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Abreviaturas
aa: Aminoacidos
bp: pares de bases
Ctrl: Controles
Da: Daltons (Unidad de medida molecular)
Diab: Diabéticos
dL: decilitros
DNA: Acido desoxirribonucleico

dsDNA: Acido desoxirribonucleico de doble
cadena

gDNA: Acido desoxirribonucleico gendémico

HMP: Human Microbiome Project (Proyecto
del Microbioma Humano)

IMC: indice de masa corporal

IMSS: Instituto Mexicano del Seguro Social
L: Litros

min: minutos

uL: microlitros

mL: mililitros

mg: miligramos

mmol: milimoles
mm: milimetros
mM: milimolar
ng: nanogramos
nM: nanomolar

NIH: National Institute of Health (Instituto
Nacional de Salud de EE.UU.)

OTU: Unidad Taxonémica Operativa

PCA: Analisis de componentes principales

PCoA: Andlisis de coordenadas principales
PCR: Reaccidon en Cadena de la Polimerasa
pM: picomolar

RNA: Acido ribonucleico

rRNA: Acido ribonucleico ribosomal

S: Svedberg (unidades del coeficiente de
sedimentacién de macromoléculas)

s: segundos

WGS: Whole Genome Sequencing
(Secuenciacion de genoma completo)

x ¢. fuerzas de gravedad (unidad para
centrifugacién)



1. Introduccion
1.1. El periodonto

La cavidad oral se encuentra compuesta por diferentes conjuntos tisulares, entre los que destacan las
piezas dentales y los tejidos conectivos que las anclan a los huesos maxilares; este conjunto de tejidos
se denomina periodonto, el cual esta compuesto por cuatro tejidos: 1) encia, 2) ligamento periodontal,
3) cemento radicular y 4) hueso alveolar (Figura 1.1). El primero de ellos corresponde al periodonto de
proteccion y los tres restantes componen el periodonto de insercién (Vargas et al., 2016).
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Figura 1.1.- A) Los cuatro componentes del periodonto y el orden entre ellos. B) Componentes del
periodonto, ademas de su ubicacién anatémica en la boca. (Vargas et al., 2016)

El periodonto tiene como principal funcion la proteccion y sujecion de las piezas dentales, es por esto
que estd sometido a variaciones funcionales y morfolégicas que cambian con el paso del tiempo
(Newman et al., 2004). Es importante mencionar que dentro de las funciones de proteccion se incluyen
las fuerzas generadas durante la masticacion y el habla, asi como el mantenimiento de la integridad de
la superficie, la adaptacion a los cambios estructurales asociados a la edad y el uso a través de la
regeneracion continua del tejido; y finalmente, la caracteristica mas importante concerniente a esta tesis,
la defensa contra influencias nocivas del medio que estén presentes en la boca (Vargas et al., 2016).

1.1.1. Laencia

Del exterior al interior, el primer tejido que se encuentra en la boca es la encia, que junto con el
revestimiento del paladar duro componen la mucosa masticatoria. La encia se extiende desde el borde
marginal hasta la linea mucogingival (Figura 1.1), puede ser dividida de acuerdo a la posicion y
caracteristicas morfoldgicas e histoldgicas que presenta en:

a

Encia libre o marginal: Comprende a la porcion terminal o el borde de la encia, rodeando a modo de
collar los dientes, que al no unirse con ellos forma el surco gingival. El surco gingival tiene forma de
“V” y usualmente mide entre 0.5 y 3 mm. La medida de la profundidad es de importancia clinica pues
esta asociada a algunas patologias; ademas en él existe la presencia de un fluido que se filtra desde el
tejido subepitelial, denominado fluido crevicular gingival (Figura 1.2). El fluido crevicular gingival
proviene del plexo sanguineo y contiene principalmente un conjunto de proteinas séricas,
prostaglandinas, citocinas, células descamadas, neutrdfilos y otros componentes del sistema
inmunoldgico. Este fluido participa en el mantenimiento de la estructura y la defensa microbiana de la
zona. En la parte inferior de la encia libre, en ocasiones es apreciable el surco marginal, el cual delimita
su unién con la encia insertada (Newman et al., 2004 & Vargas et al., 2016).




\
S Surco gingival
1\

Union epitelial

Porcion apical

Figura 1.2.- Surco gingival, caracteristicas y representacién de la excrecion de fluido crevicular
gingival conteniendo células polimorfonucleares.

a
Encia interdental o papila: Forma parte de la encia marginal y se encuentra en las regiones interdentales
justo por debajo de la zona de contacto dental, por lo general tiene forma piramidal. En la zona anterior
la papila termina de forma puntiaguda, mientras que en la zona de los premolares y molares presenta
una concavidad denominada “col”, lo que forma una papila vestibular y otra lingual o palatina. La forma
de esta encia esta determinada por la zona de contacto dental y la presencia o ausencia de cierto grado
de recesion (Figura 1.3; Newman et al., 2004 & Vargas et al., 2016).
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Figura 1.3.- Comparacién anatémica de la encia interdental sana (izquierda) y después de una recesion
gingival (derecha); A) Segmento mandibular anterior, vista vestibular (arriba) y vestibulolingual (abajo)
sanas; B) Segmento mandibular anterior, vistas vestibular (arriba) y vestibulolingual (abajo) post
recesion; C) Region mandibular posterior, vistas vestibular (arriba) y vestibulolingual (abajo) sanas; D)
Region mandibular posterior, vistas vestibular (arriba) y vestibulolingual (abajo) post recesion. En negro
se marcan las zonas de contacto de los dientes.

a
Encia insertada: Es un tejido firme, resiliente y esta fijado al hueso alveolar directamente. Tiene una
longitud de 4 a 6 mm en la zona de los incisivos, pero varia entre personas. En la zona lingual de la
mandibula termina en la union de la mucosa lingual, mientras que en el maxilar se une a la mucosa
palatina de forma invisible. En la zona vestibular, la encia se une hasta la mucosa alveolar. El cambio
en el ancho de esta encia es producto de modificaciones de la posicion de su extremo coronario
(Newman et al., 2004 & Vargas et al., 2016).

1.1.2. El ligamento periodontal

El ligamento periodontal es un tejido conectivo, especializado, muy fibroso, vascularizado, y altamente
celular, el cual rodea las raices de los dientes y conecta con el hueso. Consiste de una matriz extracelular
compuesta de fibras, fluido fundamental y células relacionadas con la formacién de los tejidos
periodontales, asi como una gran cantidad de vasos sanguineos y nervios (Vargas et al., 2016).

Las fibras que componen al ligamento periodontal estan formadas principalmente de colageno 1y IlI.
Estas fibras se disponen en haces gque siguen una trayectoria sinuosa agrupadas formando una red de
fibras. Las regiones terminales de las fibras principales se denominan fibras de Sharpey y se insertan en
el cemento y el hueso alveolar (Newman et al., 2004). Existen 5 tipos principales de grupos de fibras
(Figura 1.4):

a
De la cresta alveolar: Se insertan desde el cemento, en sentido oblicuo justo por debajo de las fibras
gingivales, hasta la cresta alveolar, evitan la extrusion dental, impidiendo los movimientos laterales; su
incision no incrementa de manera relevante el movimiento dental.

a
Horizontales: Se extienden de manera perpendicular al eje del diente, desde el cemento hasta el hueso,
y se encuentran justo debajo de la cresta alveolar.

|
Oblicuas: Son las mas numerosas, corren desde el cemento hasta insertarse en el hueso de manera
coronal oblicua. Sostienen la mayor parte de la tension masticatoria vertical.

a
Apicales: Estas fibras divergen de manera irregular desde el cemento alrededor del apice radicular hasta
el hueso en el fondo del alveolo.

|
Interradiculares: Se abren en abanico desde el cemento hasta el hueso en la zona interradicular, y
forman la cresta del septum interradicular de los dientes multirradiculares (Newman et al., 2004).
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Figura 1.4.- Fibras que componen al ligamento periodontal.

El ligamento periodontal es un tejido multifuncional debido a sus diversas caracteristicas estructurales
y tipos celulares. Las diversas funciones que realiza son:

a

Fisica: El ligamento periodontal mantiene los dientes dentro de los alvéolos, al tiempo que soporta las
fuerzas de la masticacion, absorbiendo su impacto de distintas maneras. Las fuerzas ligeras son
soportadas por el fluido intravascular al ser forzado fuera de los vasos sanguineos. Las fuerzas
moderadas son amortiguadas por el fluido extravascular que es sacado del espacio del ligamento hacia
los espacios medulares adyacentes; finalmente las fuerzas mas intensas son absorbidas por las fibras
principales del ligamento. Ademas, el ligamento determina la movilidad y migracion de los dientes
dentro de los alvéolos.

a
Sensorial: El ligamento actiia como receptor de la posicidn de los maxilares durante la masticacion. Asi
mismo, posee nervios mielinizados desde el alveolo que inervan la pulpa y el ligamento.

a
Formativa y nutritiva: El ligamento participa en la formacién, remodelacion y regeneracion de los
tejidos periodontales, ya que posee células que son capaces de formar o reabsorber los tejidos del
cemento, hueso y del propio ligamento. También se encarga de mantener la vitalidad de sus diversos
componentes celulares por medio de su vascularizacién (Vargas et al., 2016).

1.1.3. El cemento radicular

Es el tejido mesenquimatoso mineralizado que cubre la dentina de la raiz del diente. Sirve para anclarlos
al hueso por medio del ligamento periodontal, debido a que en el cemento se insertan las fibras de
Sharpey. Sus principales funciones son; propiciar el anclaje de los dientes al hueso alveolar por la
insercion de fibras de colageno, sirve como una capa protectora de la dentina, mantiene la integridad de
la raiz debido a que es un tejido mineralizado altamente sensible, ayuda a mantener el diente en su
posicion funcional a lo largo de la vida, y participa en la reparacion y reabsorcion periodontal. Estas



funciones se ven alteradas por la enfermedad periodontal o la exposicion al medio externo (Vargas et
al., 2016).

El cemento es de color amarillento con terminado mate, y su permeabilidad varia con la edad y el tipo
de cemento; los tipos principales de cemento son:

a
El cemento acelular: Es el primero en formarse y cubre desde el tercio cervical hasta la mitad de la raiz,
como su nombre lo indica no contiene células; se forma antes que el diente alcance el plano oclusivo.
Su estructura esta constituida principalmente por fibras de Sharpey, ya que su funcién principal es el
soporte dentario; ademdas contiene fibrillas de colageno intrinsecas calcificadas y dispuestas
irregularmente o paralelas a la superficie.

a
El cemento celular: Se forma una vez que el diente llega al plano oclusivo, es mas irregular y contiene
células en espacios individuales que se comunican entre si a través de un sistema de canaliculos
conectados; es menos calcificado y las fibras de Sharpey ocupan una menor porcion y estan rodeadas
de otras fibras desordenadas o paralelas a la superficie de la raiz. Ademas las fibras de Sharpey pueden
0 no estar calcificadas por completo (Newman et al., 2004).

Ambos tipos de cemento estan conformados por laminillas separadas por lineas aumentativas paralelas
a la raiz, las cuales representan los periodos de reposo de la formacién y se encuentran mas
mineralizadas que el cemento adyacente (Newman et al., 2004).

1.1.4. El hueso alveolar

Es la parte de la mandibula y maxila que forma y sostiene los alvéolos dentarios, se forma cuando el
diente erupciona con el fin de proveer la insercion 6sea para el ligamento periodontal y se reabsorbe
gradualmente cuando el diente se pierde. Radiograficamente el hueso alveolar es compacto y se observa
una lamina radiopaca que rodea la raiz del diente que se denomina lamina dura.

Su formacidn ocurre por las células del foliculo dental junto con el cemento y el ligamento periodontal,
presenta una numerosa cantidad de perforaciones por las que pasan vasos sanguineos, linfaticos y fibras
nerviosas hacia el ligamento periodontal. EI hueso alveolar esta constantemente en remodelacion debido
a que debe responder y resistir las fuerzas de masticacién, esta remodelacion es similar a la del hueso
en general, sin embargo es asincrénica, por lo cual la union a las fibras del ligamento se pierde
Unicamente de manera focal y por poco tiempo. Las fibras de Sharpey se insertan en este hueso, éstas
se encuentran hipermineralizadas en sus extremos e hipomineralizadas en su nucleo. Por lo general
tienen un mayor didmetro pero estan en menor nimero que las que se encuentran en el cemento, ademas
de que el colageno de estas fibras es menos maduro que en sus contrapartes del cemento (Vargas et al.,
2016).

Esta conformada por varias capas de fibras intrinsecas mas o menos paralelas al alveolo, estas fibras
componen el 95% de su parte organica y estan formadas principalmente por coladgeno | y 11, por otra
parte el otro 5% del componente organico es no fibrilar. EI componente inorganico esta dado
principalmente por cristales de hidroxiapatita (Vargas et al., 2016).



1.2. Laenfermedad periodontal o periodontitis

Las enfermedades periodontales son un amplio espectro de patologias que afectan los tejidos de soporte
del diente. En la presente tesis nos enfocaremos principalmente en la periodontitis, que es una
enfermedad inflamatoria de los tejidos periodontales ocasionada por la presencia de microorganismos
especificos (Kinane et al., 2017). La acumulacion de microorganismos en la placa dentobacteriana a lo
largo del margen gingival produce inicialmente gingivitis, que es el enrojecimiento, inflamacion y
sangrado de la encia; pero si no es tratada puede conllevar hasta la pérdida de la pieza dentaria y la
reabsorcion del hueso alveolar (Herrera et al., 2018).

La periodontitis se puede dividir en dos tipos principales, la periodontitis cronica y la agresiva
(Papapanou et al., 2018). Aunque en 2017 se report6 que no hay evidencia para separar la enfermedad
en dos tipos distintos, la mayoria de articulos ain manejan esta division y para términos practicos se
explicaran de manera breve en qué consisten. Existen otros tipos como las producidas por enfermedades
sistémicas, las causadas por un microorganismo en especifico y las ocasionadas por dafios fisicos o
necrotizantes (Tonetti et al., 2018;Vargas et al., 2016).

a
Periodontitis agresiva: Usualmente se desarrolla en etapas tempranas de la vida. La hip6tesis mas
aceptada es el papel que desempefian los factores sistémicos, el principal causante de esta enfermedad.
Algunas personas la presentan en episodios pronunciados de destruccion de los tejidos, caracterizados
por una rapida pérdida de la insercién y destruccion 6sea (Vargas et al., 2016).

a

Periodontitis crénica: Es el tipo mas frecuente de periodontitis, el cual se desarrolla debido a la
progresion de la gingivitis no tratada, puede llegar a la pérdida de tejidos periodontales creando sacos
periodontales y pudiendo conllevar a la pérdida de los dientes (Kinane et al., 2017). Es sitio especifica
y producida por un diverso grupo de microorganismos especificos, algunos de los cuales son
considerados nativos de la cavidad oral. La progresion de esta enfermedad esta ligada a la efectividad
de la salud bucal, sin embargo, otros factores como la susceptibilidad genética, condiciones sistémicas
como la diabetes, o0 habitos como el tabaquismo desempefian un papel importante durante su desarrollo.
Se considera generalizada si mas de 10 dientes presentan signos de pérdida periodontal, o local si
involucra una cantidad menor, y su severidad esta condicionada con base en la pérdida de insercion de
los dientes (Figura 1.5) como; leve si la pérdida es menor de 2 mm, moderada si se encuentra entre 2 'y
5 mm o grave si es mayor de 5 mm (Vargas et al., 2016).
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Figura 1.5.- Categorias de severidad de la periodontitis, se aprecia la retraccion del margen gingival y
la pérdida de tejidos conforme aumenta el desarrollo de la periodontitis.

Los signos mas comunes del desarrollo de periodontitis son el enrojecimiento y sangrado de las encias
causado por los factores y respuestas inflamatorias, la supuracion, la retraccion del margen gingival a
causa de la pérdida de los tejidos periodontales distales, la sensibilidad térmica, la movilidad y cambios
en la posicion de los dientes provocados por la pérdida de insercion y destruccién del ligamento
periodontal (Herrera et al., 2018).

Si bien el desarrollo de la periodontitis es causado por la acumulacion de la placa dentobacteriana y la
disbiosis del microbioma oral, existen ciertos factores de riesgo que contribuyen con este desarrollo,
pudiendo ser extrinsecos como la higiene dental, el tabaco, el estrés, el uso de farmacos; e intrinsecos
como el padecimiento de enfermedades sistémicas por ejemplo, la diabetes, capacidad de respuesta
inmunoldgica, factores retentivos de placa, traumas o predisposicién genética o hereditaria (Herrera et
al., 2018; Vargas et al., 2016). Las enfermedades periodontales pueden contribuir al estado inflamatorio
del cuerpo empeorando la condicidn sistémica, tal es el caso de la diabetes (Kinane et al., 2017), esta
relacién se explica a mayor profundidad en la seccién 1.5.



1.3.  Microbiologia bucal y microbioma oral

El término microbioma fue acufiado por Joshua Lederberg como la comunidad ecoldgica de
microorganismos comensales, simbi6ticos y patogénicos que literalmente comparten el espacio de
nuestro cuerpo y aunque han sido ignorados son determinantes de la salud y enfermedad; entendiendo
por ende que el microbioma oral comprende el conjunto de microorganismos que se encuentran en la
cavidad oral y zonas contiguas (Dewhirst et al., 2010).

La comunidad bacteriana presenta un aproximado de 700 especies que pueden ser encontradas de
manera comun en la cavidad oral, pudiendo extenderse hasta 1,000 especies si se incluye a las arqueas
(Wade, 2013). De las cuales alrededor de 280 han sido aisladas, cultivadas y nombradas de manera
apropiada; por el contrario, se ha determinado que al menos la mitad de las bacterias que se encuentran
en la boca no pueden ser cultivadas o aisladas por métodos tradicionales, complicando el estudio y
comprension del microbioma oral (Dewhirst et al., 2010).

En consecuencia de la basta cantidad de microorganismos presentes en la boca, actualmente los estudios
han dejado de lado la perspectiva del estudio individual y el efecto de un microorganismo en una
enfermedad, siguiendo los postulados de Koch; y se han enfocado en el estudio de las comunidades
bacterianas. Lo anterior ha sido posible, en parte, gracias a los avances tecnoldgicos y el uso del gen
16S del RNA ribosomal (rRNA), el cual permite la identificacion y descubrimiento de un amplio
espectro de bacterias. Sin embargo los nuevos microorganismos descubiertos por amplificacion de este
gen no pueden ser nombrados propiamente y cuentan con un nombre provisional (Dewhirst et al., 2010).

Los principales microorganismos, o sea la microbiota menos variable, que pueden ser encontrados en
la boca estdn constituidos en un 96% por bacterias, especificamente de los grupos Firmicutes,
Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria, Bacteroidetes y Spirochaetes. EI grupo de los Firmicutes
es el mas abundante comprendiendo el 36.7 % del total, seguido por Bacteroidetes y Proteobacteria, con
17.1% cada uno. Definir la composicién precisa de este microbioma es dificil, ya que es un sistema
sujeto a cambios dindmicos y que se ve afectado constantemente por el ingreso de bacterias externas
por medio de la comida, agua y aire que ingresa a la boca (Wade, 2013; Verma et al., 2018).

A diferencia de los encontrados en otros sitios anatémicos, los microorganismos presentes en la cavidad
oral son causantes de las dos enfermedades mas comunes: las caries y la periodontitis; sin embargo, esta
relacién y la necesidad de control externo de la comunidad bacteriana bucal ain no han sido
identificadas (Wade, 2013). Un componente fundamental de la periodontitis es el perfil microbiol6gico
que la componen, por lo cual el microbioma que caracteriza esta enfermedad ha sido ampliamente
estudiado. Especialmente se ha enfocado en determinar las relaciones y abundancia de
periodontopatégenos como Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema denticola,
Prevotella intermedia y Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Belstrgm, 2020). Diversos estudios
realizados en nuestro pais son consistentes en la presencia de estos patégenos en la poblacion mexicana,
sin embargo en la mayoria de estos destaca la identificacion y enfoque solo en los grupos bacterianos
de interés y no en todo el microbioma oral (Contreras et al., 2015).



1.4. Diabetes Mellitus

La diabetes es una enfermedad crdénico-degenerativa que aparece cuando el pancreas ya no es capaz de
generar insulina, los tejidos no pueden utilizar adecuadamente la insulina que se produce, o cuando la
cantidad de insulina que produce no es suficiente (IDF, 2021).

La insulina es una hormona producida por las células  del pancreas y permite regular la cantidad de
azucares en la sangre, siendo fundamental para el transporte intracelular de la glucosa. Se trata de una
hormona peptidica de 5,807 Da compuesta por dos cadenas de aminoacidos, la cadena A con 21 aay la
cadena B con 30 aa, conectadas por un par de puentes disulfuro (Figura 1.6). Esta proteina es almacenada
en las mismas células hasta su secrecion en el torrente sanguineo. La exocitosis de la insulina es
provocada por el ingreso de iones calcio (Ca*") a través de los canales de calcio en consecuencia de la
despolarizacién de la membrana por el cierre de los canales de potasio. Una vez en el torrente sanguineo
tiene una vida media de 12 minutos, y es en este sitio en el que radica su importancia, pues promueve
la reduccion de la cantidad de glucosa en la sangre. La sefializacion de la insulina se activa cuando esta
se une a la célula al acoplarse con el receptor de insulina (IR) el cual se autofosforila en residuos
especificos de tirosina generando un sitio de union para IRS-1, el cual es activado via fosforilacion y
una vez activado, promueve la transduccion de sefiales que desencadena la translocacion de GLUT4 a
la membrana celular (Figura 1.7), incrementando la cantidad de glucosa que es transportada al interior
de las células de diferentes tejidos (Thevis et al., 2010; Posner et al., 2017).
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Figura 1.6.- Esquema de la insulina, aparecen las dos cadenas que la componen y en cada una de ellas
se pueden observar los aminoécidos que contienen. Las lineas representan puentes disulfuro que
conforman la estructura terciaria de la proteina (Thevis et al., 2010).
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Figura 1.7.- Via metabdlica que resume la accién de la insulina en la célula desde su acoplamiento a su
receptor hasta la translocacion de GLUTA4.

El diagndstico de la diabetes de acuerdo a la OMS incluye tres tipos de criterios (Figura 1.8) bajo los
cuales puede ser obtenida basandose en los niveles de glucosa en plasma. El primero denominado
glucosa plasmatica en ayunas (FPG por sus siglas en inglés) se realiza cuando han pasado al menos 8
horas sin una ingesta caldrica, en el cual es criterio de diagndstico un nivel de glucosa plasmatica >126
mg/dL (7.0 mmol/L). El segundo analisis diagndstico la curva de tolerancia a la glucosa, la cual mide
el nivel de glucosa plasmatica 2 h después de la ingesta oral de 75 g de glucosa (2h- PG u oGTT oral
glucose tolerance test), cuyo valor debe ser >200 mg/dL (11.1 mmol/L) para hacer el diagnodstico.
Finalmente el tercer criterio es el porcentaje de hemoglobina glicosilada (A1C) que refleja el promedio
de glucosa en sangre durante los ultimos dos o tres meses, el valor de referencia es >6.5% para el
diagnostico. Alguno de estos tres andlisis puede ser utilizado de manera indistinta para el diagndstico
de la diabetes, aunque los valores obtenidos deben ser concordantes (Thomas & Philipson, 2015;
Petersmann et al., 2019).
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Symptoms of diabetes (weight loss, polyuria, polydipsia,...)
Increased diabetes risk (diabetes risk test)
Abnormal glucose/HbA; . values

festing plasma glucose or Occasional plasma glucose

2126 mg/dl Diabetes 2200 mg/dl

=7.0 mmoll >11.1 mmoll > Diabetes

inconspicuous findings + symptoms or risk, borderline findings - further diagnostics by oGTT or HbA,

oGTT HbA;.
75 grams oral glucose tolerance test, consider patient-specific
=8 - 12 h fasting, venous samples influencing variables

t=0 min, FPG <5.7% |5.7-<6.5%

fasting

plasma glucose mmol/mol | mmol/mol

No diabetes Diabetes

140-199
mag/dI
7.8-11.0
~ mmol/l
No IGT Diabetes
diabetes (prediabetes)
(IFG impaired fasting tolerance und IGT impaired glucose tolerance)
IFG/IGT: Information about diabetes risk, lifestyle intervention, treatment of risk factors.
Renewed risk assessment after 1 year at the latest; in the case of vascular/neurological complications.

t=120 min,
2 hours
plasma glucose

Figura 1.8.- Algoritmo para el diagnéstico de diabetes, extraido de las guias de practica clinica de la
Asociacion Alemana de Diabetes (Petersmann et al., 2019).

La diabetes puede ser clasificada en varios subtipos de acuerdo a las caracteristicas especificas que
desarrollan la patologia. En este trabajo, Unicamente nos enfocaremos en explicar los dos principales
tipos de diabetes, sin embargo se reconoce que existen otros tipos de diabetes que no seran abordados,
como la diabetes gestacional o la ocasionada por el uso de farmacos.

1.4.1. Diabetes Mellitus tipo 1

La diabetes tipo 1, antes denominada diabetes insulinodependiente o diabetes infantil, es provocada por
la destruccion inmunologica de las células  del pancreas. El sistema inmune ataca las células § de los
islotes de Langerhans en el pancreas, destruyendolas o dafidndolas lo que conlleva a la reduccion y
posterior eliminacion de la produccion de insulina. Esta patologia estd asociada a un defecto en el
complejo de histocompatibilidad, especificamente en el antigeno humano de leucocitos (HLA).
Ademas, debe existir la presencia de uno o0 mas de estos marcadores autoinmunes: anticuerpos de células
de los islotes, anticuerpos contra GAD (GADG65), tirosina fosfatasa IA-2 y 1A-2b, y ZnT8. En jovenes,
la primera manifestacion de la diabetes es por la presencia de cetoacidosis, y al contrario de lo que
ocurre en el tipo 2, la obesidad no necesariamente antecede al diagndstico. Ademas, es importante
recalcar que las personas que sufren de este tipo de diabetes suelen estar predispuestas a otros
desordenes autoinmunes (ADA, 2018).

Cabe resaltar que el padecimiento de este tipo de diabetes puede tener una falta de etiologias. En estos
casos no existen sefiales de autoinmunidad en las células pancreaticas, sin embargo, los pacientes sufren
de episodios variados de cetoacidosis diabética y deficiencia de insulina entre esos episodios. Esta clase
de diabetes es completamente hereditaria y se denomina idiopatica, y cominmente se encuentra en
poblaciones de ascendencia africana y asiatica (ADA, 2018).
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La prevalencia de este tipo de diabetes estd aumentando en la actualidad. Es imperativo supervisar y
medir el nivel de los anticuerpos pancreaticos en familiares de aquellos que padecen diabetes tipo 1,
para detectar personas con cierto grado de propension a esta enfermedad, ademas de hacer del
conocimiento de la poblacion los sintomas y cuidado médico de esta enfermedad para poder identificarla
a tiempo. Sin embargo, las pruebas clinicas en personas asintomaticas y con bajo riesgo aun no estan
recomendadas debido a la falta de procedimientos, aunque de dar positivo se tiene que tomar consejo
médico acerca del riesgo de la cetoacidosis diabética, su prevencion y el riesgo de padecer diabetes
(ADA, 2018).

1.4.2. Diabetes Mellitus tipo 2

La diabetes Mellitus tipo 2 (T2DM) estéa caracterizada por la resistencia a la insulina y la deficiencia de
la misma, antes denominada diabetes no insulinodependiente, debido a que al menos al inicio, los
individuos que sufren esta enfermedad no requieren un tratamiento de insulina para sobrevivir. Si bien
la etiologia de esta enfermedad aun no ha sido determinada, la mayoria de personas que la padecen
sufren de obesidad o sobrepeso, este exceso de peso puede provocar cierto grado de resistencia a la
insulina pero sin llegar a desarrollar diabetes (ADA, 2018).

La cetoacidosis diabética en este tipo de diabetes puede ocurrir de manera espontanea o surgir en
consecuencia a otro evento como una infeccion o el uso de ciertos farmacos. El desarrollo de la T2DM
suele pasar desapercibido durante muchos afios debido a que la hiperglucemia se desarrolla lentamente
y en sus primeras etapas no es lo suficientemente severa como para que los pacientes detecten los
sintomas comunes de la diabetes. El riesgo de padecer T2DM es mayor con la edad, el sobrepeso, la
sedentariedad, hipertension y en ciertos grupos étnicos, ademas de que esta asociada con una
predisposicion genética y herencia familiar de manera mas marcada que en el tipo 1 (ADA, 2018).

Normalmente la T2DM se desarrolla cuando las células  son incapaces de compensar la resistencia a
la insulina que ocurre normalmente. Existe informacion que sustenta la predisposicién genética al fallo
de estas celulas y muchas mutaciones han sido descritas; sin embargo, en la préctica clinica no ha sido
posible determinar las anormalidades genéticas y los factores ambientales determinantes de la etiologia.
Existen dos hipétesis al respecto, la primera sostiene la glucotoxicidad en la cual la hiperglucemia
cronica depleta los granulos secretores de insulina en las células f; mientras que la segunda se basa en
la lipotoxicidad atribuyendo la disminucion de insulina a los niveles altos de &cidos grasos libres
(Thomas & Philipson, 2015).

El cribado de informacion utilizando herramientas que delimiten los factores de riesgo (Figura 1.9) y la
realizacion de un analisis de diagndstico como los que se mencionaron anteriormente (FPG, oGTT, etc.)
son imperativos para que la deteccion oportuna de esta enfermedad sea adecuada. El seguimiento clinico
y la observacion de los sintomas es fundamental durante el desarrollo y padecimiento de esta, debido
por ejemplo a que la duracion de la carga glucémica es un fuerte predictor de resultados adversos.
Ademas existen diversos tratamientos que evitan el desarrollo de T2DM en pacientes prediabéticos y
también que reducen el riesgo de complicaciones comunes de la diabetes (ADA, 2018).
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Criterios para evaluar diabetes o prediabetes en adultos asintomaticos

1. Sobrepeso u obesidad (BMI mayor a 25kg/m2), uno o mas de los siguientes criterios

Parientes de primer grado con diabetes

Etnicidad o raza con alto gradod e riesgo (Afroamericanos, Latinos, Nativos americanos, Asiaticos, efc.)
Historia de CVD

Hipertension (mayor a 140/90 mmHg o en terapia por ello)

Nivel de colesterol HDL mayor a 35 mg/dL (0.90 mmal/L) y triglicéridos mayores a 250 mg/dL (2.82 mmaol/L)
Mujeres con sindrome de ovario poliquistico

Inactividad fisica

Otras condiciones clinicas asociadas con la resistencia a la insulina

2. Pacientes con prediabetes (A1C 5.7% [39 mmol/mol], IGT, o IFG)

3. Mujeres diagnosticadas con Diabetes gestacional

4. Otros pacientes mayores de 45 afios

5. Si los resultados son normales, los analisis deben repetirse minimo cada 3 afios, considerando una mayor
frecuencia dependiendo de los resultados y el estatus de riesgo

Categorias de riesgo elevado de diabetes y prediabetes
FPG 100 mg/dL (5.6 mmol/L) a 125 mg/dL (6.9 mmol/L)
2-h PG durante 75-g OGTT (IGT): 140 mg/dL (7.8 mmoliL) a 199 mg/dL (11 mmol/L)

A1C: 5.7 a 6.4% (39-47 mmol/mol)
En las tres puebas el riesgo es continuo en el limite inferior y mayor cercano al superior

Figura 1.9.- Principales factores de riesgo y bases para el diagndstico oportuno de T2DM.

Para el tratamiento de la diabetes tipo 2 la promocion de un estilo de vida que incluya una dieta sana,
actividad fisica regular, no fumar y el mantenimiento de un peso corporal saludable es el primer paso.
Si esto falla se suele iniciar la administracion oral de medicamentos como la metformina. Si el
tratamiento con un solo farmaco antidiabético no es suficiente, se dispone de una variedad de opciones
de tratamiento conjunto. Finalmente si la medicacion oral no es suficiente se pueden necesitar
inyecciones de insulina. Ademas de las complicaciones que puede desarrollar un diabético, existe un
grupo de enfermedades asociadas al estado diabético que pueden empeorar e incluso amenazar la vida
de los pacientes, como las enfermedades cardiovasculares, la retinopatia, la nefropatia y las afecciones
en miembros inferiores (IDF, 2019).

La diabetes y los niveles continuos de glucosa en sangre se asocian con una amplia variedad de
enfermedades cardiovasculares que conjuntamente comprenden la causa principal de la morbilidad y la
mortalidad en las personas con diabetes. Los tipos méas frecuentes asociados con la diabetes son la
cardiopatia coronaria, la enfermedad cerebrovascular, la arteriopatia periférica y la insuficiencia
cardiaca congestiva. La arteriopatia periférica también es una causa importante de amputaciones en
extremidades inferiores. En su conjunto, los padecimientos cardiovasculares representan entre un tercio
y la mitad de todas las muertes por diabetes (IDF, 2019).

La retinopatia diabética es una complicacién muy temida de la diabetes. Se sabe que es una de las
principales causas de la ceguera en la poblacion de edad activa. Actualmente existen datos inconclusos
sobre la prevalencia de esta complicacion, debido a la falta de informacion en distintas regiones, estos
datos son vitales dado que el trastorno visual y la ceguera tienen un impacto devastador en la calidad de
vida y en el estatus econémico de las personas afectadas (IDF, 2019).

La nefropatia cronica en personas con diabetes puede ser el resultado de una nefropatia diabética o de
otras afecciones asociadas como hipertension, disfuncion vesical, polineuropatia, entre otras. A nivel
mundial, mas del 80% de la nefropatia terminal esta causada por la diabetes, la hipertension, o una
combinacion de ambas, ademas, la prevalencia de la nefropatia terminal es hasta diez veces superior en
las personas con diabetes que en aquellas que no la padecen. La hiperglucemia induce hiperfiltracion y
cambios morfolégicos en los rifiones que finalmente provocan un aumento de la excrecion de albimina
en la orina (albuminuria), dafio a los podocitos y pérdida de la superficie de filtracién. Una vez que
avanza a la fase 3, se necesita la dosificacion de medicamentos hipoglucemiantes y de otra indole. Una
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vez que la enfermedad avanza a los estadios 4 y 5 se requiere la didlisis, y usualmente el tratamiento de
la anemia, hiperpotasemia y la carencia de fosfato. En algunos casos, se debe considerar el trasplante
de péncreas y rifion (IDF, 2019).

La neuropatia periférica es la forma mas frecuente de neuropatia relacionada con la diabetes, afecta a
los nervios distales de las extremidades, en particular a los de los pies. Estas afecciones facilitan el
desarrollo de Ulceras como resultado de un traumatismo externo o a la distribucion anormal de la presion
6sea interna (lo que se conoce como “pie diabético”). Las complicaciones por pie diabético son graves
y crénicas; consisten en lesiones en los tejidos profundos que se asocian con trastornos neurologicos e
insuficiencia venosa periférica en las extremidades inferiores. La amputacion de alguno de los miembros
inferiores en personas con diabetes es de 10 a 20 veces mas frecuente en comparacién con aquellas que
no padecen esta afeccion. Las personas con insuficiencia venosa periférica corren un mayor riesgo de
amputacioén por pie diabético, isquemia de miocardio y apoplejia, con discapacidad a largo plazo y un
mayor riesgo de muerte (IDF, 2019).

Finalmente la diabetes afecta negativamente a todos los tejidos blandos y duros que rodean los dientes,
remarcando una relacion entre esta enfermedad y diversas patologias orales entre las que destaca la
periodontitis, mas adelante se abordaran los mecanismos que relacionan estas dos enfermedades.

1.4.3. Epidemiologia de la Diabetes

Se calcula que 537 millones de adultos entre 20 y 79 afios en todo el mundo, o sea uno de cada diez
adultos, tiene diabetes (Tabla 1.1); de los cuales el 81% viven en paises de ingresos bajos y medios. Se
prevé que para 2045 la cifra aumente a 784 millones de adultos diagnosticados con diabetes (Figura
1.10).

Cantidad de adultos (20-69 anos) con diabetes en la actualidad y proyecciones a
futuro

2021 2030 2045

Cantidad de personas

res

Millon .J' con diabetes(Millones) (%) con diabetes(Millones)
(Mliltones;

Mundial

Prevalencia Cantidad de personas Prevalencia Cantidad de personas Prevalencia

Norte
Américay
Caribe

Tabla 1.1.- Estimaciones y proyecciones mundiales de la diabetes, tomado de la IDF (2021).
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Figura 1.10.- Cantidad total calculada de adultos (de entre 20 y 79 afios) con diabetes en 2021 (IDF,

2021)

Segun la edad, la prevalencia es menor entre adultos de 20 y 24 afios, siendo 2.2%; mientras que en los
adultos entre 75 y 79 afios la prevalencia de la diabetes es del 24%. Por sexo, la prevalencia calculada
de diabetes en mujeres es del 10.2% un poco menor gue el 10.8% en varones (IDF, 2021). China, India
y Pakistan son los paises con el mayor nimero de adultos con diabetes, mientras que México ocupa el

7mo lugar con alrededor de 14.1 millones de adultos que la padecen (Tabla 1.2).
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Top mundial de paises con mayor
cantidad de adultos con diabetes

Cantidad de
personas con
diabetes (Millones)

China 140.9
India 742
Pakistdn 33.0
Estados Unidos 32.2
Indonesia 19.5
Brasil 15.7
Meéxico 14.1
Bangladesh 13.1
Japon 11.0
Egipto 10.9

Tabla 1.2.- Diez primeros paises o territorios por cantidad de adultos (20-79 afios) con diabetes en 2021
(IDF, 2021)

México esta entre los primeros 10 paises con mayor nimero de casos en el mundo y la diabetes
representa una de las principales causas de muerte. Tan solo en 2020, un total de 151,019 personas
fallecieron a causa de esta enfermedad, lo que corresponde a 14% del total de muertes registradas en
ese afio; con esto la diabetes se posicion6 como la tercera causa de muerte en la poblacion mexicana,
solo por debajo de las enfermedades cardiovasculares y COVID (INEGI, 2021).

16



1.5. Interrelaciones entre la diabetes Mellitus y la periodontitis

La diabetes, al ser una enfermedad sistémica, se relaciona con otras enfermedades, como se menciond
anteriormente. Asimismo, existe evidencia que relaciona la periodontitis como una enfermedad
adicional causada por la diabetes, siendo que otros aseguran que se trata de una relacion bidireccional
(Bascones-Martinez et al., 2011).

Esta relacion ha sido descrita desde las primeras etapas de la peritonitis, en donde se ha observado que
la prevalencia y severidad de la gingivitis es mas alta en personas diabéticas, destacando de igual manera
que estos pacientes presentan un mayor numero de sitios inflamados y sangrado periodontal, sobre todo
si el paciente cuenta con un historial de pobre control glicémico, dejando en evidencia la importancia
de tener en cuenta el estado de control glucémico del paciente cuando se estudia la periodontitis.
Ademas, en diferentes estudios longitudinales se observd que la diabetes puede actuar como un factor
de riesgo para padecer periodontitis, y el nGmero de casos de periodontitis aumenta conforme aumenta
la edad (Mealey & Oates, 2006). En estudios epidemioldgicos enfocados en indios Pima de Arizona,
una de las poblaciones con mayor ocurrencia de diabetes tipo 2, se observé una relacién en la prevalencia
de caracteristicas clinicas de periodontitis, tal es el caso de la pérdida de sujecion de las piezas dentales
y la pérdida del hueso alveolar, que en los individuos con diabetes fue mayor en comparacion con
aquellos que no la padecian. El estudio de esta poblacion ha permitido definir la relacién que existe
entre estas dos enfermedades, pues también ha hecho posible comprobar que la prevalencia de
periodontitis aumenta en los individuos que padecen diabetes en comparacién con los que no; marcando
una relacion clara entre las dos enfermedades y su coocurrencia (Shlossman et al., 1990; Nelson et al.,
1990).

Ademas de las relaciones epidemioldgicas que existen entre las dos enfermedades, la comorbilidad de
estas provoca el agravio del estado diabético, de acuerdo con reportes de pacientes con diabetes que
presentan periodontitis corren seis veces mas riesgo de que empeore su control glucémico en
comparacion con sujetos periodontalmente sanos, asi mismo el porcentaje de pacientes con diabetes que
sufren uno o mas eventos cardio o cerebrovasculares es casi cuatro veces mayor (Mealey & Oates,
2006). Adicionalmente, los pacientes con diabetes con un grado avanzado de periodontitis padecen una
tasa 2 veces mayor de muerte por isquemia cardiaca y 8 veces mas alta de mortalidad por nefropatia en
comparacion con aquellos que no presentan periodontitis o es incipiente (Saremi et al., 2005);
remarcando la importancia de comprender la relacidn entre estas dos enfermedades para poder entender
los cambios tan abruptos en el estado y mortalidad del padecimiento diabético.

Lo que esta claro es que existe una relacién entre ambas enfermedades y aunque los mecanismos que
sustentan esta relacion ain no estan del todo determinados, se abordara esta relacion desde los tres
principales puntos de investigacion concernientes en la actualidad: 1) Factores biol6gicos de pacientes
con diabetes que tienen un efecto en la periodontitis, 1) Efecto y rol de la periodontitis en el control
metabolico de la diabetes, y I11) Respuesta sistémica en la diabetes por el tratamiento de la periodontitis.

1.5.1. Factores bioldgicos de pacientes diabéticos que tienen un efecto en la periodontitis

Los factores que tienen un efecto en la periodontitis pueden ser separados en tres grupos debido a la
complejidad y respuesta sistémica que estos desencadenan; |) Factores microbiolégicos, Il) Factores
inflamatorios y respuesta inmune, 111) Hiperglucemia y efectos de los productos finales de la glicacién
avanzada (AGESs) sobre la homeostasis de las células periodontales. En la figura 1.11 se puede apreciar
un resumen de los mecanismos que se ven afectados en la diabetes y su influencia en la periodontitis,
asi como la convergencia de los cuatro grupos en distintas etapas del dafio periodontal (Polak & Shapira,
2017).
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Figura 1.11.- Resumen molecular de la interaccion entre la diabetes y la periodontitis, destacando los
eventos que convergen en ambas enfermedades ademas del agravio propio de cada una. En verde se
marcan las moléculas involucradas tanto en la periodontitis como en la diabetes; en amarillo se destacan
los principales efectos que ocasiona la secrecion de las moléculas ademas de la respuesta que esta
condicion provoca; en azul se encuentran los principales tipos celulares involucrados en la interaccion
de estas dos enfermedades; y en rojo la participacion de bacterias especificas. Las flechas marcan un
efecto directo de respuesta, mientras que las lineas con punta de cuadro una inhibicién del proceso y la
linea punteada marca la pérdida de elementos claves para dichos procesos.

a

Factores microbioldgicos: La comunidad bacteriana bucal y especificamente la periodontal presenta
cambios composicionales durante la periodontitis en comparacion con tejidos sanos. Estos cambios se
ven exacerbados cuando la persona ademas padece diabetes. Zhou et al.(2013) describen cambios en la
abundancia relativa de tres géneros y nueve OTUSs, entre los que destaca el aumento de Prevotella y
Tannerella en ausencia de diabetes, por otro lado los pacientes con diabetes presentan un aumento de
Neisseria y Pseudomonas, y una disminucion de Corynebacterium matruchotii, Cardiobacterium
valvarum, Neisseria flavescens, entre otras especies; cabe destacar que estos doce OTUs fueron
asignados por los autores como bacterias putativas de salud bucal, por ende la pérdida de estos grupos
de bacterias en pacientes con diabetes puede predisponer a un riesgo de periodontitis elevado. Si bien
en personas sanas existen diferencias en la composicion bacteriana, los pacientes con periodontitis y
diabetes también presentan cambios, de estos destaca el aumento relativo de Actinomyces,
Aggregatibacter, Fusobacterium y Capnocytophaga (especificamente C. sputigena, que es una bacteria
fermentadora de glucosa), ademas de grupos asociados a la salud bucal (Ciantar et al., 2005; Casarin et
al., 2012). Sin embargo, estos grupos bacterianos no son patégenos destacables para el desarrollo de
periodontitis, mientras que los principales patdgenos como P. gingivalis o T. denticola no presentan
cambios entre personas con y sin diabetes, aunque en el caso de T. forsythia existe controversia sobre
en qué grupo es mas abundante (Sardi et al., 2011; Field et al., 2012; Li et al., 2013; Zhou et al., 2013).
En conclusion, el padecimiento de diabetes es un gran modificador del microbioma periodontal, las
fluctuaciones en la abundancia de ciertos grupos y el aumento de bacterias asociadas a la salud en
personas con diabetes y periodontitis es la evidencia primordial de los cambios que provoca la diabetes
en el microbioma periodontal.

a
Factores inflamatorios y respuesta inmune: La periodontitis se caracteriza por una inflamacion
constante de la encia, la cual propicia una cadena de respuestas inmunes que provocan el deterioro de
los tejidos periodontales. Varios estudios sefialan que la diabetes y la hiperglucemia pueden causar la
induccion de un estado hiperinflamatorio constante en el cuerpo, incluyendo la zona periodontal. La
principal evidencia sobre el efecto de la diabetes en la zona periodontal es el aumento en los niveles de
las citocinas proinflamatorias IL-1B, IL-6 y TNF-1J (Mealey & Oates, 2006; Chang & Lim, 2012; Polak
& Shapira, 2017). Asimismo, el aumento de IL-17 ha demostrado provocar una disbiosis, generando un
mayor grado de patogenicidad del microbioma oral, el cual, regresa a su estado original una vez que es
blogueada esta proteina. De esta forma, el control de la inflamacion permite mantener un perfil
bacteriano menos patogénico en los pacientes (Curtis et al., 2009; Graves et al., 2008). Existen varios
mecanismos que explican el aumento en los niveles de estas proteinas asi como los eventos que lo
desencadenan. Principalmente la perturbacion ocasionada por la diabetes en el sistema inmunol6gico
causa dafios en las células polimorfonucleares, lo que provoca una eliminacion bacteriana inadecuada y
promueve una proliferacion selectiva de ciertos grupos de bacterias gram negativas. Lo anterior conlleva
a un aumento en la liberacion de citocinas debido a la activacion de los monocitos ante los
lipopolisacaridos (LPS) bacterianos. Por otro lado, la diabetes provoca una desregulacion de factores
de crecimiento, que actiian como citocinas antiinflamatorias, como PDGF, bFGF y TGF-B1. Este tultimo
tiene como funcién la activacion de las metaloproteinasas de matriz extracelular, en especifico la MMP-
2, que es responsable de la inactivacion de MCP-3, que al no ser inactivado permite que la respuesta
inflamatoria se desarrolle (lacopino, 2000; Khumaedi et al., 2019). El rol del sistema inmunolégico y
los cambios que este sufre a causa de la diabetes son primordiales, ya que la zona periodontal es un sitio
constantemente sujeto a ataques bacterianos, por ende la pérdida de efectividad de neutrofilos y la
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exacerbacion de la respuesta de monocitos y macréfagos juegan un papel clave en el deterioro
periodontal causado por la periodontitis (Mealey & Oates, 2006).

a

Hiperglicemia y efectos de los productos finales de la glicacion avanzada (AGEs) sobre la homeostasis
de las células periodontales: La evidencia principal sobre la interaccion de la diabetes y la periodontitis
es el aumento de los niveles de hemoglobina glicosilada HbAlc que existe en pacientes con un mal
control glucémico y periodontitis avanzada. Siendo que en individuos con hiperglucemia prolongada
las proteinas se glicosilan de manera irreversible formando productos finales de glicacion avanzada
(AGEs por sus siglas en inglés) Estas proteinas tienen multiples efectos en la comunicacion celular. En
el sistema inmunoldgico, los neutréfilos en respuesta al contacto con AGEs amplifican su respuesta a
citocinas, aumentando la respuesta inmunoldgica a la presencia de LPS bacterianos, lo que desencadena
un incremento en la destruccion del tejido conectivo periodontal agravando la severidad de la
periodontitis. Por otra parte, los AGEs al unirse a receptores de los monocitos activan el factor nuclear
kappa B que promueve la transcripcion de citocinas proinflamatorias causando destruccion tisular.
Ademas, los AGEs pueden ser fagocitados por macréfagos o células endoteliales por medio del receptor
de AGEs (RAGE) o MSR1, lo cual inducird la proliferacion de monocitos, la liberacion de radicales
libres, especies reactivas de oxigeno y la liberacion de citocinas proinflamatorias causando la activacion
de células B y T, las cuales tiene un rol en la destruccion del tejido aunado al dafio causado por los
radicales libres (Khumaedi et al., 2019). En fibroblastos los AGEs promueven el arresto del ciclo celular
y disminuyen la diferenciacion de células madre mesenquimales, lo que disminuye la produccion de
nuevo colageno, ademas que debido a la presencia de MMPs (MMP-1, MMP-8, MMP-13) por el
aumento de macroéfagos, provoca la degradacién del colageno recién formado. Adicionalmente, el
colageno se entrelaza con los AGEs provocando un cambio de solubilidad, esta fusion de proteinas las
vuelve imposibles de degradar. En conjunto la presencia de colageno no degradado y la falta de nuevo
colageno provocan una cicatrizacion no homogénea (alterando el proceso “wound-healing™), que vuelve
susceptible la zona periodontal a la invasién bacteriana (Khumaedi et al., 2019).

Por otra parte la hiperglucemia induce una disminucién en la expresion de CBFAL y DLX5 que son
marcadores de diferenciacion de osteoblastos, lo que indica que altos niveles de azlcar en sangre
reducen la diferenciacion de células dseas (Lu et al., 2003). Aunado a este efecto existe evidencia
adicional del aumento en la apoptosis de fibroblastos y osteoblastos periodontales en respuesta un estado
hiperglucémico, esta muerte es mediada por el polyol, sorbitol, PKC y AGEs activando la ruta de
apoptosis extrinseca mediada por el ligando Fas y las caspasas. Ademas la apoptosis puede ser inducida
por la supresion de Bcl-2 cuando la hiperglucemia es crénica; y existe un aumento en la actividad de
osteoclastos (Blakytny et al., 2011), que en conjunto se entienden como una pérdida de la viabilidad del
tejido periodontal. En conclusion, el deterioro en la capacidad regenerativa del tejido periodontal, el
aumento relativo en la muerte celular del tejido y la reabsorcién dsea causados por la diabetes,
promueven el dafio del tejido periodontal de manera sinérgica con la periodontitis.

1.5.2. Efectoy rol de la periodontitis en el control metabdlico de la diabetes

La destruccion del tejido periodontal y la progresion de la periodontitis tienen sus bases en la liberacién
de citocinas proinflamatorias en respuesta a la presencia de LPS bacterianos, esta respuesta
inmunoldgica conlleva otras consecuencias sistémicas, siendo en el caso de los diabéticos la mas
importante promover la resistencia a la insulina, la cual puede ser fatal para la persona (Khumaedi et
al., 2019). La evidencia que existe ante este hecho es la relacion comprobada entre el control diabético,
medido en niveles de HbAlc en sangre, y el estado periodontal; y aunque existen diversos mecanismos
propuestos, sobre los que hablaremos méas adelante, que explican esta relacion, la explicacion a grandes
rasgos es la translocacion de los mediadores inflamatorios producto de la periodontitis a todo el sistema
provocando la exacerbacién de la diabetes (Polak & Shapira, 2018).

La principal via afectada cuando este par de enfermedades convergen es el metabolismo de la insulina,
provocando una resistencia parcial a esta hormona que por ende agrava la condicion diabética. Esta
resistencia a la insulina es mediada por las citocinas proinflamatorias que activan cinasas de serina tales
como la c-JUN N-terminal cinasa (JNK1), el Inhibidor del Factor Nuclear Kappa-f cinasa (IKKf)/NFkp
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y la S6 cinasa (p70S6K). Por su parte, JINK puede fosforilar al sustrato del receptor de insulina (IRS-1
& 2) suprimiendo la sefializacion de la insulina (Gurav, 2012; Khumaedi et al., 2019). Asimismo,
IKKB/NFkB y JNKI1 inhiben al Peroxisome Proliferator-Activated Receptor (PPARg), que al ser
inactivado no promueve la transcripcion de proteinas como la Catabolite-bound Activator Protein (CAP)
y IRS-2 las cuales desarrollan un papel fundamental en la translocacion de glucosa mediada por GLUT -
4 (Gurav, 2012).

La asociacion entre la periodontitis y la resistencia a la insulina ha sido probada en diferentes estudios,
relacion que debe ser tomada en cuenta para entender el rol de la periodontitis en el control metabdlico
de la diabetes, debido a que la resistencia a la insulina es uno de los principales factores de interés en el
estado diabético. La resistencia a la insulina es cominmente medida usando el indice HOMA-IR
(Homeostasis Model Assessment of Insulin Resistance) que permite, mediante una formula validada y
bien establecida, precisar un valor numérico expresivo de resistencia insulinica; el aumento en el valor
de este indice ha sido correlacionado con los principales parametros clinicos que son evaluados en la
periodontitis, comprobando la relacién entre la periodontitis y la resistencia a la insulina. Por mencionar
algunos ejemplos, existe una relacion entre el aumento en la resistencia a la insulina y la profundidad
de los sacos periodontales (Timonen et al., 2011), el aumento en la pérdida de adhesién de las piezas
dentales (Genco et al., 2005) y la cantidad de TNF-[J (Watanabe et al., 2008).

La citocina TNF-[] tiene un papel fundamental en la regulacion de la resistencia a la insulina, mediando
esta respuesta desde diferentes puntos, entre ellos impide la sefializacion de la insulina por la activacion
de quinasas como las JNKs, como se mencion6 anteriormente. Ademas TNF-[1 incrementa el nivel de
acidos grasos libres circulantes, cuyos metabolitos inhiben la sefializacion de la insulina al estimular las
quinasas PKC y IKKp. Aunado al bloqueo de sefalizacion, este factor reduce la estabilidad del
mensajero de IRS-1, lo que conlleva a la resistencia a la insulina (Popa et al., 2007; Gurav, 2012).

Ademas de provocar resistencia a la insulina, las citocinas proinflamatorias, especificamente IL-6 y
TNF-[J son elementales para la propiciar la inflamacion por reactivos de fase aguda, entre ellos la
proteina C reactiva (CRP), que al ser liberada por el higado promueve el aumento del estado inflamatorio
existente, el cual es un proceso determinante en la patogénesis de la diabetes (Gurav, 2012). Asimismo
Chen y colaboradores (2010) encontraron una relacion positiva entre los niveles séricos de CRP en
relacién con el aumento en la profundidad de los surcos periodontales, parametro reconocido como
exacerbacion de la periodontitis; por ende, es posible que el aumento de CRP provocado por la
periodontitis tenga un efecto perjudicial en el control glucémico de los diabéticos. Esto ultimo fue
comprobado por Demmer y colaboradores (2010) quienes encontraron que el cambio en HbAlc vy el
estatus periodontal es mas fuerte entre los pacientes con niveles elevados de CRP sérica.

Finalmente, en personas con diabetes y periodontitis concomitante existen niveles altos de estrés
oxidativo, el cual se explica parcialmente por la formacion de peréxidos intracelulares a causa de TNF-
[J y el estado hiperactivo de neutréfilos causado por la periodontitis. La intensificacion del estrés
oxidativo compromete la funcion de las células B pancreaticas y promueve el aumento de HbAlc.
Ademas, el estrés oxidativo conlleva al aumento en las vias proinflamatorias que tienen un papel
fundamental en la patogénesis de ambas enfermedades, retroalimentando ambas respuestas. Cabe
destacar que la afeccion de las células B debido al exceso de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS)
extracelulares como consecuencia de los neutréfilos hiperactivos en la diabetes aun es una hipétesis
(Allen et al., 2011).

1.5.3. Respuesta sistémica en la diabetes por el tratamiento de la periodontitis

En varios estudios sobre la relacion entre estas dos enfermedades se ha concluido la posible existencia
de un mejoramiento de la condicidn diabética cuando se somete un tratamiento (p.ej. la limpieza dental)
para contrarrestar la periodontitis. El principal fundamento y mas comin hallazgo es la reduccién de
HbAlc en respuesta al decremento de los niveles séricos de TNF-[J, resultado del tratamiento
periodontal (Mealey & Oates, 2006). Ademas de la disminucién en los niveles de TNF-L[J, los niveles
de CRP disminuyen tras el tratamiento de la periodontitis en diabéticos. La disminucién de estas
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proteinas proinflamatorias tiene un papel fundamental en el control metabdlico evitando las
complicaciones comunes en la diabetes (Artese et al., 2015).

Por la evidencia presentada, es importante reconocer a la periodontitis como un factor de riesgo del
sindrome metabolico, y la estrecha relacion que conlleva con el desarrollo y progresion de la diabetes,
enfatizando la falta de claridad en los mecanismos que esto conlleva, pero remarcando la posibilidad de
mejora de ambas enfermedades cuando son tratadas sinérgicamente.
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1.6. El microbiomay su estudio

El microbioma se define como el diverso consorcio de microorganismos de distintas clases, tales como
bacterias, arqueas, virus, hongos, y protozoos que habitan un ecosistema particular, incluyendo regiones
anatémicas, 6rganos y tejidos. Su genoma colectivo hace una contribucién vital al metabolismo, la
homeostasis energética y a la actividad inmunolégica, entre otras actividades fisiologicas, por lo cual
los organismos deben ser entendidos como entes complejos multi especie y cuyas interacciones
permiten el adecuado funcionamiento del sistema (Barko et al., 2018). El estudio del microbioma es
primordial para entender completamente el funcionamiento de los organismos. Con esta premisa, los
Institutos Nacionales de Salud de Estados Unidos (NIH) en 2008 comenzaron uno de los proyectos mas
importantes en esta materia al fundar el Proyecto del Microbioma Humano (HMP) con el fin de
caracterizar la complejidad del microbioma humano y su rol en la salud y enfermedad (HMPC, 2018).

El enfoque en este tipo de estudios fue gracias a los avances en las tecnologias de secuenciacion y
computacion, debido que a lo largo de la historia el estudio microbiol6gico se habia basado en un
enfoque de analisis de cepas individuales; sin embargo en la mayoria de los microorganismos las
condiciones necesarias para su cultivo no han sido logradas o simplemente no pueden ser igualadas
debido a la necesidad de microambientes especificos. Este nuevo campo de estudio denominado
metagendmica se enfoca en la investigacion de las comunidades microbianas, examinando en conjunto
la coleccidn de genomas de esta comunidad, aumentando el alcance y comprension de la interaccion de
dichos microorganismos (HMPC, 2018).

La metagendmica busca identificar los constituyentes genéticos del microbioma al analizar el genoma
microbiano y caracterizar las interacciones tanto entre los microorganismos como con el hospedero, con
el fin de comprender su papel en la patobiologia de las enfermedades (Barko et al., 2018). El entender
las relaciones que sostienen los microorganismos y su papel en el estado del hospedero es fundamental
debido a la evidencia que existe sobre la accion que desempefia el microbioma en distintas
enfermedades, asi como la relacion benéfica que también aporta (Rajagopala et al., 2017).

En las bacterias, el estudio del microbioma se ha basado en la secuenciacion y andlisis de las diferencias
que presenta el gen 16S del rRNA. Este gen es sumamente importante, ya que ha sido utilizado debido
a caracteristicas especifica que presenta, las cuales incluyen sitios altamente variados entre taxones
rodeados de sitios sumamente conservados durante la evolucion, por lo cual ha sido denominado un gen
diana. Otros enfoques del anlisis del microbioma son el analisis del metaboloma, el metatranscriptoma
y la secuenciacion de genomas completos (WGS), shotgun sequencing). En este ultimo se busca el
entendimiento de todos los genomas presentes en el nicho ecoldgico, permitiendo también el estudio de
los repertorios génicos de los microorganismos presentes, ademas de que incluye a todo tipo de
organismos y no tnicamente agquellos que presentan los genes diana que cominmente se estudian (Barko
et al., 2018). Cabe destacar, que a pesar de las ventajas y caracteristicas que otorga el uso del enfoque
metagenomico también requiere una profundidad de secuenciacién especifica y una elevada potencia
computacional, ademas de que precisa de un cierto grado de capacidad analitica computacional para el
analisis de tan vasta informacion; es por esto y aunado al hecho que la mayoria de estudios clinicos en
humanos han sido enfocados en el gen 16S rRNA, que la metodologia a desarrollar en esta tesis sera
basada Unicamente en el enfoque de una regién de este gen (Knight et al., 2018).

La identificacion basada en la secuenciacion del gen 16S rRNA se basa en aprovechar las regiones
hipervariables y conservadas que se encuentran a lo largo del gen y que estan presentes en un amplio
grupo de procariotas. El disefio experimental se basa en el uso de oligonucleétidos universales dentro
las regiones conservadas flanqueando una o mas zonas hipervariables, con el fin de clasificar cada
lectura a una entidad taxonémica especifica (Davidson & Epperson, 2018).

En la actualidad la mayoria de los estudios enfocados al microbioma son descriptivos, sefialando los
grupos de microorganismos que se encuentran en distintas regiones anatémicas, sin embargo para
entender completamente qué ocurre durante la disbiosis que provocan las enfermedades, es necesario
también evaluar las relaciones que mantienen los distintos grupos microbianos entre ellos, considerando
variables clinicas. Por lo anterior, es primordial aplicar al estudio clinico un enfoque semejante al
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utilizado en la ecologia de comunidades, el cual permita conocer las comunidades microbianas
presentes, las relaciones que mantienen y su asociacion con los cambios en el organismo del hospedero,
para poder entender de manera mas amplia y precisa el papel que desempefia el microbioma en la
etiopatologia de las enfermedades (Gilbert & Lynch, 2019).
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2. Justificacion

En México, la diabetes tiene una alta prevalencia, y al igual que la enfermedad periodontal esta asociada
con el desarrollo de diferentes padecimientos cronico-degenerativos. Los consorcios bacterianos
causales de la periodontitis son heterogéneos y estan asociados a determinantes fisioldgicos y de estilo
de vida. En pacientes diabéticos, un control metabdlico deficiente aumenta la gravedad de la inflamacion
gingival y altera la composicion de la microbiota, disminuyendo la diversidad bacteriana y aumentando
la proporcion de bacterias patégenas. Ademas, en pacientes que padecen diabetes la periodontitis genera
aumenta la gravedad de esta enfermedad crénica, impactando en la calidad de vida del paciente. La
identificacion bacteriana por métodos bioquimicos requiere del aislamiento y cultivo de cada especie
presente en la cavidad oral, una importante limitacion. Por ello, la identificacion genotipica del
microbioma por secuenciaciéon del gen 16S rRNA en pacientes que padecen periodontitis es una
importante alternativa, ya que puede mejorar el diagnostico asi como el conocimiento de las especies
bacterianas que participan en el desarrollo de esta patologia. Este trabajo permitird comprender mejor
la complejidad de los consorcios bacterianos causales de la enfermedad periodontal en el contexto de
pacientes diabéticos.
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3.  Objetivos
3.1. Objetivo General

Realizar un analisis integrado de la diversidad bacteriana salival y las caracteristicas clinicas de
pacientes diabéticos y no diabéticos empleando un enfoque metagendmico de casos y controles.

3.2.  Objetivos Particulares

1.1. o)
rganizar una base de datos con la informacidn clinica de los pacientes que padecen periodontitis.

1.2. C
aracterizar la composicion del microbioma oral en pacientes que padecen periodontitis.

1.3. |
dentificar la relacion estadistica que existe entre la periodontitis y la diabetes de acuerdo con la
distribucién de especies bacterianas.

1.4, C
omparar las diferencias entre la diversidad bacteriana salival de personas con diabetes y sin diabetes.

15. E
valuar la asociacion entre la presencia de especies bacterianas y las caracteristicas clinicas de los
pacientes.
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4.  Hipotesis

Las modificaciones en el sistema inmunoldgico de los pacientes con diabetes proporcionan un medio
adecuado para el desarrollo de bacterias especificas en el periodonto, causando el aumento relativo de
sus poblaciones en el desarrollo de la enfermedad periodontal y por ende una diferencia significativa en
la composicion de la comunidad bacteriana en comparacién con pacientes sin diabetes.
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5.  Material y Métodos
5.1. Toma de muestray criterios

Las muestras fueron obtenidas del Hospital de Gineco Obstetricia y Medicina Familiar No. 60 del
Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS). Se realizé la toma de muestra a todos los pacientes,
solicitando un volumen no menor de 0.5 mL de saliva sin estimular en tubos eppendorf de plastico
estériles de 1.5 mL que fueron rotulados con un nimero consecutivo de muestra. Las muestras se
congelaron de manera inmediata con hielo seco para evitar la degradacién de DNA a causa de las
enzimas propias de la saliva, posteriormente se mantuvieron en congelacion a -80 °C hasta la extraccion
del DNA gendmico.

Las muestras obtenidas se utilizaran en diversos proyectos, por lo que al momento de su recoleccion se
tomaron de manera indiscriminada. Para este trabajo se seleccionaron 100 muestras que cumplieron los
siguientes criterios de inclusién y exclusion:

e Criterios de inclusion: Pacientes mayores de 18 afios, derechohabientes del IMSS con signos claros
de padecer periodontitis (confirmado de manera visual por un odontélogo experto), padecer o no
diabetes mellitus (confirmado por el paciente), y firmar la carta de consentimiento informado.

e Criterios de exclusién: Toda muestra proveniente de un paciente que haya estado sometido a
tratamientos antibiéticos en el mes previo a la toma de muestra, pacientes que padezcan alguna
enfermedad cuyo agente bioldgico requiera infraestructura de bioseguridad mayor de 2 para su
manejo y pacientes que no poseen dientes naturales.

e Criterios de eliminacion: Muestras cuyo rendimiento total de DNA no fue suficiente para el
desarrollo del proyecto.

5.2. Extraccion de DNA genémico (gDNA)

Las muestras de saliva se procesaron para el analisis de microbiomas como se ha descrito anteriormente
(Janem et al., 2017). Las muestras fueron descongeladas y centrifugadas a 4 °C durante 15 minutos a
1500 x g. El sedimento obtenido después de la centrifugacion fue resuspendido en 300 pL de solucion
de lisis (20 mg/mL de lisozima en Tris-HCI 20mM, pH 8,0; EDTA 2 mM; Tritdén X-100 al 1,2% ) y se
incubo a 37 °C durante 1 h.

La extraccién del gDNA se realiz6 con el DNeasy Blood & Tissue kit (Qiagen) segun las
especificaciones del fabricante. El kit de extraccion tiene como fundamento la precipitacion alcoholica
del DNA vy su adsorcién a una columna de silica, mediante la formacion de puentes salinos y de
hidrogeno por la presencia de sales caotropicas. (Katevatis et al., 2017).

5.3. Verificacion de la calidad del gDNA

La calidad del gDNA se evalué de acuerdo a tres caracteristicas esenciales para la preparacion de
bibliotecas:

e Integridad: Se verific6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8 %, tifiendo el DNA con
bromuro de etidio [10 mg/mL], los geles se revelaron en Gel Doc EZ System (Bio-Rad),
exponiendolos a luz UV para capturar la imagen.

e Pureza: Se determind de acuerdo al cociente de absorbancia 260/280, medido por
espectrofotometria en el equipo NanoPhotometer NP80 (Implen).

e Concentracidn: Se obtuvo por fluorometria de alta sensibilidad utilizando un fluoréforo especifico
para DNA de doble cadena (dsDNA) y se cuantificd en el equipo Quantus Fluorometer (Promega).
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Teniendo en cuenta las caracteristicas anteriores, se determind si las muestras contaban con las tres
caracteristicas para la preparacion de bibliotecas para secuenciacion; de no tenerlas se seleccion6 un
nuevo espécimen de la cohorte de muestras obtenidas.

Finalmente las muestras fueron diluidas o concentradas a 25 ng/uL para la amplificacion.
5.4.  Amplificacion de la region VV3-V4 del gen 16S rRNA

La amplificacion de las regiones VV3-V4 se hizo de acuerdo al protocolo 16S Metagenomic Sequencing
Library Preparation (Illumina), el cual consiste en la amplificacion de la region de interés mediante la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). La amplificacion se realizd con oligonucledtidos
degenerados, los cuales fueron seleccionados como los mejores por Klindworth y colaboradores (2013);
ademas de afadir adaptadores de secuenciacion universales para el equipo Miseq (Illumina) dentro de
la secuencia de los oligos. La secuencia de ambos oligonucle6tidos es la siguiente:

e “Forward” =75’
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG

e “Reverse”=5’
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC

La PCR se realiz6 en un volumen de 50 uL totales, utilizando la enzima GoTaq Green Master Mix
(Promega) y afladiendo 100 ng totales de DNA y se colocé en el termociclador con el siguiente
programa:

95 °C por 3 minutos

35 ciclos de:

e 95 °C por 30 segundos

e 55 °C por 30 por 30 segundos

e 72 °C por 30 segundos

72 °C por 5 minutos

Mantener 4 °C hasta el siguiente paso

Con lo anterior se generd un amplicdn de 550 pares de bases (bp) aproximadamente. La amplificacién
fue verificada por electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, tifiendo el DNA con bromuro de etidio,
revelandose en Gel Doc EZ System (Bio-Rad), por exposicién a luz UV para capturar la imagen.

Los amplicones fueron purificados utilizando perlas magnéticas AMPure XP (Beckman Coulter), cuyo
fundamento se basa en la captura por carga magnética del DNA y la seleccidn de tamafios se hace con
base en la proporcion de perlas afiadidas de acuerdo al volumen de la reaccion. La purificacion se llevo
a cabo de la siguiente manera,

e Seafiadieron 45 uL (proporcion 0.8X) de perlas AMPure XP al tubo de PCR, se mezcl6 con vortex
y se centrifug6 por un par de segundos para condensar todo el volumen de reaccion en el fondo del
tubo. Se incub6 por 5 minutos a temperatura ambiente.

e Los tubos se colocaron en gradillas magnéticas por 5 minutos, después se retird el total del
sobrenadante y se desechd.

e Sin retirar de la gradilla magnética, se lavo con etanol al 80 % recién preparado, dejando reposar
por un minuto después de afiadir el etanol y desechando después de cada lavado.

e Las perlas se dejaron secar al aire, una vez secas se afiadieron 20 uL de H.O grado biologia
molecular, se mezclé con vortex y se centrifugd por un par de segundos. Se incubd por 5 minutos a
temperatura ambiente.

e Los tubos fueron colocados en gradillas magnéticas por 5 minutos, después se tomaron 18 puL (que
contenian el DNA) y se colocaron en tubos Eppendorf estériles de 1.5 ml estériles.

Para corroborar que se recuperé DNA de la purificacion se cuantificé por fluorometria, como se explico
anteriormente.
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5.5. Indizacién de bibliotecas

La adicion de indices para la secuenciacion masiva se hizo mediante una PCR de ciclos limitados, para
la cual fueron utilizados el paquete de indices Nextera XT v2 (Illumina). La PCR fue realizada en un
volumen final de 25 uL, utilizando la enzima GoTaqg Green Master Mix (Promega), de los cuales 5 uL
corresponden al DNA proveniente de la reaccion anterior, como se especifica en el manual de Illumina;
las reacciones fueron colocadas en el termociclador con el siguiente programa:

95 °C por 3 minutos

8 ciclos de:

e 95 °C por 30 segundos

e 55 °C por 30 por 30 segundos

e 72 °C por 30 segundos

72 °C por 5 minutos

Mantener 4 °C hasta hasta el siguiente paso

Posteriormente las reacciones fueron purificadas con perlas AMPure XP de la misma manera que se
describi6é previamente, Gnicamente cambiando la proporcion de perlas a 1.12 X; y se cuantificd la
concentracion final de las bibliotecas de secuenciacion.

5.6. Normalizacion de bibliotecas para secuenciacion

El tamafio de las bibliotecas de secuenciacion esperado de acuerdo al manual es de 630 bp, sin embargo
se corroboré mediante electroforesis de alta resolucion en el equipo Bioanalyzer (Agilent Technologies)
para obtener el tamafio real de la biblioteca, ademas de corroborar que no existian amplicones
adicionales.

Con el tamario de la biblioteca se calculé la concentracion molar de las muestras, utilizando la siguiente
formula,

Concentracion (nM) = Concentracion en ng/L660 g/mol tamafio promedio de la
biblioteca 106

y posteriormente fueron diluidas a una concentracion de 4 nM para mezclar una alicuota de todas las
muestras y obtener el pool final.

5.7. Secuenciacién

La secuenciacién se realiz6 en el equipo MiSeq (lllumina) en un formato de 2 x 250 ciclos, a una
concentracién 12.5 pM con una concentracién de phiX al 3%. La demultiplexacion de las muestras sera
solicitada dentro del analisis que hace el secuenciador y los archivos crudos FASTQ en ambos sentidos
se descargaron de la nube virtual Base Space Sequencing Hub.

5.8. Analisis Bioinformatico

Debido a la secuenciacion de tipo paired end, las secuencias R1 y R2 contenidas en los archivos FASTQ
fueron ensambladas utilizando el software PEAR v0.9.11 con una calidad de ensamblaje >30 en la escala
de calidad PHRED (Anexo 1), y una longitud minima de 400 bp. Ademas, para asegurar la calidad de
los datos y optimizar los resultados, se realizdé un trimming o corte de los 20 primeros nucleétidos y
posteriormente se controlé la calidad de las secuencias eliminando todas aquellas que estén por debajo
de PHRED 30 utilizando el programa FAST X-Toolkit (Hannon, 2010).

El analisis del microbioma se hizo con ayuda del software Quantitative Insights Into Molecular Ecology
2 (QIIME 2; Bolyen et al., 2019) de la siguiente manera:

e Las secuencias de buena calidad obtenidas previamente fueron importadas al formato de QIIME 2
(.gza). Estas secuencias fueron cortadas a 410 bp utilizando el plugin DADAZ2, derreplicadas
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(proceso que consiste en individualizar o diferenciar secuencias con base en distintos pardmetros)
y filtradas por calidad PHRED >30. Utilizando la funcién denoising se eliminaron las lecturas falsas
positivas causadas por errores del secuenciador y finalmente se eliminaron las quimeras; que son
artefactos creados por el ensamblador de dos secuencias no relacionadas unidas por
complementariedad incompleta de bases.

Una vez obtenidas las secuencias individualizadas o Unidades Taxondmicas Operativas (OTU), se
obtuvieron los parametros ecoldgicos diversidad alfa, utilizando los indices de Shannon,
Dominancia y Numero de OTUs; y la diversidad beta, con los indices de Jaccard y Bray-Curtis.
Ademas, se realizaron curvas de rarefaccion para verificar la eficiencia de la secuenciacion y la
representatividad de los datos.

La asignacion taxonomica de las lecturas se hizo comparando con la base de datos SILVA 132
(Yilmaz et al., 2014). Ademas se grafico la abundancia relativa de cada nivel taxonémico de las
muestras.
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6. Resultados
6.1. Muestrasy descripcion de la poblacion

Se recolectaron un total de 451 muestras de saliva durante el periodo de agosto a diciembre de 2018, de
las cuales se seleccionaron 100 que cumplieron con los criterios de inclusién (Seccion 5.1). De estas
muestras, 50 son pertenecientes a pacientes con diabetes (grupo de diabetes) y 50 a pacientes sin diabetes
(grupo de controles). A pesar de que los pacientes del grupo control no padecen diabetes pueden padecer
alguna otra enfermedad, como se describe a continuacion.

El intervalo de edad de las muestras va de los 30 a 86 afios con un promedio de 60.46 +/- 12.39 afios
(Figura 6.1A), siendo en el grupo de diabetes 61.54 +/- 10.68 y en los controles de 59.18 +/- 13.89
(Figura 6.1B). En ambos grupos la proporcion de mujeres es ligeramente mayor que la de hombres, 70%
y 52% en diabetes y controles, respectivamente (Tabla 6.1). Debido a la falta de informacion al momento
de la toma de muestra, los datos de altura, peso e indice de masa corporal (IMC) estan incompletos y
Unicamente disponibles en 44 de las 100 muestras seleccionadas por lo que no seran utilizados para los
analisis posteriores.
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Figura 6.1.- A) Histograma de edad del total de las muestras seleccionadas. B) Histograma de edad de
cada grupo. Las barras de color azul indican la cantidad de hombres, mientras que el color morado
representa las mujeres. La linea punteada estd marcada en el promedio de edad.
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Diabéticos Controles Total
n (%) %N n (%) %N N (%)
Sexo
Mujeres 35 70% 35% 26 52% 26% 61 61%
Hombres 15 30% 15% 24 48% 24% 39 39%
Etapa Periodontal
Leve 10 20% 10% 11 22% 11% 21 21%
Moderada 16 32% 16% 15 30% 15% 31 31%
Grave 24 48% 24% 24 48% 24% 48 48%
Fumadores
No 40 80% 40% 44 88% 44% 84 84%
Si 10 20% 10% 6 12% 6% 16 16%
Comorbilidad
No 17 34% 17% 20 40% 20% 37 37%
Hipertension 25 50% 25% 26 52% 26% 51 51%
Hipertension/Otra 5 10% 5% 4 8% 4% 9 9%
Hipotiroidismo 3 6% 3% 0 - - 3 3%
Cepillado Diario
Nunca a una vez 5 10% 5% 6 12% 6% 11 11%
Dos a tres veces 40 80% 40% 42 84% 42% 82 82%
Mds de tres veces 5 10% 5% 2 4% 2% 7 7%
Mean SD Min-Max Mean SD Min-Max
Edad 61.74 10.68 35-86 59.18 13.89 30-83
Peso 71.31 10.22 53-92 69.72 11.78 52-107
Altura 1.59 0.09 1.45-1.80 1.57 0.10 1.45-1.86
IMC 27.91 3.32 20.96-35.20 28.24 4.92 18.79-41.09

Tabla 6.1.- Descripcion de las caracteristicas clinicas de las muestras, se incluye el nimero de
individuos (n), la proporcidén que estos representan intra grupos (%), de la muestra (%N), y en la
columna del total el acumulativo de esa variable dentro de la muestra.

Los padecimientos concomitantes reportados por los pacientes son la hipertensién, niveles altos de
colesterol vy triglicéridos, e hipotiroidismo, entre otras morbilidades no relevantes para este estudio.
Estas comorbilidades fueron agrupadas por la hipertensién, como se muestra en la tabla 6.1, el listado
completo con el resto de enfermedades se encuentra en el Anexo 2.

El tabaquismo se midié de manera categdrica por su consumo en un periodo menor a un afio. Se observo
que la mayoria en ambos grupos de estudio no fumaban. Por otro lado, el cepillado diario se clasifico
de manera categoérica en funcion de las respuestas mas comunes agrupandolas en i) hunca a una vez, ii)
dos a tres veces y iii) mas de tres veces al dia; siendo que dos a tres veces al dia fue la respuesta mas
comun en ambos grupos (tabla 6.1).

Finalmente la etapa periodontal fue descrita por el dentista en turno y clasificada en funcion de la
severidad de la periodontitis. La periodontitis grave fue la mas comun en ambos grupos, seguida de la
moderada y finalmente la leve.

6.2. Extraccion y evaluacién de la calidad del gDNA

Debido a la naturaleza fisicoquimica de la saliva y la presencia de distintos tipos de enzimas, en ella la
degradacion del DNA sucede de manera acelerada. Sin embargo la calidad de DNA extraido de manera
general fue buena. Las muestras extraidas presentaron una banda de alto peso molecular (>10 Kbp) lo
que se refleja en una buena integridad del gDNA. Sin embargo, algunas muestras presentaron un barrido
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que en algunos casos lleg6 a los 250 bp (Figura 6.2; el resto de geles de integridad se presenta en el
Anexo 3.1), esta variabilidad en la calidad del DNA puede ser atribuida a distintos factores preanaliticos,
especialmente al tiempo transcurrido de almacenamiento en congelacion, previo a su extraccion
(Garbieri et al., 2016).

gADN aimn’nin
CRLETL Bl
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T -
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Figura 6.2.- Gel de agarosa al 0.8%, tefiido con bromuro de etidio y revelado por irradiacion UV, en el
primer carril se observa el marcador de peso molecular y en los carriles subsecuentes se encuentran 5
uL de la muestra de ADN.

La extraccion del gDNA de las 100 muestras se realizo con el total de la saliva recolectada que iba desde
0.5a 1.5 mL, a causa de esto el rendimiento presenta una importante variacion desde 156 hasta 29,000
ng totales, con un promedio de 6,548.2 +/- 5,338 ng de gDNA. En todas las muestras la cantidad de
DNA fue suficiente para proseguir con la amplificacién por PCR (En el Anexo 3.2 se enlista el
rendimiento total de cada muestra).

6.3. Amplificacion de la region V3-V4 del gen 16S rRNA y preparacion de bibliotecas
genomicas

La amplificaciéon de las regiones de interés se realizé por una PCR de punto final. Se hizo una
estandarizacion con el fin de conocer la cantidad de DNA molde requerido para obtener un rendimiento
optimo para la elaboracion de las bibliotecas de secuenciacién, dando como resultado que 100 ng
iniciales de gDNA son la mejor opcion para lograr bandas nitidas (Anexo 3.3).

Las PCR fueron realizadas con 100 ng de gDNA total y se corrobor6 la amplificacion de la region
esperada cargando 5 pL de la reaccion en un gel de agarosa al 1.5%. En términos generales, en todas
las muestras existio una banda Unica (Figura 6.3, Anexo 3.3) del peso esperado (550 bp), la claridad de
la banda depende de la eficiencia de amplificacion.

[(CHCITION® O
Y nBde g Rnn
16S PCR AN ORD M Gan o
=D 00 O L0 —
Amp. 0000000008 0
NV VNLN VL VVNE E
DI DD DD (OO
0O O0O0LOLOLLO O
700 bp
500 bp -
100 bp

Figura 6.3.- Gel de agarosa al 1.5%, tefiido con bromuro de etidio y revelado por irradiacion UV. El
primer carril corresponde al marcador de peso molecular que va desde los 100 bp en la banda inferior
hasta los 1,000 bp. En todas la muestras se observa una banda a los 550 bp resultado de la amplificacion
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por PCR del producto esperado, y debajo de los 100 bp una banda que corresponde a los restos de oligos
de la reaccion.

El rendimiento de DNA posterior a la purificacion present6 variabilidad, como se observa en los geles
de amplificacion (Figura 6.3), debido a la calidad del DNA inicial y probablemente la presencia de DNA
del paciente proveniente de descamacion celular, lo que puede reducir la eficiencia de amplificacion
(Cuevas-Cordoba & Santiago-Garcia, 2014; Lluch et al., 2015). La adicion de etiquetas moleculares se
realizo6 con los indices Nextera V2, siguiendo la relacion que se muestra en el Anexo 3.2. Se cuantifico
el DNA después de la purificacion y se obtuvieron rendimientos mas homogéneos debido a la PCR de
ciclos limitados y a que estd amplificacion no depende de la calidad del DNA, ya que solo se se
amplifican los resultados de la PCR anterior (Illumina Manual). Finalmente para conocer la calidad de
la biblioteca final se realiz6 una verificacion por electroforesis de alta resolucion en un chip de
Bioanalyzer. El tamafio de las bibliotecas finales resultd de 620 bp aproximadamente, concordando con
lo indicado en el manual de los reactivos, ademas de contar un solo amplicon y sin evidencia de
contaminacion (Figura 6.4, Anexo 3.4).

[FU] 50ng

Region 1
35 50 100 150 200 300 400 500 600 700 1000 2000 10380 [bp]

Figura 6.4.- Electroferograma de alta resolucién obtenido en Bioanalyzer. El eje x determina el tamafio
en pb de los amplicones, mientras que el eje y la intensidad detectada. Se observa un pico Unico alrededor
de los 620 bp que corresponde al amplicén de interés una vez afiadidos los adaptadores universales y
barcodes.

Siguiendo nuestro protocolo de control de calidad, se realiz6 un muestreo con muestras tomadas al azar
para el andlisis de electroforesis de alta resolucién. Una vez que las muestras fueron ecualizadas a una
concentracién equimolar (4 nM) y mezcladas en un pool, este fue observado por electroforesis de alta
resolucidn para corroborar que no existiera contaminacion y que el tamafio del pool fuese similar al
tamafio establecido al realizar la dilucion equimolar (Figura 6.5), siendo el resultado similar con un pico
alrededor de los 620 bp se procedi6 a la secuenciacion.
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Figura 6.5.- Electroferograma de alta resolucion obtenido en Bioanalyzer del pool de muestras. El eje
x determina el tamafio en pb de los amplicones, mientras que el eje y la intensidad detectada. Se observa
un pico Unico alrededor de los 620 bp que corresponde al amplicon de interés una vez afiadidos los
adaptadores universales y sus respectivos barcodes.

6.4. Secuenciacién

La secuenciacion se realiz en un formato de 2 x 250 ciclos con una concentracion de 12.5 pM del pool,
con lo que se esperaria obtener un promedio de 100,000 lecturas por muestra. Una vez terminada se
obtuvo un rendimiento de 9.92 Gbp y el 83.6 % de las bases con una calidad >30 PHRED. Se corrobor6
la ecualizacion de las muestras de acuerdo al nimero de lecturas identificadas por sus etiquetas posterior
a la asignacidn de lecturas por muestra que realizo el secuenciador (en promedio 0.68% de la flow cell
por muestra). la muestra CUS-1MSS-0021 present6é un menor nimero de lecturas (52,101), esta muestra
fue secuenciada nuevamente a una mayor profundidad pero los resultados fueron similares, lo cual
indica un error desconocido en la muestra, posiblemente asociado a los adaptadores de secuenciacion.
A pesar de esto las demas muestras contaron con mayor homogeneidad en el nimero de lecturas, por lo
gue se continuo con el analisis bioinformatico.

6.5. Analisis bioinformatico:control de calidad

Una vez descargados los archivos de secuenciacion en formato fastq se evalud su calidad y se
ensamblaron las lecturas forward y reverse. Las muestras tuvieron un promedio de 127,762 (Tabla 6.2)
lecturas ensambladas, todas con una calidad promedio mayor a 30 en la escala PHRED (Figura 6.6). Se
observé un ligero aumento en el centro, resultado del empalme de los extremos de cada lectura. En el
anexo 4.1 se encuentra una descripcion detallada de los parametros de calidad sobre la secuenciacién
de estas muestras.
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46,781 12,973 23912 -

Max 169,638 128,681 55,062 -
Promedio 127,762 89,468 38,294 29.97%

Desv.Est. 19,362.86 17,267.29 6,264.04 =

Mediana 128,773 90,719 38,235 -
Totales 12,776,183 8,946,787 3,829,396 29.97%

Tabla 6.2.- Numero de lecturas promedio por muestra, durante los distintos filtros y analisis.

FastQC: Mean Quality Scores
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Figura 6.6.- Calidad PHRED de las muestras ensambladas por base. Cada linea representa una muestra.
El eje x representa cada base secuenciada, mientras que el eje y corresponde al promedio de la calidad
de esa base secuenciada.

Una vez ensambladas y con la calidad necesaria, los archivos fueron importados al formato requerido
por QIIME 2 (.gza) y se hizo la individualizacion de secuencias con el plug-in DADA2 ademas de
delimitar las lecturas a 410 bp eliminando las tltimas 20 bases de la secuencia, con el fin de obtener una
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mayor diversidad al excluir la zona de hibridazicion de los oligos. Se obtuvieron 8,946,787 lecturas
totales en las 100 muestras, teniendo 89,468 +/- 17,267.29 lecturas promedio por muestra. En el Anexo
4.2 se enlista el nUmero de lecturas por muestra.

6.6. Andlisis bioinformatico (Pardmetros ecoldgicos)

Para determinar la eficiencia de la secuenciacién y conocer si la profundidad de secuenciacion logro
abarcar la complejidad de la comunidad bacteriana, se realizaron curvas de rarefaccion utilizando el
nimero de OTUs y la diversidad de Shannon por muestra. En las curvas podemos observar que desde
2,000 lecturas de profundidad, estas comienzan a presentar un comportamiento asintético, el cual, nos
indica que aun si aumentamos la profundidad de secuenciacion el nimero de OTUs nuevos que
podriamos observar seria minimo (figura 6.7A). Incluso la muestra con menos OTUs y lecturas (CUS-
IMSS-0021) mostré este comportamiento. Asimismo, cuando evaluamos como afecta la profundidad a
la diversidad de Shannon de las muestras observamos un comportamiento idéntico al mencionado
anteriormente (figura 6.7B), indicandonos que aln cuando pudieran existir OTUs no detectados, estos
no afectarian la diversidad en las muestras y por ende podemos afirmar que este estudio abarca de
manera significativa la comunidad bacteriana bucal presente en la totalidad de las muestras.

38






: ol |
. W .
n
i |




Figura 6.7.- (A) Curva de rarefaccion por muestra, el eje x representa la profundidad de secuenciacion,
en el eje y se encuentra el nimero de OTUs, la curva se realiz6 con base en 10 puntos de profundidad ,
en los cuales se calculd el valor por iteracion en las muestras. (B) Curva de rarefaccion por muestra, el
eje x representa la profundidad de secuenciacion, en el eje y se encuentra el valor de diversidad de
Shannon.

Las lecturas finales corresponden a un total de 7,830 OTUs en todas las muestras. Con estos datos se
procedio al calculo de parametros ecolégicos tales como la diversidad (alfa —o por muestra, y beta —o0
en conjunto). La muestra CUS-IMSS-21 tuvo el menor nimero de OTUs con 67 y CUS-IMSS-98 el
mayor con 511 OTUs, siendo la mas alta (figura 6.8A), en promedio se tienen 308.74 +/- 78.36 OTUs
por muestra. Ademas se calcul6 el valor de diversidad alfa utilizando el indice de Shannon y un indice
de dominancia para establecer la homogeneidad en la presencia de los OTUs. La diversidad de Shannon
en las muestras fue de 4.48 a 7.38 con un promedio de 6.04 +/- 0.67; la dominancia se encontrd entre
0.01y0.13, en promedio 0.04 +/- 0.02. Al separar las muestras entre diabéticos y controles, el promedio
de OTUs fue de 312.64 ( intervalo: 67-511 OTUs) y 304.84 (164-487 OTUSs) respectivamente; y no se
observo una relacion entre el nimero de OTUs y la etapa periodontal.

A indices de Diversidad Alfa

Periodontitis . Leve . Moderada . Grave

ejouBUIWOQ uouueys

sNLO

Muestras

B indices de Diversidad Alfa por Grupo

Periodontitis . Leve . Moderada - Grave

Control Diabetes
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leqaueugu‘oq | uouueys |
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Figura 6.8.- (A) Descripcién de la diversidad alfa por muestra, nimero de OTUs, Shannon y
dominancia. (B) Diversidad alfa de diabéticos y controles por separado.

Ademas de obtener los valores de tendencia central, se hizo una comparacion de medias con la prueba
de Wilcoxon para saber si existia una diferencia en la diversidad entre diabéticos y controles, con base
en las variables observadas. Unicamente el nimero de OTUs en diabéticos fue mayor que en los
controles dentro del grupo de los fumadores (figura 6.9, en el anexo 5 se encuentran las graficas de cajas
con las comparaciones de las variables adicionales).
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Figura 6.9.- (A) Comparacion de medias de los indices de diversidad con la prueba de Wilcoxon entre
diabéticos y controles. (B) Comparacion del promedio de nimero de OTUs con la prueba de Wilcoxon

entre fumadores diabéticos y controles.

La diversidad beta, por otra parte, no presentd un agrupamiento claro con ninglna variable,
constituyendo una nube de datos revueltos entre todas las variables, indicando que las variables no
tienen ninguna relacién apreciable en términos de diversidad (figura 6.10).
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Figura 6.10.- Anélisis de la diversidad beta calculada con el indice Bray-Curtis por PCoA. En azul se
muestran los diabéticos y en rojo los controles; los rombos corresponden a mujeres y los cuadros a
hombres.

La asignacion para determinar a qué taxones pertenecen las secuencias encontradas se logré en 7,747
OTUs (98.9%), los cuales fueron asignados en 15 phylum, de estos 7,518 OTUs (96%) se asignaron a
104 familias, que es el nivel taxonémico en el que se basan los andlisis; y solo 2,397 OTUs (30.6%)
fueron asignados hasta especie, encontrandose distribuidos en 45 especies. Lo anterior aportd
informacidn Gtil para determinar la composicion especifica de las muestras, pero no para realizar analisis
ecoldgicos o de valor clinico debido a la variabilidad intra-especie en las bacterias y a la importancia
que representan los plasmidos en la biologia bacteriana (Janda & Abbott, 2007; Woo et al., 2008). Las
familias con la mayor abundancia fueron: Veillonellaceae, Prevotellaceae, y Streptococcaceae (figura
6.11), estas son representantes comunes de la microbiota bucal; también se detectaron familias de
importancia en el desarrollo de la periodontitis como son Neisseriaceae, Tannerellaceae,
Actinomycetaceae, Porphyromonadaceae, Campylobacteraceae y Fusobacteriaceae (Haffajee et al.,
2004; Casarin et al., 2012). En la figura 6.11 se muestran las 46 familias con mayor abundancia
(>0.002%)

Abundancia Relativa @ 005 @ o010 @ o015 @ o020
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VadinBB60 group A 0.000212483 0.00039907
Marinifilaceae - 0.000296062 0.000339711
! . €0.000330167 ©0.0003193
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Saccharimonadaceae + 10.009896802 10.008972809
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1 ©.013081277 .016557575
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©.021334197 ©.024416211
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Control Diabéticos

Figura 6.11.- Promedio de abundancia relativa por familia entre diabéticos y controles, Unicamente se
muestran 46 familias con una abundancia mayor al 0.002% y un registro en el microbioma bucal con
base en la bibliografia.

Sabiendo que familias presentaban una mayor abundancia relativa, se buscd conocer la relacion que
guardaban las variables clinicas con esta abundancia y si existia algin tipo de agrupamiento entre
familias y variables clinicas (figura 6.12). Las muestras se agruparon con base en los cambios de
abundancia relativa de 9 familias, las cuales podrian estar constituyendo diferentes tipos de
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microbiomas, similar a lo descrito en los enterotipos, en los cuales un conjunto especifico de ciertos
grupos conllevan a caracteristicas especificas del microbioma (Arumugam et al., 2013). Estos resultados
son consistentes con los obtenidos por el calculo de la diversidad beta, ya que nuevamente no existié un
agrupamiento evidente de las muestras con base en las variables clinicas.
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Figura 6.12.- Mapa de calor con la abundancia relativa de cada familia por muestra. En la parte superior
se muestran las variables observadas, la distancia en las ramas de los dendrogramas se calcul6 con el
método de Ward.

Con el fin de entender si las diferencias en la abundancia relativa de las familias tenian una relacioén con
alguna de las variables del estudio, se hizo una comparacion de medias entre diabéticos y controles. Se
utilizaron Unicamente las 46 familias previamente mencionadas; al realizar esta comparacion se obtuvo
una diferencia significativa entre la abundancia relativa de en 9 familias (Corynebacteriaceae,
Porphyromonadaceae, Flavobacteriaceae, family XI (Bacillales), Atopobiaceae, Desulfomicrobiaceae,
Neisseriaceae, Cardiobacteriaceae, Erysipelotrichaceae) en diabéticos y controles (figura 6.13). Entre
las que destacan Porphyromonadaceae, Corynebacteriaceae y Neisseriaceae por estar relacionadas
directamente con la periodontitis.
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Figura 6.13.- Comparacion de medias de la abundancia relativa de familias entre diabéticos y controles,
Unicamente se muestran aquellas con una diferencia significativa (p <0.05)

La familia Corynebacteriaceae mostr6 un aumento en la abundancia relativa en diabéticos, el cual se
mantuvo incluso entre variables, en ambos sexos los diabéticos tuvieron una mayor abundancia en
comparacion con los controles; ademas, esta familia se presenté en ambos grupos del tabagquismo.
Asimismo, en el subgrupo con hipertensién o cepillado 2 a 3 veces al dia present6 un aumento de esta
familia en diabéticos. El aumento de esta familia se encontrd también en los subgrupos con periodontitis
moderada y grave, lo que nos podria indicar una relacion con el avance de esta enfermedad en diabéticos
(figura 6.14, Anexo 6).

En el grupo de diabéticos fumadores se observo un aumento en 6 familias (Corynebacteriaceae,
Flavobacteriaceae, Campylobacteraceae, Peptococcaceae, Peptostreptococcaceae y Neisseriaceae),
mientras que en los diabéticos no fumadores 4 familias aumentaron (Corynebacteriaceae,
Porphyromonadaceae, Neisseriaceae y Cardiobacteriaceae). Bifidobacteriaceae disminuyd en
diabéticos fumadores y no fumadores en comparacién con controles.
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Figura 6.14.- Familias con diferencias significativas de diabéticos en comparacion con los controles, al
centro se muestra la comparacion general, en el circulo externo se muestra dividida por variables.

La division por comorbilidades mostré cambios interesantes pues las diferencias entre las familias no

son idénticas en el grupo que solo presenta hipertensi

los que padecen

-z

on en comparacion con

7

hipertension y otra enfermedad. Los diabéticos con hipertension y otro padecimiento presentaron un

aumento en la abundancia relativa de 5 familias (figura 6.14). Por su parte los que solo padecen
hipertension tuvieron un aumento en 3 familias y disminucion en la familia Streptococcaceae.

Finalmente, la familia Actinomycetaceae tuvo menor abundancia relativa en diabéticos sin otra
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enfermedad. Los cambios en las familias de acuerdo al padecimiento especifico de una u otra
enfermedad, ademas de la diabetes puede indicar que las comorbilidades influyen en la composicion del
microbioma.

La familia Porphyromonadaceae presentd un aumento en diabéticos en el subgrupo con periodontitis
grave, lo cual puede atribuirse al agravamiento de la enfermedad y creacion de un microambiente mas
favorable para esta familia a causa de la diabetes (Howard et al., 2021). Interesantemente, las familias
gue presentaron aumentos en la abundancia relativa en cada subgrupo de los estados de la periodontitis
aumentaron progresivamente. Como se observé en diabéticos con periodontitis moderada, 3 familias
tienen un aumento en la abundancia relativa, mientras que en diabéticos con periodontitis grave son 5
familias.

En el grupo con cepillado dos a tres veces al dia que es el mas comun, se encontré un aumento de 4
familias y la disminucién de 3. Estos cambios en el microbioma de los diabéticos podrian ser la clave
para conocer como es que efectivamente algunos grupos bacterianos son beneficiados por el
padecimiento de diabetes, e importantemente que a pesar del cuidado bucal la condicién sistémica esta
influyendo en el microbioma bucal.

Finalmente, para bosquejar la relacion existente entre todas las familias, su interaccion y como segregan
las variables se realiz6 un analisis de componentes principales, en el que se observo que algunas familias
coaccionan en la varianza de las muestras y que son las familias mas influyentes en el microbioma bucal,
provocando una mayor contribucion a esa varianza como se observa por el color de las flechas (figura
6.15A). Ademas, las familias con un aumento en diabéticos separan de manera consistente las muestras
hacia un mismo lado (figura 6.15B).
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s . s .

S

contrib

B 150

125

contrib

15.0
125
10.0

DIm2 (17.8%)
Dim2 (15.4%)

10.0

= . 75 75

'
'
'
'
'
'
|
1
'
'
'

ol .
'
'
1
'
'
'
'
'
'
'
'
'
|
0

! . ; o
Dim1 (31.2%) Dim1 (36.1%)

Figura 6.15.- (A) Analisis de Componentes Principales (PCA) de las muestras utilizando la abundancia
relativa de las 9 familias que mas influyen en el agrupamiento de las muestras de la figura 6.12. (B)
Analisis de Componentes Principales (PCA) de las muestras utilizando la abundancia de las familias
que presentaban diferencias significativas en diabéticos. Las flechas indican la direccion y la
contribucién a la varianza total de las muestras por cada familia.

7. Discusion

Diversos estudios han evaluado la relacion entre la periodontitis y la condicion diabética, sin embargo,
la mayoria se ha centrado en el analisis molecular de esta interaccion, dejando de lado el perfil
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microbiolégico que desempefia un papel fundamental en la periodontitis. Es por ello que el presente
estudio se enfocd en observar los cambios en la comunidad bacteriana bucal y establecer las relaciones
con otras variables, las cuales estdn modificando el microbioma bucal, y afectando la relacion entre la
periodontitis y la diabetes.

A pesar de que México se encuentra en uno de los primeros lugares en el padecimiento de diabetes, con
una prevalencia entre el 10% y el 14% de la poblacion adulta (Meza et al., 2015), la recoleccién de
muestras se vio afectada por la cantidad de comorbilidades presentes en la poblacion diabética y el
tratamiento consecuencia de estas. El uso de antibiéticos fue el principal criterio de exclusién en el
estudio, el cual es muy comun en diabéticos, si se tiene en cuenta que el riesgo de muerte por infeccion
aumenta entre 3 'y 8 veces en comparacion con la poblacién no diabética (Alegre-Diaz et al., 2016) y
que es una préactica clinica habitual en el tratamiento de la periodontitis (Herrera et al., 2002; Gémez-
Sandoval et al., 2020).

La edad en la poblacion diabética en este estudio es consistente con otros reportes de incidencia en la
poblacién mexicana, en los cuales la mayoria de casos se agrupan entre los 40 a 80 afios y tienen su pico
maximo en personas entre 60 y 70 afios de edad (fig 6.1), pues se estima que casi el 33% de la poblacion
en ese grupo de edad padece diabetes (Meza et al., 2015; Bello-Chavolla et al., 2017); asi mismo, con
el objetivo de realizar una comparacién representativa, la edad en el grupo de controles se pared para
tener una distribucion similar, de tal manera que esta no fuese una variable adicional dentro del estudio,
pues esta bastante documentado que el microbioma bucal cambia con la edad (Takeshita et al., 2016).

La hipertension es la comorbilidad mas comun asociada a la diabetes, la coexistencia de estas dos
enfermedades es bastante comdn en la poblacion, siendo una evidencia de la relacion bidireccional que
existe entre ellas. La diabetes es por si sola un posible indicador del posterior padecimiento de
hipertension, independientemente de otras variables como el sexo o la edad (Tsimihodimos et al., 2018).
Cerca de la mitad de los pacientes diabéticos son hipertensos, una caracteristica que ha sido destacada
en varios estudios epidemiolégicos de la enfermedad. De igual manera, el padecer ambas enfermedades
modifica el estado sistémico, ademas del estilo de vida de los pacientes, lo cual puede influir en los
objetivos de este estudio y generar las diferencias entre ambos grupos (Bello-Chavolla et al., 2017).

El tabaquismo en diabéticos se encuentra posiblemente subrepresentado, siendo que solo el 10% de los
pacientes reportd este habito, a pesar de existir evidencia que sefiala un mayor porcentaje en la poblacion
mexicana diabética, el cual ronda el 15% al 45% dependiendo del sexo (Alegre-Diaz et al., 2016), esto
posiblemente porque los pacientes se encuentran en constante monitoreo médico y se les solicita el
cambio de estilo de vida para tener un buen control de la diabetes. Sin embargo, a pesar de ser un
subgrupo pequeno las diferencias presentes en él son de amplio interés y es necesario profundizar el
tema en futuros estudios enfocados en el tabaquismo para poder entender los mecanismos moleculares
0 bioquimicos que ocasionan cambios en la comunidad bacteriana.

El enriquecimiento de las regiones V3-V4 del gen 16S, fue el paso crucial de este proyecto, por ende
con la estandarizacion de la PCR se buscd obtener el mejor rendimiento, confirmado en las bandas
visibles de los geles de agarosa (figura 6.3). Sin embargo la heterogeneidad presente en la visibilidad
de las bandas, asumida como la efectividad de enriquecimiento de estas regiones es explicada por la
complejidad de las PCR en muestras con mezclas complejas de ADN (Suzuki & Giovannoni, 1996).
Para entender mejor las diferencias en la amplificacion en este tipo de PCR se deben tener en cuenta
varios principios, entre los que destacan que el fragmento de interés debe estar igualmente disponible
en todas las muestras, y que existe una mala hibridacion de los oligonucle6tidos, a causa del usé de
primers universales (Sipos et al., 2007). Estos principios no pueden ser controlados en su totalidad
debido a la naturaleza de las muestras, pues estan sujetas a la diferencia de tamafio de los genomas
presentes en las muestras, y el nimero de copias del gen 16S que presenta cada organismo, asi como a
la presencia de detritos celulares del paciente (Sipos et al., 2007).

A pesar de la evidencia del impacto en la proporcion entre el ADN molde y producto que puede ser
generada por el nimero de ciclos en esta PCR (Suzuki & Giovannoni, 1996), el nimero de ciclos fue
modificado, siendo que el manual recomienda 25 y se realizaron a 35 ciclos, dado que en otros estudios
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no detectan dicha influencia. Se tomo la decision de modificar este pardmetro con el fin de obtener una
mayor eficiencia de amplificacion. Adicionalmente, Lueders & Friedrich (2003) confirman el uso de
este tipo de PCR con fines cuantitativos al respetar las proporciones originales de las muestras, y que
estas no se ven afectadas de manera significativa por el nimero de ciclos.

Afiadir el analisis de diversidad en estudios clinicos que involucren el ambito microbiol6gico es cada
vez mas relevante, dado que el calculo de distintos indices de diversidad es de mucha ayuda en el estudio
de la ecologia de comunidades. Su aplicacion en el &mbito de la salud ha permitido un mayor
entendimiento de los procesos que ocurren durante la patogénesis de las enfermedades al proveer datos
cuantitativos de modificaciones del microbioma durante el desarrollo de la enfermedad (Proctor, 2019).
Sin embargo, la complejidad del significado de estos indices de diversidad ha sesgado su uso, pues en
muchos estudios no encuentran diferencias entre sus grupos o la interpretacién que se les da no es la
adecuada (Gilbert & Lynch, 2019). Con base en lo anterior, en el presente estudio los analisis de
diversidad se utilizaron primordialmente como elementos adicionales para la comparacion entre grupos
mas que como herramientas descriptivas de la comunidad.

La riqueza de las muestras entendida como el nimero de OTUs observados por muestra fue de 308
OTUs en promedio, similar a otros estudios de microbioma proveniente de saliva, Kawamura & Kamiya
(2012), en donde se reportan entre 153 y 401 OTUs por muestra. En términos generales todas las
muestras presentaron una elevada diversidad alfa, medida por el indice de Shannon, el cual toma como
punto de corte mayor a 3 para definir un microbioma como altamente diverso. Sin embargo, este
pardmetro requiere una amplia interpretacion, tomando en cuenta que la comunidad que se esta
evaluando presenta disturbios causados por la patogénesis de la periodontitis (Gilbert & Lynch, 2019).
Si bien comparar la diversidad alfa de muestras entre distintos estudios no es del todo correcto, y existen
reportes que aseveran que varia significativamente al estar sujeta a cambios constantes, un valor alto en
la diversidad de Shannon es cominmente encontrado en diversos estudios que evaltan el microbioma
oral, y que varia enormemente segin el método, el tipo de muestras o la region del gen evaluada. En
términos generales nuestros resultados son consistentes con otros en una elevada diversidad de Shannon.
Estudios de saliva reportan una diversidad de Shannon de 4.7 en promedio en personas saludables (Lim,
et al., 2017). Por otro lado hay reportes de 3.7 en adultos mayores con caries (Jiang, 2019), sin embargo
dicho estudio utilizdé muestras de placa dental, las cuales constan de una menor diversidad en
comparacion con la saliva (Costalonga & Herzberg, 2014). Por otro lado, nuestros resultados son
contradictorios con estudios realizados en saliva de diabéticos a lo largo del desarrollo de periodontitis,
los cuales reportan un valor de Shannon entre 1.6 y 2.8 (Sabharwal, et al., 2018), a pesar de las
semejanzas en el disefio de ambos estudios, esta gran diferencia en términos de diversidad de Shannon
puede ser atribuida a la profundidad de secuenciacion, ya que en dicho estudio no reportan las lecturas
totales por muestra; las cuales tienen un impacto significativo en el nimero de OTUs observados y por
ende en la diversidad. Es por ello que en este trabajo se controld este factor confusor mediante la
realizacion de curvas de rarefaccién. En todas las muestras se observé que se alcanzo la fase asintética,
lo cual implica que la profundidad de secuenciacién fue adecuada.

Al evaluar el cambio en la diversidad entre los pacientes diabéticos y controles, no hubo diferencias
significativas, concordando con otros estudios realizados en adolescentes (Janem, et al., 2017). Sin
embargo, en adultos existe una controversia entre si los pacientes diabéticos presentan una mayor
diversidad en comparacién con normoglucémicos (Casarin et al., 2012); o si la diabetes promueve una
disminucidn en la diversidad bacteriana bucal (Sabharwal, et al., 2018). La falta de consenso entre el
efecto de la diabetes en la diversidad bacteriana bucal cuando se evalla por muestras de saliva recae en
las diferencias estructurales de los estudios, siendo que en algunos los pacientes diabéticos se encuentran
con niveles controlados de glucosa, y en otros no. Ademas, el estado metabdlico de los pacientes
diabéticos es complejo y variable, y puede generar modificaciones dindmicas del microbioma.
Finalmente, para lograr el consenso hacen falta mas estudios en donde se tengan claras estas variables
para lograr una mejor comparacién y poder comprender mejor qué sucede, con el microbioma salival,
en términos de diversidad cuando se padece diabetes. En conclusién a este respecto, podemos mencionar
que la periodontitis ocasiona un aumento en la diversidad bacteriana salival como ya habia sido
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reportado anteriormente, pero la diabetes tiene un efecto confuso dependiendo el modelo con el cual se
haga el estudio ( Lim et al., 2017; Farina et al., 2019).

La confusion generada por los datos de diversidad es lo que hace tan necesario la descripcion de la
comunidad bacteriana, para poder establecer de manera clara que es lo que ocurre en el microbioma
bucal con estos cambios, pues si bien pueden no existir cambios importantes en la diversidad, es decir
se encuentran bastantes especies distintas repartidas de manera equitativa, lo cual a grandes rasgos
indicaria una buena diversidad, estas especies pueden ser distintas en ambos grupos y ser las directrices
para entender el efecto que tiene la diabetes en la periodontitis (Gilbert & Lynch, 2019). En el presente
estudio se encontré evidencia que 9 familias tienen un cambio en su abundancia relativa en diabéticos
entre las cuales se encuentran, Porphyromonadaceae, Corynebacteriaceae y Neisseriaceae, familias con
roles ampliamente descritos tanto en el microbioma oral como en la periodontitis.

La abundancia relativa de la familia Porphyromonadaceae aumentd de manera significativa (0.03 Diab
y 0.015 Ctrl, p <0.05), un fenémeno visto anteriormente en otro estudio (Ebersole et al., 2008). No
obstante, Casarin et al. (2012) encontraron que la abundancia de la familia disminuye en diabéticos,
coincidiendo con lo reportado por Sun et al. (2020). A pesar de la discrepancia observada en la
abundancia de este grupo, cuando se comparan por el padecimiento de la diabetes ambos autores
concluyen que sus resultados pueden estar sesgados por el nimero de muestras (n=11/12,
respectivamente). Entonces, podemos hipotetizar que el aumento encontrado se debe a contar con un
mayor tamafio de muestra. Un estudio que es consistente con esta hipétesis es el de Ebersole et al. (2008,
n=39), en donde la abundancia de Porphyromonadaceae aument6 en diabéticos. Por otro lado, estas
diferencias en la abundancia del grupo entre diabéticos y controles y las evidencias reportadas por otros
autores pueden ser explicadas por el control glicémico de los pacientes, ya que este ha sido asociado a
una menor abundancia de Porphyromonas en diabéticos con niveles controlados de glucosa (Makiura
et al. 2008). Ademas el aumento también se presenta cuando se evaldan los subgrupos, especificamente
en el grupo con periodontitis grave el aumento podria indicar la una posible coadyuvancia entre ambas
enfermedades, corroborando lo que otros estudios han reportado (Gajardo et al., 2005; Faveri et al.,
2009; Bonifacio et al. 2011; Heller et al. 2012), lo cual sugiere que la diabetes efectivamente contribuye
al aumento de bacterias patégenas en el microbioma oral. Interesantemente, el aumento de la familia
Porphyromonadaceae observado en el subgrupo de no fumadores y no en el de fumadores es consistente
con el estudio de Mager et al. (2003), el cual reportdé un aumento en este subgrupo en personas no
fumadoras en comparacion con aquellos que si lo hacen. El efecto del tabaquismo sobre este grupo
bacteriano es interesante y entender el mecanismo bajo el cual recae podria ayudar a entender a mayor
profundidad la dindmica entre la comunidad bacteriana y factores exdgenos en la fluctuacion del
microbioma bucal.

La familia Neisseriaceae se asocia a la salud bucal (Takeshita et al., 2014) y aqui encontramos un
aumento en diabéticos. La presencia de esta familia en la mayoria de subgrupos es un hallazgo
interesante, coincidiendo con reportes previos y siendo potencialmente explicado por el aumento de
glucosa sanguinea que actia como estimulante del crecimiento de ciertos grupos bacterianos en la
cavidad bucal, hipétesis que explica parcialmente el aumento de grupos bacterianos asociados a la salud
bucal en diabéticos con periodontitis (Casarin et al., 2012; Sabharwal et al., 2019).

El papel de la familia Corynebacteriaceae en la formacion de placa dental al estructurar el ambiente y
proveer los medios para que otras bacterias colonicen la destacan como una familia de interés para
estudiar la progresion de la enfermedad (Welch et al., 2016). El aumento de esta grupo en diabéticos ya
ha sido reportado previamente (Sabharwal et al., 2019; Rodriguez-Hernandez et al., 2019), bajo estas
caracteristicas. Una mayor presencia de estas bacterias en los diabéticos indica que estan sujetos a una
mayor accion de colonizacion en las superficies dentales y por ende la presencia de periodontitis de
manera generalizada en la boca, ya que se ha descrito su asociacion con grupos bacterianos
representativos de la periodontitis tales como Actinomyces, Porphyromonas, Aggregatibacter,
Neisseriaceae, Fusobacterium, Leptotrichia, Capnocytophaga, y Veillonella (Mahajan et al.,
2013;Welch et al., 2016; Esberg et al., 2020). En conclusidn, el aumento de este grupo en diabéticos los
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vuelve proclives a un empeoramiento acelerado de la periodontitis y a una transformacion dirigida a un
microbioma mas patogeno.

De forma similar a lo reportado por otros trabajos, la familia Flavobacteriaceae tiene una mayor
abundancia en el grupo diabético. Estudios anteriores han reportado este hecho (Casarin et al., 2012;
Rodriguez-Hernandez et al., 2019), asi mismo es uno de los pocos cuya relacion ha sido evaluada
Especificamente el género Capnocytophaga ha sido caracterizado por contar con organismos
sacaroliticos, los cuales son beneficiados por el aumento de glucosa presente en la diabetes y por tanto
propiciando su crecimiento (Spratt et al., 1996). Aunado a este efecto, se han descrito otros mecanismos
por los cuales podria la diabetes influenciar la presencia de este grupo, como la falta de especificidad
presente en la inmunoglobulina G (IgG) en diabéticos tipo 1 contra las proteinas de estas bacterias (Dyer
et al., 1997). Finalmente este aumento en la abundancia también esta relacionado al aumento de
Corynebacteriaceae, ya que estos dos grupos estan ampliamente relacionados, pues Capnocytophaga
utiliza la forma de crecimiento filamentosa de Corynebacterium para establecerse durante la formacion
del biofilm dental. Por ende, si hay una gran cantidad de sitios para su establecimiento, el crecimiento
de estas bacterias sera beneficiado (Welch et al., 2016).

La familia Atopobiaceae tiene una disminucion en su abundancia en diabéticos, efecto que no habia
sido previamente descrito, pero es contradictorio con lo reportado por Sabharwal et al. (2019), quienes
encontraron un aumento del género Olsenella en diabéticos. Al no estar descrito de manera general el
papel de este grupo bacteriano en la periodontitis es dificil concluir si este cambio pudiese ser generado
por la condicidn diabética o alguna otra caracteristica. De manera similar, los cambios en las familias
Desulfomicrobiaceae y Erysipelotrichaceae no habian sido descritos con anterioridad, por lo cual
establecer el papel que estas familias tiene en la interaccion diabetes-periodontitis es dificil de
establecer. En general son grupos poco reportados en este tipo de estudios de microbioma, sin embargo,
se especula que el metabolismo del azufre, en el que participa Desulfomicrobiaceae, puede tener un
papel en la homeostasis del microbioma bucal (Langendijk et al., 2001). Sin embargo, no hay suficiente
informacion y tienen una abundancia tan baja que los hace pasar desapercibidos en la mayoria de
estudios.

En el subgrupo de controles sin comorbilidad que podemos clasificar como totalmente sanos
encontramos el aumento de la familia Actinomycetaceae. Este grupo a pesar de ser un colonizador y
tener un papel en la formacidn del biofilm dental, esta asociado a proveer una proteccion contra bacterias
patogénicas asociadas a la periodontitis (Benitez-Péaez et al., 2014). Por ende puede ser en un futuro un
posible indicador del efecto de la diabetes en el microbioma bucal de personas con periodontitis. El
entender bajo qué circunstancias se genera esta disminucion en la abundancia, puede ayudar a
simplificar las vias metabdlicas alteradas en el microambiente y suponer las causas y consecuencias que
son generadas por la condicion diabética. EI cambio de este grupo de bacterias es contradictorio con
reportes previos que asocian un aumento de Actinomyces a la presencia de diabetes (Rodriguez-
Herndndez et al., 2019). Esta diferencia puede deberse al tipo de muestra, al estar presentes estas
bacterias en la base del biofilm puede dificultar su identificacién en saliva (Costalonga & Herzberg,
2014; Welch et al., 2016).

8. Conclusién

La composicion taxondmica del microbioma salival en pacientes mexicanos diabéticos se compone
principalmente de 45 familias bacterianas, de las cuales 9 representan la mayoria de la abundancia del
total. Asimismo son 9 familias las que presentan un cambio en la abundancia relativa cuando se compara
con personas sin diabetes.

Hay elementos para concluir que algunas de las familias que presentan un aumento de abundancia en
diabéticos, estan ligadas a factores asociados a la enfermedad, lo que nos indica una relacion entre la
diabetes y la periodontitis vislumbrada por los cambios en el microbioma.

Las variables estudiadas tienen un efecto en la distribucién de las diferencias observadas en diabéticos,
sin embargo ninguna provoca un patron especifico para ser utilizada de marcador al realizar el
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agrupamiento de las muestras. El tabaquismo fue el factor exdgeno que causa cambios en la abundancia
mas evidentes y cuyo estudio debe ser examinado.

9. Perspectivas

Realizar un estudio con una cohorte mayor de muestras para observar si el tamafio muestral afecta las
diferencias observadas en los subgrupos generados por las variables, tal y como se describi6 en la
discusion, con el fin de entender la coaccion de factores exogenos y endogenos en microbioma bucal de
pacientes diabéticos con periodontitis. Igualmente redisefiar el estudio para realizar una secuenciacion
completa del microbioma y no solo basada en un gen, esto nos permitiria observar las rutas metabolicas
y, por ende, se podrian obtener conclusiones mas fundamentadas del efecto de la diabetes en el
microbioma.
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11. ANexos
Anexo 1

El nivel de calidad Phred o Q, se define como una propiedad que esté relacionada logaritmicamente con
las probabilidades de error de las llamadas de base (P).

-
Q= —-10log;y P o P=10T0

Ejemplos de niveles de calidad y su relacion logaritmica a las probabilidades de error de la base

Nivel de calidad @ Probabilidad de factor de error Precision de que la base sea
Phred de base correctamente nombrada
10 1en10 90%
20 1en 100 99%
30 1 en 1000 99,9%
40 1 en 10.000 99,99%
50 1 en 100.000 99,999%
60 1 en 1.000.000 99,9999%
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A
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cos

Diabéti
cos

Control
es

Control
es

Diabéti
cos

Diabéti
cos

Control
es

Control
es

Control
es

Diabéti
cos

Control
es

Control
es

Control
es

Diabéti
cos

Control
es

HIPERTENSION
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HIPERTENSION

NO

HIPERTENSION
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AVANZAD
A

MODERA
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LEVE

AVANZAD
A
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A
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3A4
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Anexo 3

Anexo 3.1.- GELES DE
INTEGRIDAD DNA

Geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio,
revelados por exposicion a luz UV, el marcador de
peso molecular va de 250 bp a 10,000 bp de abajo

hacia arriba.

Integridad del gDNA Saliva

q
o
%)
=

[
o
=
3]

S 2
5 3
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1
1
:

Qo

L 10,000 bp

E—11,000 bp

f1250 bp

SZLO-SSWI-SND,
8LLO-SSI-SND
£LLO-SSWI-SND
LLLO-SSI-SND
00LO-SSI-SND
£L600-SSWI-SND
9600-SSWI-SND
%600-SSI-SND
0600-SSI-SND
9800-SSWI-SND
LLOO-SSI-SND
8900-SSWI-SND,
SS00-SSWI-SND
8200-SSWI-SND
ZZ00-SSI-SND!
LIOO-SSI-SND
#100-SSI-SND
Z£L00-SSI-SND
ZLO0-SSI-SND
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wn
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0
3
0
>
0

CUS-IMSS-0157
CUS-IMSS-0159
CUS-IMSS-0164
CUS-IMSS-0171
CUS-IMSS-0173
CUS-IMSS-0182
CUS-IMSS-0183
CUS-IMSS-0218
CUS-IMSS-0235
CUS-IMSS-0247
CUS-IMSS-0251
CUS-IMSS-0268
CUS-IMSS-0273
CUS-IMSS-0281
CUS-IMSS-0285
CUS-IMSS-0291
CUS-IMSS-0296
CUS-IMSS-0299

US-IMSS-0300
US-IMSS-0304
US-IMSS-0306
US-IMSS-0336
US-IMSS-0338

CUS-IMSS-0307
CUS-IMSS-0313

CUS-IMSS-0327
CUS-IMSS-0355
CUS-IMSS-0360

Anexo 3.2 Concentracion y rendimiento del DNA en cada
etapa de la preparacion de bibliotecas

Extraccion |Amplificac Biblioteca Ecualizacién

Muestras DNA ion PCR ‘Barcodes ‘ S bibliotecas

No. Co . Co Rendi ce Tam Vol. A
Rendi |nc. nc.
Conse

: mient . . afio de |gu |Notas
cutivo i (O 0 -l =ty (O R‘?‘”d' pro nmoles/lu mu a
d o] o] i5(i7 ueta bit | mient .
e DNA |(ng post- s (ng o (ng) medi L estr VF
muest g(n) ul PCR ul (o] a 60
ra Gl ) (bp)* (uL) uL
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57 57
0| 05027 0.000100 .6
21 01| 41 738| 617 6826777|2.38| 2
57 57
0| 05027 0.000085 2
2[2[ 02| 35 630| 617|94862728|2.79| 1
57 56
0| 0[5027 0.000071 .6
23] 03| 29| 522| 617(21457689|3.37| 3
57 57
0| 0[5027 0.000095 A4
2[4 04| 39 702| 617 77132754|2.51| 9
57 57
0| 05027 0.000117 9
2| 5] 05| 48| 864| 617 8724031|2.04| 6
57 55
0| 05027 0.000049 A1
2/ 6| 06| 20| 360| 617 1135013|4.89| 1
57 55
0| 0|5027 0.000058 .9
2| 71 07| 24| 432| 617| 93620156|4.07( 3
57 55
0| 1|5027 0.000056 7
2| 0| 10| 23| 414| 617| 4805265|4.25( 5
57 57
0| 1|5027 0.000088 2
2|1 11| 36 648 617 40430234(2.71| 9
57 55
0| 1|5027 0.000049 1
2| 2| 12| 20| 360| 617 1135013|4.89| 1
57 57
0| 1|5027 0.000093 A4
2| 4] 14| 38 684 617 31565247(2.57| 3
57 57
0| 1|5027 0.000103 .6
2| 5| 15| 42 756( 617 1383527(2.33| 7
57 55
0| 0|5037 0.000049 .1|Bioan
3/ 1] 01| 20| 360 617| 1135013|4.89| 1|alyzer
57 57
0| 0|5037 0.000081 .0
3| 2| 02| 33| 594| 617| 03727715|2.96 4
57 58
0| 0|5037 0.000120 .0
3| 3| 03| 49| 882 617| 3280782|1.99| 1
57 57
0| 0|5037 0.000098 5
3| 4] 04| 40 720 617 2270026(2.44| 6
57 56
0| 0|5037 0.000076 .8
3| 5| 05| 31| 558| 617|12592702|3.15( 5
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57 58
0| 0[5037 0.000125 .0
3[ 6| 06| 51 918| 617| 2394283|1.92| 8
57 57
0| 0[5037 0.000098 5
3[ 7] 07| 40 720 617 2270026|2.44| 6
57 57
0| 1(5037 0.000090 .3
3/ 0 10| 37 666 617| 85997741|2.64| 6
57 57
0| 1(5037 0.000108 7
3[ 1] 11| 44 792 617 0497029|2.22| 8
57 57
0| 1(5037 0.000112 .8
3[ 2] 12| 46 828 617| 961053|2.12| 8
57 57
0| 1(5037 0.000090 .3
3| 4| 14| 37 666 617| 85997741|2.64| 6
57 57
0| 1(5037 0.000098 5
3[ 5] 15| 40 720| 617 2270026|2.44| 6
57 56
0| 0[5057 0.000073 7
51 01| 30 540| 617| 67025195|3.26| 4
57 57
0| 0[5057 0.000100 .6
5[ 2 02| 41 738| 617 6826777|2.38| 2
57 56
0| 0[5057 0.000078 .9
5[ 3| 03| 32 576| 617| 58160208|3.05| 5
S| 7 49
0| 0[5057 0.000023(|10.2| .7|Bioan
5| 4 04| 9.5 171 617| 32891312 9( 1|alyzer
57 51
0| 0[5057 0.000029 .8
5[ 5[ 05| 12 216| 617| 46810078|8.14| 6
57 56
0| 0[5057 0.000068 .5
5[ 6| 06| 28 504| 617| 75890182|3.49| 1
57 55
0| 0[5057 0.000056 7
57| 07| 23| 414| 617 4805265|4.25| 5
57 56
0| 1{5057 0.000071 .6
5[ 0 10| 29 522| 617| 21457689|3.37| 3
57 53
0| 15057 0.000034 .0
51| 11| 14 252| 617| 37945091|6.98| 2
57 57
0| 15057 0.000083 A1
52| 12| 34 612| 617| 49295221|2.87| 3
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57 56
0| 1(5057 0.000068 5
5( 4] 14| 28 504| 617| 75890182|3.49| 1
57 53
0| 1(5057 0.000036 4
5[5 15| 15 270| 617 83512598|6.52| 8
57 57
0| 0[5067 0.000083 1
6| 1] 01| 34 612 617| 49295221|2.87| 3
57 56
0| 0[5067 0.000061 .0
6 2| 02| 25| 450| 617(39187663|3.91| 9
57 57
0| 0[5067 0.000093 4
6 3| 03| 38 684 617| 31565247|2.57| 3
57 57
0| 0[5067 0.000105 7
6| 4] 04| 43 774| 617 5940278|2.27| 3
57 58
0| 0[5067 0.000147 .3
6/ 5| 05| 60| 1080| 617 3405039|1.63| 7
57 57
0| 0[5067 0.000098 .5
6 6| 06| 40 720| 617 2270026|2.44| 6
57 55
0| 0[5067 0.000058 .9
67| 07| 24| 432| 617| 93620156|4.07| 3
57 56
0| 1{5067 0.000076 .8
6/ 0| 10| 31 558| 617| 12592702|3.15| 5
57 57
0| 1(5067 0.000090 .3|Bioan
6| 1 11| 37 666| 617| 85997741|2.64| 6|alyzer
57 57
0| 1(5067 0.000090 .3
6| 2| 12| 37 666| 617|85997741|2.64| 6
57 57
0| 1{5067 0.000093 4
64| 14| 38 684| 617| 31565247|2.57| 3
57 57
0| 1(5067 0.000110 .8
6 5| 15| 45 810| 617| 5053779|2.17| 3
57 56
0| 0[5077 0.000078 .9
7/ 1 01| 32 576| 617| 58160208|3.05| 5
57 57
0| 0[5077 0.000081 .0
7/ 2| 02| 33 594| 617| 03727715|2.96| 4
57 58
0| 0[5077 0.000122 .0
7 3] 03| 50 900| 617| 7837533|1.95| 5
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57 58
0| 0[5077 0.000125 .0[Bioan
7| 4] 04| 51| 918| 617| 2394283|1.92| 8|alyzer
57 56
0| 0[5077 0.000076 .8
7/ 5] 05| 31| 558| 617(12592702|3.15| 5
57 57
0| 0[5077 0.000085 2
7/ 6| 06| 35 630| 617 94862728|2.79| 1
57 57
0| 0[5077 0.000100 .6
77 07| 41 738| 617 6826777|2.38| 2
57 57
0f 1{5077 0.000090 3
7/ 0 10| 37 666| 617|85997741|2.64| 6
57 55
0f 1{5077 0.000054 5
7)1 11| 22| 396| 617(02485143|4.44| 6
57 57
0| 1|5077 0.000112 .8
71 2| 12| 46| 828| 617| 961053|2.12 8
57 56
0| 1|5077 0.000076 .8
71 4] 14| 31| 558| 617|12592702|3.15( 5
57 57
0| 1|5077 0.000090 .3
71 5| 15| 37 666( 617| 85997741(2.64| 6
57 56
0| 0|5087 0.000066 .3
8| 1| 01| 27| 486| 617| 30322676|3.62 8
57 57
0| 0|5087 0.000103 .6
8| 2| 02| 42 756( 617 1383527(2.33| 7
57 57
0| 0|5087 0.000085 2
8| 3| 03| 35 630 617 94862728(2.79| 1
57 53
0| 0|5087 0.000039 .8
8| 4| 04| 16 288 617 29080104(6.11| 9
57 53
0| 0|5087 0.000034 .0[Bioan
8| 5| 05| 14| 252| 617| 37945091|6.98| 2|alyzer
57 56
0| 0|5087 0.000073 7
8| 6| 06| 30| 540| 617| 67025195|3.26 4
57 55
0| 0|5087 0.000049 1
8| 7| 07| 20| 360| 617| 1135013|4.89| 1
57 56
0| 1|5087 0.000063 .2
8/ 0| 10| 26| 468| 617| 84755169|3.76 4
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57

0 1{5087 0.000095 A4
81| 11| 39 702| 617 77132754|2.51| 9
57 53
0[ 1{5087 0.000034 .0
8| 2| 12| 14| 252| 617 37945091|6.98| 2
57 56
0[ 1{5087 0.000071 .6
8| 4| 14| 29| 522| 617|21457689|3.37| 3
57 57
0 1{5087 0.000093 A4
85/ 15| 38 684| 617 31565247|2.57| 3
57 57
1| 0(5107 0.000103 .6
0ol 1 01| 42 756| 617 1383527|2.33| 7
57 57
1| 0(5107 0.000088 2
ol 2 02| 36 648| 617|40430234|2.71| 9
57 56
1| 0|5107 0.000076 .8
0l 3| 03| 31| 558| 617|12592702|3.15( 5
57 57
1| 0|5107 0.000100 .6
0l 4] 04| 41 738 617 6826777(2.38| 2
57 55
1| 0|5107 0.000058 .9
0| 5| 05| 24| 432| 617| 93620156(|4.07( 3
57 56
1| 0|5107 0.000063 2
0| 6| 06| 26| 468| 617| 84755169|3.76 4
57 56
1| 0|5107 0.000073 7
Ol 7| 07| 30| 540| 617| 67025195|3.26 4
57 56
1| 1|5107 0.000078 .9
0l 0| 10| 32| 576| 617|58160208|3.05( 5
57 57
1| 1|5107 0.000081 .0
Ol 1| 11| 33| 594| 617| 03727715|2.96 4
57 55
1| 1|5107 0.000051 .3
0l 2| 12| 21| 378| 617|56917637|4.65( 5
57 57
1| 1|5107 0.000088 2
0| 4] 14| 36 648 617| 40430234(2.71| 9
57 57
1| 1|5107 0.000088 .2
0| 5| 15| 36 648 617| 40430234(2.71| 9
57 57
1| 0|5117 0.000110 .8
1/ 1| 01| 45 810 617 5053779(2.17| 3

79



57

1| 0(5117 0.000093 A4
11 2 02| 38 684| 617 31565247|2.57| 3
57 57
1| 0(5117 0.000103 .6
1| 3| 03| 42 756| 617 1383527|2.33| 7
57 56
1| 0(5117 0.000073 v
1| 4 04| 30| 540| 617| 67025195(3.26 4
57 57
1| 0(5117 0.000085 2
1| 5 05| 35 630| 617|94862728|2.79| 1
57 56
1| 0(5117 0.000066 3
11 6 06| 27| 486| 617| 30322676(3.62| 8
57 56
1| 0(5117 0.000078 9
1| 7 07| 32| 576| 617| 58160208(3.05( 5
57 57
1| 1|5117 0.000090 .3
11 0| 10| 37 666( 617 85997741(2.64| 6
57 57
1| 1|5117 0.000103 .6
111 11| 42 756 617 1383527(2.33| 7
57 56
1| 1|5117 0.000068 5
11 2| 12| 28| 504 617 75890182(3.49| 1
57 52
0| 1|5027 0.000031 A4
2| 6| 16| 13 234 617| 92377585|7.52| 8
57 48
0| 1|5027 0.000021(11.1| .8
2| 8| 18| 8.8 158.4| 617| 60994057 1 9
57 52
0| 1|5027 0.000031 A4
2|9 19| 13 234 617| 92377585|7.52| 8
57 0.000004

0| 2|5027| 1.7 34654486|55.2( 4.
2| 0] 20| 7| 31.86| 617 5 2|78
57 46
0| 2|5027 0.000018(13.0| .9
2|1 21|75 135| 617| 41756299 3 7
57 51
0| 2|5027 0.000027 1
212 22| 11 198| 617 01242572(8.88| 2
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Anexo 3.3.- GELES
AMPLIFICACION PCR 16S

Geles de agarosa tenidos con bromuro de etidio,

revelados por exposicion a luz UV, el marcador de

peso molecular va de 100 bp a 1,000 bp de abajo
hacia arriba.

PCR 16S 94 muestras
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PCR 16S 94 muestras

L8Z-SSNI-S

£LESSWI-S
89Z-SSNI-S

LSZ-SSI-S

LYT-SSNI-S

SEC-SSKI-S

8LZ-SSKI-S

06L-SSWI-S

£8L-SSKI-S

Z8L"SSKI-S

L8L-SSWI-S

CLI"SSWI-S

LLI-SSI-S

YOL-SSWI-S

6SL-SSNI-S

LSL-SSWI-S

Z¢SLSSKI-S

SYL-SSWI-S
SCL-SSWI-S

PCR 16S 94 muestras

LZO-SSWI-S
#Z0-SSWI-S

LCO-SSKI-S
LLO-SSWI-S
OLO-SSWI-S
600-SSWI-S

S00-SSWI-S
700-SSWI-S
Z00-SSWKI-S

09¢-SSKI-S
SSE-SSWI-S
82¢-SSI-S

92¢-SSI-S

ZLE-SSI-S
LOZ-SSWI-S
Y0g-SSWI-S

66Z-SSWI-S
96Z-SSNI-S
S8C-SSWI-S
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PCR 16S 94 muestras

Y 1-SSI-
L7 L-SSWI-

CZL-SSI-
OZL-SSWI-

8CZL-SSWI-

9LL-SSI-
CLL-SSWI-

60L-SSI-
LOL-SSWI-

860-SSWI-
Z60-SSI-
LBO-SSWI-

£80-SSWI-
L90-SSWI-

090-SSWI-
ZS0-SSWI-

¥%70-SSWI-
0%0-SSWI-

£90-SSI-

PCR 16S 94 muestras

ZLE-SSWI-S
B8SZ-SSWI-S
¥S2-SSWI-S

62¢-SSNI-S
622-SSNI-S

£CE-SSKI-S
60Z-SSWI-S
Y6C-SSWI-S
S9Z-SSWI-S
%2C-SSWI-S
SZC-SSKI-S

CZC-SSKI-S
6LC-SSWI-S

LOZ-SSWI-SN
LBL-SSWI-S

9LL-SSWI-S
09L-SSWI-S

SSL-SSWI-S
9% L-SSWI-S
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PCR 16S 94 muestras

©
©
)
")
]
2
)

S-IMSS-388
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Anexo 3.4
ELECTROFEROGRAMAS
BIBLIOTECAS FINALES

Electroferogramas de alta sensibilidad obtenidos en
el equipo Bioanalyzer

= e ) T T 1 |
35 100 200 300 400 600 2000 10380 [bp]

Muestra: IMSS-CUSI-21
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[FU] S : . ‘ - ; 100

500
i J | L L
154 1 1 1 I I 1 | i I | | B |
35 100 200 300 400 600 2000 10380 [bp]
Muestra: IMSS-CUSI-100
[FU] A 3 107
1000
500
ikl ] L
55 ] T 1 I 1 1 ol T | (5
35 100 200 300 400 600 2000 10380 [bp]

Muestra: IMSS-CUSI-107
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[FU] 190

1000

500

1 L

zc')o 350 450 600 2000 l10.4.130 [bp]
Muestra: IMSS-CUSI-190

[FU] 4 , . ‘ . . 360
700
600
500
400

300

iﬁg: 1 | JLK

|

=
35 100

T T = T
200 300 400 600 2000 10380 [bp]

Muestra: IMSS-CUSI-360
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[FU]

800
700
600
500
400
300
200

100

pool per

B mE

| o T T )
35 100

T T T T T
200 300 400 600 2000 10380 [bp]

POOL final (Todas las muestras)
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Anexo 4

Anexo 4.1.- RESUMEN DE
CALIDAD DE LAS
MUESTRAS

Parametros de calidad de la secuenciacion de las
muestras, obtenidas con el programa multigc

FastQC: Mean Quality Scores

-

Calidad phred promedio por base.
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Count

FastQC: Per Sequence Quality Scores

100000
280000
60000
40000
20000

1]
0 10 20 30 40

Mean Sequence Quality (Phred Score)

Calidad phred promedio por numero de lecturas

FastQC: Sequence Counts

25k 50k 75k 100k 125k 150k 175k 20

Number of reads

@ Unique Reads @ Duplicate Reads

Numero de lecturas, separadas por lecturas unicas y duplicados
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CUS-IMSS-10.joinedwy

US-IMSS
US-IMSS
US-IMSS
US-IMSS
US-IMSS

112 joinedwq
128 joinedwq
143 joinedwq
159 joinedwq
176 joinedwq

CUS-IMS5-2 joinedwq

US-1M55
US-IMSS
US-IMSS
US-IMSS
US-IMSS.
US-IMSS
US-IM55

225, joinedwq
265, joinedwq
285 joinedwq
309, joinedwq
338 joinedwa
373 joinedwq
196 joinedwq

CUS-IMSS-5. joinedwq
CUS-IMSS-71 . joinedwq
CUS-IMSS-94 joinedwq

@ Top over-represented sequence

FastQC: Overrepresented sequences

0%

10%

20% 310% 40% 50% Bk 7 0% B0%

Percentage of Total Sequences

@ Sum of remaining over-represented sequences

Porcentaje de lecturas sobre representadas

91



Anexo 5

indices de Diversidad Alfa

Periodontitis . Leve . Moderada - Grave

uouueys

eloueuwoq

o
=
&
Muestras
indices de Diversidad Alfa
Periodontitis . Leve - Moderada . Grave
Control I [ Diabetes

. 2
4 El
3
2 S

0
0.101 g
H
0.05 3
o

snNLo

Muestras
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Cepillado Diario

$ Diabéticos ‘ Control

2 a 3 veces al dia

l l 3 0 més veces al dia

l I Menos de 2 veces al dia

0.101

0.051

5001

4001

3001

2001

100

Wilcoxon, p = 0.89

Wilcoyon, p = 0.17

Wilcoxon, p =0.095 4

==

Wilcoxon, p = 0.095

Wilcoxon, p = 0.38

Wilcoxon, p = 0.88

Wilcoxon, p =1
.

Wilcoxon, p = 0.53
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Diabetes

$ Diabéticos * Control

Shannon

Dominancia

OTUs

7..
- 3
3
6.
5.
.

Wilcoxon, p=0.75 4

At 0.101

0.051

Wilgoxon, p = 0.56

500

400

300

200+

1001

Wilgoxon, p = 0.75
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Tabaquismo

E Diabéticos ‘ Control

Fuma

No Fuma

0.101

0.051

5001

4001

3001

2001

100

Wilcoxon, p = 0.87

Wilcoxon, p =1

Wilcoxon, p = 0.042

A
4
A
A
A
ry
A
=
A A
A
A
A
A
A
T
A
y
N
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Wilcoxon, p = 0.97

Wilcoxon, p = 0.77
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Comorbilidad

$ Diabéticos ‘ Control

Hipertension

Ninguna Otra

| I Hipertension y Otra ] |

Otra

Wilcoxon, p = 0.42
7 4
. oo s
6 4
5 4
® e
Wilcoxon, p = 0.79
.
0.10
0.05
Woicoxon, p = 0.88
soof Mo
L]
400+
.
3001
200 .,
100+

b > »

Wilcoxon, p =1

Wilcoxon, p = 0.56

.

Wilcoxon, p = 0.9 Wilegxon, p = 0.2

Ak

e

Wilcoxon, p = 0.29 Wilcoxon, p = 0.4
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Periodontitis

E Diabéticos ‘ Control

Leve

l | Moderada

l I Grave

0.101

0.051

5001

4001

3001

2001

100

Wilcoxon, p =0.76

Wilcoyon, p = 0.65

Wilcoxon, p = 0.5
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A
LY
A
A
A
A
A
A
A
A
.
Y
A
x
A
|AA

Wilcoxon, p = 0.65
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A
A
o
A
A A
Al
A
A
.
.
Wilcoxon, p = 0.6
.
.
. A
N
lAh
Wilcoxon, p = 0.65
o
. A
A
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A a
A
A
N
. e Al
A
A

Wilcoxon, p = 0.88

. A
A
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A
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A A
A A
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A
Wilcoxon, p = 0.8
A
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Sexo

E Diabéticos ‘ Control

Hombre

Mujer

0.101

0.051

5001

4001

3001

2001

100

Wilcoxon, p = 0.28

Wilgoxon, p = 0.9

Wilcoxon, p = 0.65

Wilcoxon, p = 0.29
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