aislamiento tanto cultural como de
vias de acceso en que viven la mayoria de las comunidades; debido a la necesidad de
protegerse del "ataque de la civilizacion". A esto se suma la inexistencia de
profesionales de la salud oral cerca de las zonas de asentamientos indigenas
obligando a los habitantes a realizar desplazamientos hasta poblaciones cercanas a

varias horas de camion, o a pie para asi tener un servicio odontolégico.

Las esporadicas visitas de los servicios de salud departamentales o de
instituciones o agremiaciones privadas para realizar "brigadas de salud" convierten a

los tratamientos mutilantes tales como exodoncias, en los procedimientos mas



realizados en sus diferentes visitas. Esto, debido a las dificultades operativas y
logisticas para el desplazamiento tanto de los profesionales como de equipos a estas
zonas. A pesar del aislamiento observado, en la mayoria de las comunidades
observamos la gran influencia de dieta elaborada (enlatados y productos alimenticios
procesados y empacados, refrescos, dulces, etc.) y altamente cariogénica, que dia a
dia ganan mas popularidad dentro de los indigenas, desplazando en muchos casos la
dieta natural de los pobladores, siendo esta la causante de los altos indices de caries y

enfermedad periodontal encontrados en la mayoria de los pobladores rurales.

La composicion de la microbiota subgingival de los sujetos Huicholes tiene una
prevalencia y proporciones de especies que favorecen el estado de salud periodontal,
asi como de una gran cantidad de microorganismos del complejo naranja asociados a
la gingivitis, con estos resultados, se puede sugerir que los sujetos Huicholes tienen
poca predisposicion a las enfermedades periodontales. El estudio del comportamiento
de la microbiota subgingival en las diversas etnias, asi como de la poblacion mexicana
en general es escaso, es necesario una mejor comprension del papel de los
microorganismos tanto en la salud como en la enfermedad periodontal, siendo
fundamental para formular medidas preventivas mas eficaces y terapéuticas acertadas

para estos padecimientos que atafen a buena parte de la poblacion mexicana.
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1. TABLAS

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de la poblacion de estudio (n=86).

Huicholes (n=15)

Mestizos (n=71)

Media EEM Rango Media EEM Rango
Edad (afios) 4240 4.23 21-72 37.85 1.49 23-75
Numero de dientes faltantes 1.93 046 0-5 2.41 0.25 0-7
Género (% mujeres) 66.67 64.79
Profundidad de bolsa promedio (mm) 285 017 1.53-3.83 3.04 013 1.68-7.06
Nivel de insercion promedio (NI, mm) 292 019 1.48-4.20 3.25 0.16 1.66-7.37
Sitios con NI=Z5 mm 6.47 2.54 0-37 27.62 4.06 0-121
% fumadores actuales 13.33 15.49
% sitios con:
Acumulacion de placa * 73.74 6.51 27.16-100 40.03 4.32 0-100
Enrojecimiento gingival 18.95 6.36 0-72.84 1712 3.24 0-100
Sangrado al sondeo 28.56 4.73 0-54.49 29.98 3.46 0-100
Supuracion 0.79 0.55 0-8.02 255 0.72 0-36.96

* p<0.05, prueba U de Mann-Whitney.



Tabla 2. Cepas de referencia empleadas para la elaboracion de sondas de ADN.

Especie Ref.  Complejo! Especie Ref.  Complejo!
Aggregatibacter actinomycetemcomitans I No agrupado Neisseria mucosa 19696 Otros
Actinomyces georgiae 49285 Azul Peptostreptococcus micros 33270 Naranja
Actinomyces israelii 12102 Azul Porphyromonas endodontalis 35406 Otros
Actinomyces naeslundii stp. 1 12104 Azul Porphyromonas gingivalis 33277 Rojo
Actinomyces odontolyticus 17929 Morado  Prevotella intermedia 25611 Naranja
Actinomyces viscosus 43146 Azul Prevotella melaninogenica 25845 Otros
Campylobacter gracilis 33236 Naranja  Prevotella nigrescens 33563 Naranja
Campylobacter rectus 33238 Naranja  Propionibacterium acnes 6919 Otros
Campylobacter showae 51146 Naranja  Selenomonas artemidis 43528 Otros
Capnocytophaga gingivalis 33624 Verde Selenomonas noxia 43541 No agrupado
Capnocytophaga ochracea 27872 Verde Streptococcus anginosus 33397 Amairillo
Capnocytophaga sputigena 33612 Verde Streptococcus constellatus 27823 Naranja
Corynebacterium matruchotii 14266 Otros Streptococcus gordonii 10558 Amarillo
Eikenella corrodens 23834 Verde Streptococcus intermedius 27335 Amarillo
Eubacterium saburreum 33271 Otros Streptococcus mitis 49456 Amairillo
Eubacterium sulci 35585 Otros Streptococcus oralis 35037 Amairillo
Fusobacterium nucleatum § Naranja  Streptococcus sanguinis 10556 Amarillo
Fusobacterium periodonticum 33693 Naranja  Tannerella forsythia 43037 Rojo
Gemella morbillorum 27824 Otros Treponema denticola 35405 Rojo
Leptotrichia buccalis 14201 Otros Veillonella parvula 10790 Morado

* Numero de referencia del American Type Culture Collection (ATCC).

T Especies agrupadas de acuerdo a la descripcion de los complejos bacterianos en la placa
dentobacteriana subgingival (Socransky et al., 1998; Socransky & Haffajee, 2005). Con las
siguientes excepciones: A. georgiae, A. israelii, A. naeslundii 1 y A. viscosus agrupados en el
complejo azul; C. matruchotii, E. saburreum, E. sulci, G. morbillorum, L. buccalis, N. mucosa, P.
endodontalis, P. melaninogenica, P. acnes y S. artemidis agrupados como “Otros”.

T ADN de los serotipos a (43717) y b (43718) fue combinado para generar una sonda de ADN.

§ ADN de las subespecies nucleatum (25586), polymorphum (10953) y vincentii (49256) fue
combinado para generar una sonda de ADN.



Tabla 3. Niveles promedio (cuentas bacterianas x10°) de 40 especies bacterianas.

Huicholes (n=15)

Mestizos (n=71)

; t
Especie Media EEM* Min Max Media EEM* Min Max P
A. actinomycetemcomitans 1.74 0.68 0.11 10.64 0.59 0.1 0 5.36 0.05
A. georgiae 3.74 0.74 049 9.92 1.77 0.41 0 20.91 0.05
A. israelii 11.58 3.53 1.21 53.68 4.23 1.07 0 66.63 0.05
A. naeslundii 1 29.81 6.19 1.63 78.47 6.70 1.17 0 4553 0.001
A. odontolyticus 7.85 444 1.00 69.51 1.45 0.26 0 11.16 0.01
A. viscosus 20.22 3.91 239 5539 6.71 1.07 0 5277 0.01
C. gingivalis 7.32 3.97 0 55.13 1.57 0.24 0 959 ns*
C. gracilis 1.39 0.26 0 350 0.37 0.07 0 276 0.01
C. matruchotii ~ 23.77 489 0.99 69.74 5.29 0.67 0 27.97 0.001
C. ochracea 3.11 1.07 0 17.17 0.69 0.15 0 7.66 0.01
C. rectus 3.00 0.80 0.41 10.31 0.84 0.14 0 4.77 0.05
C. showae 4.02 191 0.04 30.33 0.66 0.12 0 577 0.001
C. sputigena 2.90 144 0.01 21.50 1.04 0.17 0 8.04 ns
E. corrodens 4.79 1.02 0.26 13.40 1.76 0.29 0 9.79 0.05
E. saburreum 7.70 416 0.29 63.94 2.34 0.41 0 16.29 nst
E. sulci 7.46 479 0.10 73.41 1.82 0.39 0 15.19 nst
F. nucleatum 4.40 1.39 0.17 19.51 2.03 0.31 0 1282 nst
F. periodonticum 9.36 496 0.21 75.79 1.83 0.33 0 1489 nst
G. morbillorum 6.95 3.06 0 4751 1.78 0.37 0 17.80 ns
L. buccalis 4.09 1.30 0.56 18.88 497 0.97 0 4559 ns
N. mucosa 12.88 583 0.39 86.77 1.09 0.18 0 6.84 0.001
P. acnes 3.26 0.60 0.55 9.12 1.12 0.28 0 10.11 0.001
P. endodontalis 1.63 1.02 0 15.71 0.24 0.08 0 419 0.01
P. gingivalis 3.14 0.79 0 1047 4.21 0.65 0 30.97 ns*
P. intermedia 5.14 111 0.01 14.93 2.21 0.28 0 8.06 ns*
P. melaninogenica 3.99 1.02 0.03 14.81 1.38 0.26 0 13.86 0.05
P. micros 5.14 294 0.15 4520 2.67 0.72 0 34.96 ns*
P. nigrescens 5.69 234 023 3554 1.72 0.28 0 9.00 ns*
S. anginosus 8.54 221 048 2598 1.69 0.32 0 12.61 0.01
S. artemidis 3.18 1.03 0.33 14.97 0.65 0.16 0 8.32 0.001
S. constellatus 6.48 2.03 0.21 2552 1.36 0.26 0 13.60 0.01
S. gordonii 6.54 231 0.10 36.15 1.19 0.22 0 8.98 0.01
S. intermedius 7.31 3.84 0 60.07 1.27 0.29 0 14.45 0.01
S. mitis 6.72 1.67 0.54 27.70 1.56 0.29 0 13.99 0.001
S. noxia 1.60 0.27 0.34 3.49 0.48 0.09 0 343 0.001
S. oralis 10.23 3.78 0 61.22 1.38 0.33 0 15.74 0.001
S. sanguinis 7.21 1.58 121 24.34 2.64 0.71 0 4502 0.01
T. denticola 3.69 2.05 0 31.70 1.98 0.27 0 763 ns
T. forsythia 6.34 1.37 0.18 17.86 2.80 0.48 0 19.00 ns
V. parvula 14.54 5.70 0.74 89.45 4.24 0.74 0 28.27 ns*

* Error estandar de la media. 1+ Prueba U de Mann-Whitney. £ No significativo después de
ajustar para comparaciones multiples. Las especies bacterianas se encuentran en orden

alfabético.



Tabla 4. Prevalencia (% sitios colonizados) de 40 especies bacterianas.

Huicholes (n=15) Mestizos (n=71)

H T

Especie Media EEM* Min Max  Media EEM* Min Max °-
A. actinomycetemcomitans ~ 54.75 6.55 23.08 100 19.31 2.30 0 8571 0.001
A. georgiae  79.31 7.06 9.52 100 34.46 3.83 0 96.00 0.001
A.israeli  64.43 7.87 9.52 100 39.32 3.58 0 100 ns*
A. naeslundii1  81.34 6.49 19.05 100 54 .44 3.93 0 100 ns
A. odontolyticus  76.81 740 952 100 3287 3.88 0 100 0.01
A.viscosus  79.13 6.67 19.05 100 53.77 3.65 0 100 nst
C. gingivalis ~ 58.86  10.21 0 100 31.52 3.39 0 96.00 ns
C. gracilis ~ 58.48 7.47 0 100 12.31 1.87 0 75.00 0.001
C. matruchotii  81.32 5.83 14.29 100 58.99 3.93 0 100 nst
C. ochracea  74.66 8.94 0 100 21.40 2.48 0 92.00 0.001
C.rectus 5947 8.00 14.81 100 25.57 3.08 0 9565 0.01
C. showae 7253 7.09 4.76 100 25.72 2.65 0 75.00 0.001
C. sputigena 5746 11.34 3.70 100 26.52 3.01 0 100 nst
E. corrodens  78.67 8.19 4.17 100 32.54 3.52 0 100 0.001
E. saburreum 5458 7.80 9.52 100 32.30 3.94 0 100 nst
E.sulci  67.32 9.33 9.52 100 32.60 3.67 0 100 0.05
F. nucleatum  63.69 7.27 19.05 100 32.45 3.61 0 100 0.05
F. periodonticum  70.77 7.57 16.67 100 31.62 3.62 0 100 0.01
G. morbillorum  67.96 8.07 0 100 23.36 2.85 0 9545 0.001
L. buccalis  69.90 8.82 14.29 100 38.38 3.43 0 96.43 nst
N. mucosa  90.51 4.84 33.33 100 29.82 3.14 0 100 0.001
P.acnes 8383  4.31 40.74 100 27.98 3.31 0 100 0.001
P. endodontalis  61.01 8.90 0 100 14.69 2.28 0 8571 0.001
P. gingivalis  65.47 7.04 0 96.43 43.65 3.98 0 100 ns
P. intermedia  70.85 8.05 4.17 100 28.50 3.09 0 96.00 0.01
P. melaninogenica  70.82 8.45 4.17 100 31.27 3.62 0 100 0.01
P. micros  60.64 8.19 9.52 100 28.88 3.72 0 100 0.05
P. nigrescens  61.60 8.78 4.76 100 31.18 3.54 0 100 ns
S. anginosus  62.96 8.25 8.33 100 29.67 3.37 0 100 0.05
S. artemidis  69.60 7.86 9.52 100 19.84 2.73 0 100 0.001
S. constellatus  72.06 6.34 19.05 100 32.02 3.34 0 100 0.001
S. gordonii 7317 6.52 16.67 100 24.66 2.91 0 100 0.001
S. intermedius  75.33 8.18 0 100 27.03 2.95 0 88.46 0.001
S. mitis  84.58 6.50 19.05 100 29.57 3.25 0 100 0.001
S.noxia 7552 6.83 14.29 100 22.83 2.60 0 100 0.001
S.oralis  78.43 8.05 0 100 27.04 3.18 0 100 0.001
S. sanguinis  77.48 6.25 28.57 100 31.91 3.63 0 100 0.001
T. denticola  72.06 8.29 0 100 30.95 3.34 0 96.00 0.01
T. forsythia ~ 84.89 6.18 23.81 100 34.82 3.20 0 100 0.001
V.parvula  66.94 6.57 19.05 100 36.78 3.82 0 100 ns

* Error estandar de la media. 1+ Prueba U de Mann-Whitney. £ No significativo después de
ajustar para comparaciones multiples. Las especies bacterianas se encuentran en orden
alfabético.



Tabla 5. Proporcién (% cuentas totales) de 40 especies bacterianas.

Huicholes (n=15) Mestizos (n=71)

i T
Especie Media EEM* Min Max  Media EEM* Min Max °-
A. actinomycetemcomitans 0.46 0.07 0.15 1.01 0.67 0.16 0 773 ns*
A. georgiae 1.13 011 035 1.73 1.86 0.43 0 2093 ns*
A. israelii 2.66 0.74 0.48 1250 3.63 0.69 0 3367 ns*
A. naeslundii1  13.87 315 0.98 46.55 12.41 1.64 0 66.21 ns
A. odontolyticus 1.48 0.31 0.33 532 1.13 0.23 0 11.24 nst
A. viscosus 6.88 0.76 1.23 10.67 9.38 1.27 0 4164 nst
C. gingivalis 1.18 0.28 0 385 1.77 0.33 0 16.43 ns
C. gracilis 0.85 0.33 0 4.81 0.29 0.06 0 222 nst
C. matruchotii  10.58 199 099 27.33 9.07 1.12 0 39.65 nst
C. ochracea 1.11 0.29 0 468 0.38 0.06 0 256 0.05
C. rectus 1.30 0.34 012 473 0.73 0.15 0 6.27 ns*
C. showae 1.61 046 0.06 6.69 0.81 0.22 0 13.08 nst
C. sputigena 0.83 0.20 0 277 1.16 0.20 0 10.74 nst
E. corrodens 2.57 0.69 0.10 10.10 2.42 0.62 0 3876 nst
E. saburreum 1.21 0.30 0.19 4.38 3.35 0.73 0 3552 nst
E. sulci 1.29 034 011 554 1.48 0.26 0 11.86 nst
F. nucleatum 1.02 0.19 0.08 240 3.10 0.77 0 4362 nst
F. periodonticum 1.88 040 0.14 6.14 1.63 0.26 0 10.20 nst
G. morbillorum 1.72 0.26 0 384 2.58 0.75 0 46.56 nst
L. buccalis 1.24 027 0.16 4.12 7.14 1.40 0 6222 nst
N. mucosa 6.20 121 0.85 13.98 1.56 0.33 0 14.60 0.001
P. acnes 2.31 0.80 024 1293 1.06 0.26 0 1293 0.001
P. endodontalis 0.93 0.27 0 378 0.27 0.06 0 236 ns*
P. gingivalis 1.08 0.20 0 314 6.23 1.03 0 4149 ns*
P. intermedia 5.26 246 0.02 3852 3.03 0.45 0 14.91 ns*
P. melaninogenica 1.32 0.23 0 3.76 1.87 0.38 0 19.98 ns*
P. micros 0.89 020 0.06 2.80 2.70 0.79 0 45.05 ns
P. nigrescens 1.07 018 026 2.72 1.86 0.32 0 15.18 ns
S. anginosus 189 039 007 566 1.02  0.16 0 722 ns*
S. artemidis 0.93 020 0.13  3.09 1.23 0.49 0 25.06 0.05
S. constellatus 1.58 0.28 0.15 4.37 1.77 0.39 0 17.04 ns*
S. gordonii 2.04 0.36 0.08 5.25 1.12 0.34 0 2265 ns*
S. intermedius 176  0.34 0 462 1.05  0.23 0 915 ns
S. mitis 316 056 029 7.69 267 074 0 37.84 ns*
S. noxia 0.61 0.07 023 1.10 0.50 0.10 0 497 nst
S. oralis 3.53 0.68 0 867 0.88 0.16 0 535 0.01
S. sanguinis 2.64 041 039 6.15 1.74 0.32 0 12.41 nst
T. denticola 0.92 0.16 0 194 1.86 0.28 0 1264 nst
T. forsythia 4.27 1.06 0.37 13.26 3.01 0.47 0 17.42 nst
V. parvula 2.83 061 025 9.11 4.03 0.71 0 33.20 ns

* Error estandar de la media. 1+ Prueba U de Mann-Whitney. £ No significativo después de
ajustar para comparaciones multiples. Las especies bacterianas se encuentran en orden
alfabético.



1. FIGURAS
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Figura 1. Niveles totales promedio (cuentas bacterianas totales x10° + EEM) de las 40 especies
bacterianas evaluadas en muestras de placa dentobacteriana subgingival de 86 sujetos
Huicholes y mestizos mexicanos. Los niveles totales fueron calculados determinando los niveles
para cada especie en cada muestra de placa, los cuales fueron promediados entre las 28
muestras de cada sujeto de estudio, obteniendo posteriormente la sumatoria del promedio de
cuentas de todas las especies evaluadas y finalmente el promedio de las sumatorias entre los
sujetos de cada grupo de estudio. * p<0.05 prueba U de Mann-Whitney después de ajustar para

comparaciones multiples.
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1. ANEXOS

Anexo 1. Forma de consentimiento informado.

INVESTIGADOR RESPONSABLE: Dra. Laurie Ann Ximénez-Fyvie.

CLINICOS RESPONSABLES: Dra. Velia Jacobo-Soto.
Dra. Argelia Alimaguer-Flores.
Dra. Ma. de Lourdes Marquez C.
Dra. Jazmin Yunuen Moreno Borjas.
Dra. Dolores Carrasco Ortiz.

INSTITUCION: Laboratorio de Genética Molecular
Div. de Estudios de Posgrado e Investigacion
Facultad de Odontologia, UNAM

TELEFONO: 5622-5565 (horas y dias habiles)

TITULO DEL PROYECTO: Efectos inmunolégicos y clinicos de polimorfismos genéticos
relacionados con las enfermedades periodontales en México.
(DGAPA # IN213006-3)

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

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

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

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

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

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

e La toma de un maximo de 28 muestras de placa dentobacteriana, lo cual se
realizara tomando con un instrumento dental, una muestra de la pelicula blanquecina



que se forma naturalmente sobre la superficie de sus dientes (placa dentobacteriana) de
todos los dientes de su boca. Este procedimiento no es doloroso aunque en algunas
ocasiones puede ser un poco molesto. Cada muestra de placa dentobacteriana sera
colocada dentro de un tubo.

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

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

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

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

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

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

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

COMPENSACIONES: Usted debe entender que no existe ninguna compensacion monetaria
por su participacién pero que tampoco incurrira en ningun gasto adicional.

CONFIDENCIALIDAD: Usted debe entender que toda la informacion que sea obtenida tanto en
sus historiales clinicos como en el analisis de sus muestras sera mantenida en estricta



confidencialidad. Asi mismo, si cualquier publicacion resultara de esta investigacion, no se le
identificara jamas por nombre.

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

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

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

Nombre del Paciente Firma del Paciente Fecha
(Dia/mes/ano)

Nombre del Clinico Responsable Firma del Clinico Responsable Fecha
(Dia/mes/ano)
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