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Resumen

El papel de los acidos grasos volatiles producidos por bacterias ha sido estudiado ampliamente en
el microbioma intestinal, encontrando que podrian regular de manera importante la funcién del
sistema inmune a nivel local e incluso en sitios distantes al intestino. El papel de los acidos grasos
de cadena corta producidos por bacterias del microbioma oral no ha sido evaluado a gran
profundidad. Para hacerlo, inicialmente es necesario determinar el tipo de acidos grasos producidos
por las bacterias orales mds prevalentes en una poblacién colombiana. El objetivo de este trabajo
fue evaluar a partir de la exploracién de diferentes métodos de investigacion y desde la teoria, el
papel que juegan las bacterias periodontopatégenas en la regulacidon de la respuesta inmune
mediante la produccidn de acidos grasos voldtiles. De esta manera, se llevd a cabo una pasantia en
el laboratorio de microbiologia de la Unidad de Investigacion de El Bosque, UIBO, con la
participacién en proyectos de investigacién donde fueran evaluadas bacterias periodontopatdgenas
y la realizacién de una revision de la literatura donde se analizara la bibliografia existente con
referencia al tema de la regulacion de la respuesta inmune por parte de microorganismos
periodontopaticos.

Los resultados de este trabajo determinan la importancia de llevar a cabo un proyecto en el que se
determinen los acidos grasos volatiles producidos por bacterias periodontopatégenas en poblacion
colombiana para posteriormente evaluar el papel de los mismos especificamente en una poblacién
colombiana.

Palabras Clave: Acidos grasos, Volatil, Periodontitis crénica, Microbioma Gastrointestinal
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Abstract

The roll of short chain fatty acids produced by bacteria have been widely studied in gut microbiome,
finding out insights of immune response regulation locally and at distant sites from the gut. The
relation of short chain fatty acids produced by oral bacteria has not been deeply evaluated. To do
so, it’s necessary first to determine the kind of volatile fatty acids produced by the most prevalent
bacteria in a Colombian population. The objective of this work was to evaluate by the exploration
of different investigation methods, including laboratory techniques and throughout theory, the
function of periodontopathogens in the regulation of the immune response by the production of
short chain fatty acids. Thereby, a internship was carried out at the Basic Oral Investigation Unit,
UIBO, with the participation on projects concerning periontopathic bacteria apart from the
development of a literature review relating to the regulation of the immune response through the
production of volatile fatty acids by periodontopathic microorganisms.

The results of this work determine the importance of carrying out an investigation to evaluate short
chain fatty acids produced by periodontopathogens in a Colombian population in order to evaluate
their roll in the regulation of immune responses specifically in the mentioned population.

Key Words: Fatty acids, Volatile, Chronic periodontitis, Gastrointestinal Microbiome

Pagina 4 de 54



Contenido

RESEMA UIBO ... ittt ettt e ettt e s st e s e et e s e nr et e s ean s et e e s nne e e e e nnneeeennneeesannneeens 6
1.1 ANTECEUEBNTES .ottt ettt sttt st ettt b e e e e e reen 6
1.2 IVHSTON ..ttt b e sttt et e bt e s bt e she e s at e st e e bt e b e e beenbeesaeeeaneereens 6
1.3 AV (o T T TP P TOPUT PR PPN 6

2. Objetivos de 1a PaSantia...c.ueiieciiieicciiiieeciiee ettt e e e e e e s e e e s e aee s eares 7
0] oY1= R\ Lo I == o 1= =1 USRS 7
3 0] o [ A\ Lo T =T =T f oo Ly USRS 7

3. Asistencia a Asignatura: INVESTIGACIONES 1 ....uuuuuuuuiii s 8
3.1. Objetivo especifico POr CUMPIIE c.o.eiiiiiiiee e e e s e e e sreeeeeeans 8
3.2 JUSTIfICACION ettt ettt et s e e bt e e st e s bt e e s a b e e sabeeesabeesabaesnteesbeeenareeas 8
3.3 Objetivos de 13 @SIZNAtUIa.....cc.uiii ittt e e tre e e e et e e e e ebae e e e ebaeeeeertaeaeeans 8
Y =) oo (o] [o = - USRS 8
3.5 Actividades ralizadas .....c..eeeeerieeiieeee e e s 9
4. Rotacion UIBO Microbiologia Oral ..........eeeuiiiiiiiiiieeiieee ettt see e e vee e s 11
4.1 Objetivo especifico POr CUMPIIT: ..oi e ree e s ere e e e aeeas 11
B 0 1T a1 o Tof o o FS PSS 11

5. Evaluacion de microorganismos del complejo rojo y A. actinomycentecomitans en muestras de

pacientes con periodontitis modulados por medicamentos anti-inflamatorios. ..........cccceevveeenneen. 14
5. INTFOAUCCION: ..t sttt et s e st bt e r e b e sreesreesnneenneens 14
5.2, IMIAICO TROFICO ..t euteeteeetee ettt ettt ettt ettt e b e s bt st et e e be e sbeesabesatesabe e beebeesbeesaeesabesnneans 14
I T 0] o 1< 1Y/ TSR 26
IV 11 o Te (o] o} - T- 1SS 26
5.5 RESUITATOS ...ttt sttt ettt st r e r e e saeeeneens 31
5.6 Discusion de 105 reSUIAdOS ......c.eeviiiriiiriiiieeeeeeeee et 36
5.7 CONCIUSION ..ttt h e a e sttt e e bt e s bt e sat e sateeabe e be e bt e sbeesaeeeateeateans 37

6. Produccioén de acidos grasos de cadena corta por microorganismos periodontopaticos en un
[oTe] o] Yol oY g W @e] lo1 311 o F-1 s - 5SS PRSP

Objetivo especifico POr CUMPIIT: c...viii e e e e raar e e e raaa e e e enaaaee s 38

Pagina 5 de 54



Resena UIBO

1.1 Antecedentes

La Unidad de Investigacion Basica Oral UIBO a cargo de la Doctora Gloria Ines
Lafaurie, se encuentra ubicado en la Universidad El Bosque y fue creado en
Diciembre del afio 2000. Trabaja en el disefio y desarrollo de proyectos en las areas
de Microbiologia Oral, Inmunogenética, Bioguimica del Lipopolisacarido, Medicina
periodontal,Cicatrizacion y Regeneracion Tisular, con énfasis en la Biologia de las
células Stem. A su vez los proyectos se encuentran enmarcados en las teméaticas:
Etiopatogenia y Epidemiologia de la Enfermedad Periodontal y sus efectos sobre la
salud sistémica; la Neurofisiologia pulpar y la regeneracién tisular con células
madres de origen pulpar.

1.2 Mision

La Unidad de Investigacibn Basica Oral propendera por el desarrollo de la
investigacion dirigida a cuatro lineas de investigacion: Microbiologia Oral,
Inmunogenética, Medicina periodontal, Cicatrizacion y Regeneracion Tisular, con
énfasis en la biologia de las células Stem. Los proyectos estan enmarcados dentro
del estudio de la Etiopatogenia y Epidemiologia de la Enfermedad Periodontal y sus
efectos sobre la salud sistémica y la Neurofisiologia pulpar y la Regeneracion tisular
mediada por células Stem.

1.3 Visidn

El grupo UIBO sera un grupo reconocido como grupo de referencia por el programa
de ciencia y tecnologia de Colciencias y a nivel latinoamericano y sera capaz de
interactuar con pares internacionales de su misma tematica en las 5 lineas
propuestas, consolidadas con la publicacion de por lo menos 4 articulos
internacionales por afio y 3 Nacionales. En él se desarrollaran proyectos de
Maestria y Doctorado, y se mantendra trabajo en red con otros grupos interesados
en las mismas tematicas a nivel Nacional e Internacional.
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2. Objetivos de la Pasantia

2.1 Objetivo general:
Profundizar en los conocimientos de ciencias bésicas aplicadas a la periodoncia, en
el contexto de la patogénesis de la enfermedad periodontal, con el fin de desarrollar
destrezas en el planteamiento y ejecucién de proyectos de investigacion en
microbiologia periodontal, mediante la participaciébn activa en un grupo de
investigacion consolidado.

2.2 Objetivos especificos:

e Desarrollar destrezas en el planteamiento de proyectos de investigacion
tanto clinicos como de basicas aplicadas a la etiopatogenia de las
enfermedades Periodontales.

e Realizar entrenamiento en multiples técnicas de cultivo y biologia molecular,
incluyendo:

Métodos de cultivo, siembra de muestras en diferentes medios de cultivo,
métodos de diagndstico molecular para bacterias periodontopéticas (PCR
convencional, electroforesis para acidos nucleicos, PCR en tiempo real).

e Explorar desde la teoria el papel que juegan las bacterias en la regulacion de
la respuesta inmune mediante la produccién de acidos grasos volatiles.
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3. Asistencia a Asignatura: INVESTIGACIONES Il

Durante el segundo semestre de 2017 asisti los viernes desde las 9:00 am hasta
las 11:00 am a la asignatura: INVESTIGACIONES II.

3.1. Objetivo especifico por cumplir

Desarrollar destrezas en el planteamiento de proyectos de investigacion tanto
clinicos como de bésicas aplicadas a la etiopatogenia de las enfermedades
Periodontales.

3.2 Justificacion

La asignatura de investigacion Il, hace parte del plan de estudios para la formacion
de odontbélogos generales, en el cual con base a los conocimientos adquiridos
permite al estudiante desarrollarse en diferentes medios como lideres de opinion
gue generen impacto e innovacion en los proyectos que adelanten, que sean
personas inquietas por el conocimiento, que deseen continuar con su proceso
formativo, que se caractericen por la excelencia en su quehacer diario ya sea en el
medio clinico, administrativo, investigativo o docencia, pudiendo enfrentar temas
complejos buscando soluciones con base en la evidencia cientifica.

3.3 Objetivos de la asignatura

Comprender los conceptos fundamentales de metodologia de la investigacion del
disefio de estudios clinicos aleatorizados para poderlos aplicar en su practica como
odontdlogos e investigadores.

Desarrollar la capacidad de evaluar y analizar criticamente la evidencia cientifica
basada en el disefio experimental, (ensayos clinicos aleatorizados).

Identificar las fuentes importantes de informacion y realizar busquedas en las
diferentes bases de datos cientificas.

3.4 Metodologia

e Lecturas de material docente y articulos de los temas planteados.
e Evaluaciones escritas de control de lectura.
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3.5 Actividades realizadas

Presentacion y sustentaciones de trabajos orales.
Reflexion critica de la evidencia cientifica.
Desarrollo de guias

internacionales y
nacionales para la
investigacién
biomédica en seres
humanos.

FECHA ACTIVIDADES ACTIVIDADES TEMA RESPONSABLE
2016-II INDEPENDIENTES PRESENCIALES
DEL APRENDIZAJE DEL
APRENDIZAJE
SESION 1 Induccién Dra Lafaurie.
Julio 22 Pruebas Dra Mora.
diagnoésticas Dra. Sabogal.
basqueda de
abstracts, division
de grupos de
trabajo.
SESION 2 Introduccién. Clase magistral Pruebas Dra. Lafaurie
Julio 29 Lectura diagnésticas
Quiz control de
lectura
SESION 3 Pruebas Taller 1. Pruebas Pruebas Dra. Lafaurie.
Agosto 5 diagnoésticas diagnosticas. diagndsticas
SESION 4 Pruebas Exposiciones guia Pruebas Dra. Lafaurie
Agosto 12 diagnoésticas Seleccion de diagndsticas
Temas:Diagndstico articulos
pulpar
1. Térmicas.
2. Eléctricas.
3. Léser
4. Doppler
Guia JAMA
SESION 5 Pruebas Exposiciones guia Pruebas Dra. Lafaurie
Agosto 19 diagnoésticas Pruebas diagndsticas
Temas: diagnoésticas
Diagnéstico pulpar
1. Térmicas.
2. Eléctricas.
3. Laser
Doppler
Guia JAMA
SESION 6 Clase Bioética:
Agosto 26 Pautas éticas
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Lectura Ensayos Induccién 3 Clase Magistral Dra. Lafaurie
SESION 7 clinicos. equipos.
Septiembre 2 | Quiz control de . Temas de trabajo:
lectura Tema general
Enjuagues bucales
1. CHX + Placebo
2. Aceites
escenciales +
Placebo
3. Aceites
escenciales + CPC
SESION 8 Guia de basqueda Exposiciones Presentacion de | Drs. Equipo
Septiembre 9 | de ensayos clinicos basqueda
Subir actividad a
aula virtual.
SESION 9 Aprobacién de Aprobacién de Presentacion de | Drs. Equipo
Septiembre abstract abstract abstract para
16 aprobacion.
SESION 10 Aprobacion de Aprobacion de Presentacion de | Drs. Equipo
Septiembre abstract abstract abstract para
23 aprobacién
SESION 11 Ensayos clinicos. Clase Magistral Bioestadistica Dra. Lafaurie
Septiembre Andlisis de datos.
30 Estadistica
inferencial. Lectura 'y
Quiz.
SESION 13 Ensayos clinicos. Clase Magistral Bioestadistica Dra. Lafaurie
Octubre 7 Analisis de datos.
Estadistica
inferencial. Lectura y
Quiz.
SESION 14 Tamaho de muestra | Clase Magistral Tamafio de Dra. Lafaurie
Octubre 14 ensayos clinicos muestra
SESION 15 Asesorias Asesorias Asesorias Drs. Equipo
Octubre 21 presenciales en presenciales en presenciales en
oficina oficina oficina
SESION 16 Exposicion final. Exposicion final Exposicién Final | Drs. Equipo
Octubre 28 Grupos 1y 2
SESION 17 Exposicion final. Exposicion final Exposicién Final | Drs. Equipo
Noviembre 4 | Grupos 3y 4
Sesion 18 Exposicion final. Exposicion final Exposicién Final | Drs. Equipo
Noviembre Grupos 5y 6.
11
Sesion 19 Exposicion final Exposicion final Exposicién Final | Drs. Equipo
Noviembre Grupos 7y 8.
18
Sesion 20 Exposicion final Exposicion final Exposicién Final | Drs. Equipo
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Noviembre Grupo 9.

25

4. Rotacién UIBO Microbiologia Oral

4.1 Objetivo especifico por cumplir:
e Realizar entrenamiento en multiples técnicas de cultivo y biologia
molecular, incluyendo:

Métodos de cultivo, siembra de muestras en diferentes medios de
cultivo, métodos de diagnostico molecular para bacterias
periodontopaticas (PCR convencional, electroforesis para acidos
nucleicos, PCR en tiempo real)

4.2 Descripcidn

Viernes de 11:00 — 1:00 y de 2:00 — 6:00pm
Pasantia Laboratorio de Microbiologia
-Llegada al laboratorio 11:00 am

Durante la pasantia la rotacion en el &rea de Microbiologia Oral de UIBO se llevaron
a cabo las actividades de diferentes proyectos.
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La adquisicion de competencias partiendo de este objetivo, se logré de diferentes
maneras. La primera de ellas acompafiando a los investigadores en la realizacion
de técnicas para la identificacion de periodontopatdgenos, que se detallan a
continuacion y participando en la construccion de un proyecto de investigacion
basado en un experimento que hace parte de un proyecto macro del UIBO, titulado:
Evaluacion de microorganismos del complejo rojo y A. actinomycentecomitans en
muestras de pacientes con periodontitis modulados por medicamentos anti-
inflamatorios. A partir del método cientifico, se busco realizar un analisis
retrospectivo de una casuistica previamente muestreada. Se utilizaron los datos
suministrados para desarrollar de alli en adelante, el proceso de andlisis y discusién
de los mismos.

4.2.a Identificacion de Bacterias Periodontopatdgenas por cultivo:

Las muestras de placa subgingival, supragingival o saliva llegan en el medio de
transporte VMGAIIl y 100 pL de las diluciones 10-3, 10-4 y 10-5 son sembradas
en Agar Brucella Sangre enriquecido con Hemina y Menadiona, se incuban a 36°C
en condiciones de anaerobiosis por 7 dias previa rotulacion de las cajas. En el Agar
Brucella pueden crecer multiples microorganismos como: P. gingivalis, T. forsythia,
P. intermedia/P. nigrescens, E. corrodens, C. rectus y Fusobacterium nucleatum.

El Agar MacConkey es utilizado para aislar bacilos Gram negativos no exigentes,
aerobios y anaerobios facultativos. Principalmente utilizado en el laboratorio para
aislar enterobacterias. Dentro de los componentes de este medio de cultivo estan
las peptonas, que aportan nutrientes para el desarrollo de las bacterias, la lactosa
es el hidrato de carbono fermentable por bacterias que tengan esta capacidad, y la
mezcla de sales biliares y el cristal violeta inhiben el desarrollo de bacterias Gram
positivas. Las bacterias se incuban a 37°C durante 24-48horas.

Para aislar Aggregatibacter actinomycetemcomitans se siembran las muestras sin
diluiry 10-1 en Agar TSB tripticasa de soya con bacitracina y vancomicina. Contiene
enzimas digeridas de caseina y soya que aportan sustratos nutricionales ricos en
péptidos, aminoacidos libres, minerales y vitaminas, ademas de carbohidratos. El
amplio rango de suplementos nutricionales estimularia el crecimiento de muchos
microorganismos pero los antibioticos como la vancomicinay la bacitracina lo hacen
un medio selectivo. El cloruro de sodio mantiene el equilibrio osmotico. Las cajas se
incuban a atmédsfera de 10% de CO2 por 3 a 5 dias.

Los microorganismos aislados se resiembran para su adecuada identificacion o
para ser almacenados. En caldo de cultivo BHI (Brain Heart Infusion) se almacenan
y se guardan en agua cuando se quiere realizar identificacion por PCR.
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4.2.b ldentificacion de microorganismos periodontopatdégenos por
PCR convencional:

Las muestras se calientan a 37°C por 10 minutos y se mezclan bien con Vortex. Se
hacen 3 lavados con agua destilada por 0,2ml de suspension bacteriana. El
precipitado de bacterias se suspenden nuevamente en 0,1ml de agua destilada y
se colocan en hielo. Después de centrifugar se toman 5 pL del sobrenadante y se
afiaden a la mezcla: 5uL de Buffer, 1,25 Taq ADN polimerasa y 0,2mM de cada
DNP vy los primers especificos. La concentracion de MgCI2 es diferente para los
microorganismos al igual que las temperaturas de la PCR en cada ciclo. Para T.
forsythia, E. corrodens, P. gingivalis and T. denticola se realiza la desnaturalizacion
a 95°C por 2 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 30
segundos. Etapa de hibridizacién a 60°C por 1 min y extension a 72°C por 1 min.

Electroforesis:

Los productos de la PCR se analizan en un gel de agarosa que son tefiidos con
bromuro de etidio. La presencia de las especies bacterianas de interés se evidencia
a partir de la tincion de una banda especifica para la especie determinada por una
cepa de referencia ATCC. Por ejemplo: P. gingivalis se identifica por la presencia
de amplificacion en la banda de 404 pb, T forsythia por amplificacion en la banda de
641 pb, P. intermedia por amplificacion en la banda de 575 pb.

La técnica de PCR convencional sirve para detectar la presencia de ADN bacteriano
en muestras. Sin embargo, no permite determinar la cantidad de UFC que existen
en la muestra. Por eso se utiliza la gPCR (PCR en tiempo real), cuyo protocolo se
encuentra descrito en detalle mas adelante en la metodologia del Informe:
Evaluacion de  microorganismos del complejo rojo y A
actinomycentecomitans en muestras de pacientes con periodontitis
modulados por medicamentos anti-inflamatorios.
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5. Evaluacion de microorganismos del complejo rojo y A. actinomycentecomitans

en muestras de pacientes con periodontitis modulados por medicamentos anti-
inflamatorios.

5.1 Introduccion:

Se han postulado principalmente 2 mecanismos a partir de los cuales podria existir
una asociacion entre la aterogénesis y la enfermedad periodontal. El primero es la
infeccion de las placas ateromatosas por microorganismos periodontopaticos. El
segundo esté relacionado con la naturaleza inflamatoria de ambas condiciones, las
cuales generan el aumento de sustancias proinflamatorias a nivel sistémico y
podrian regular la respuesta en lesiones vasculares y a nivel del periodonto. Se ha
observado que el manejo de pacientes con enfermedades cardiovasculares con
estatinas ayuda no solo a controlar la hiperlipidemia sino que controla la
ateroesclerosis a partir de su efecto antiinflamatorio, inmunomodulador e incluso
antibiotico. A su vez, estudios anteriores han demostrado una disminucion de los
parametros clinicos periodontales con la administracion de estatinas, mas los
mecanismos a partir de los cuales se logra dicha reduccibn no han sido
esclarecidos. El objetivo de este informe fue evaluar la cantidad de A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis, T. forsythia, T. denticola y E. nordatum en
muestras de placa subgingival de un grupo de pacientes con periodontitis crénica
severa en tratamiento con estatinas para manejo de Sindrome Coronario Agudo y
comparar los resultados con un grupo control de pacientes con periodontitis cronica
severa sin medicacion; a través de gPCR.

5.2. Marco tedrico
5.2.a Definicién de periodontitis cronica

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria cronica multifactorial, y como tal, es
necesario abordar las relaciones que existen entre los diferentes componentes que
determinan el desarrollo de la misma. El factor etiologico de la enfermedad es el
biofilm, que de manera natural recubre las superficies dentales que se encuentran
en contacto con el medio oral. A pesar de ser necesario, el biofilm, este no es
suficiente para desencadenar la enfermedad(1). En la actualidad se han descubierto
mas de 700 especies de bacterias en cavidad oral(2)(3), las mismas se encuentran
en nichos con condiciones metabdlicamente favorables para su desarrollo
particular(4)(5). No obstante, ademas de las condiciones especificas de cada nicho,
las condiciones de la cavidad oral en general cambian constantemente por la
presencia de alimentos que alteran principalmente el pH y la temperatura. La falta
de remocion del biofilm genera en 14 dias la aparicion de signos clinicos de la
gingivitis (enrojecimiento y sangrado)(6). La gingivitis comprende lo que Page y
Schroeder describieron como lesion estable(7), una enfermedad con caracteristicas
de los componentes microbiolégicos e inmunoldgicos diferentes a los de la
periodontitis(1).
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Uno de los interrogantes que aun hoy no ha podido ser completamente esclarecido
es por qué la lesion estable progresa a lesion avanzada, con destruccion Osea y
formacién de bolsas, en otras palabras, periodontitis. La explicacion més aceptada,
aunqgue sin esclarecer los mecanismos especificos por los cuales hay destruccion
de los tejidos periodontales en algunos pacientes, y en otros con niveles de biofilm
parecidos o mayores no hay progresion; tiene que ver con la integracion entre: el
microambiente que se genera en el surco gingival, los conglomerados bacterianos
gue hacen parte del biofilm y la asociacion de las mismas, la respuesta inmunolégica
ante el constante reto bacteriano y sus productos en contacto con las células
epiteliales y al interior del tejido conectivo y, finalmente, el compromiso sistémico
del paciente y determinantes sicosociales del mismo. Estos factores se
interrelacionan en el desarrollo de la enfermedad periodontal, pero la manera como
lo hacen, qué factor resulta més determinante para su progresion o no progresion,
es algo que continua sin ser esclarecido. Es evidente que la extensa variabilidad
genera limitantes grandes para desarrollar modelos universales para explicar la
patogénesis de la enfermedad periodontal. Dicha variabilidad en términos
inmunoldgicos, genéticos o adquiridos, composicion del biofilm (no solo de especies
bacterianas sino también de cepas), condiciones sociales y culturales que modulan
el biofilm y la respuesta inflamatoria en la etiopatogenia de la enfermedad, asi como
comorbilidades que podrian representar factores de riesgo para periodontitis.
Incluso, es probable que la relevancia de los factores mencionados anteriormente
sobre la patogénesis de la enfermedad periodontal sea diferente para cada
individuo. Esto implica que el estudio de la patogénesis de la periodontitis, aun
constituyendo un problema de salud publica en paises como Colombia(8), continte
siendo dificil de determinar y que requiera del apoyo de técnicas moleculares y de
cultivo para su investigacion(9).Es entonces evidente la relevancia que tiene adquirir
conocimiento sobre las técnicas utilizadas en la investigacion la inmunopatogénesis
de la enfermedad periodontal, bien sea para continuar una practica investigativa o
aun para entender los hallazgos cientificos en este aspecto y poder adaptarlos a la
toma de decisiones con respecto al manejo de la entidad que fundamenta la
existencia de la periodoncia.

5.2.b Patogénesis de la Enfermedad Periodontal: Enfoque
Microbiolégico

La observacion de placa subgingival al microscopio por Van Leeuwenhoek en 1663
fue el primer acercamiento a lo que él describié como “animaculos” y que hoy se
sabe comprenden una intrincada red de conexiones entre microorganismos
compartiendo el mismo nicho(5). La capacidad individual de los microorganismos
de sobrevivir y de generar alteraciones en el huésped se ve potenciada en la
organizacién de biofilms frente a los estados planctonicos de las especies que lo
conforman, de ahi que se diga que dichas capacidades son mas que la suma de las
especies que lo conforman. El biofilm es un sistema dinamico en el cual conviven
bacterias de mismo o diferente género, hay comunicacién entre las mismas e
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intercambio de productos metabdlicos y nutrientes que determinan las condiciones
del microambiente en el que se desarrollay por lo tanto determinan la conformacion
de dicho biofilm. EIl biofilm no esta compuesto Unicamente por bacterias, estas se
encuentran embebidas en una matriz de polisacarido que es el medio perfecto para
que haya difusion de nutrientes, desechos, moléculas de comunicacion entre ellas,
y de proteccion frente a sustancias antibioticas.

La composicion del biofilm en pacientes periodontalmente sanos y con periodontitis
ha sido evaluada ampliamente, y gracias a los estudios de Sockansky y Haffajee,
se asociaron diferentes especies bacterianas con la presencia de enfermedad y la
severidad de la misma(10). De esta manera, se propuso a las bacterias mayormente
asociadas a estadios severos de la enfermedad como miembros del complejo rojo:
Tanerella forsythia, Treponema denticola y Porphyromonas gingivalis(10). La
facilidad para cultivar P. gingivalis sobre T. denticola y T forsythia, entre otras
razones, ha hecho que este organismo sea el mas estudiado y catalogado como
principal responsable de la alteracion del equilibrio entre el biofilm y la respuesta del
huésped, teniendo como resultado la pérdida 6sea caracteristica de la enfermedad
periodontal. De esta manera, se han analizado multiples factores de virulencia que
le permiten a P. gingivalis colonizar el surco crevicular, e invadir el epitelio y el tejido
conectivo. Dentro de los factores de virulencia mas importantes se encuentran las
fimbrias como FimA y otras moléculas que le sirven como adhesinas para
coagregarse con otras especies. Las gingipainas le sirven ademas a P. gingivalis
para degradar proteinas, una funcién vital para un microorganismo de metabolismo
proteolitico. Es ese metabolismo anaerobio y proteolitico a su vez, es el que
relaciona a P. gingivalis con estadios de la lesién avanzada, ya que requiere de
productos de la inflamacién, como la hemina de la sangre para obtener hierro, y su
crecimiento y supervivencia se favorecen con la formacion de surcos profundos y
bolsas periodontales. De esta manera a medida que progresa la lesion, las
condiciones son mas favorables para el desarrollo de P. gingivalis y se convierte en
un ciclo, pues tal crecimiento también aumenta la pérdida 6ésea y el mantenimiento
de dichas condiciones en el microambiente de la bolsa periodontal. No obstante, si
bien se han estudiado diversos mecanismos a partir de los cuales P. gingivalis
tendria la capacidad de aumentar la progresion de la lesién, en los ultimos afos se
ha evaluado también el papel que cumple sobre el inicio de la misma.

En condiciones de equilibrio, y como se ha evaluado en pacientes sanos, la
frecuencia de P. gingivalis es baja, sin embargo, este microorganismo ante factores
especificos tiene la capacidad de generar condiciones inflamatorias al interactuar
con la respuesta inmune del paciente de forma particular y producir disbiosis. Dicha
capacidad lo clasifica como una especie piedra angular que altera la relacion biofilm-
huésped alterando la respuesta del tltimo al inducir inflamacion, y a su vez alterando
con esto la composicion del biofilm y el comportamiento de las bacterias que
sobreviven a las nuevas condiciones. Las bacterias que previo a la alteracién de la
respuesta inflamatoria son comensales y que ante condiciones alteradas intervienen
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en la progresion de la enfermedad se conocen como probiontes. La presencia de
las mismas especies en pacientes periodontalmente sanos y en pacientes con
periodontitis, soporta el concepto de probiontes. Adicionalmente, se ha propuesto la
existencia de especies que tienen un papel mixto dentro de la progresién de la
enfermedad periodontal, como Aggregatibacter actomycetemcomitans y
Treponema denticola, ya que inducen de manera importante la inflamacion, pero en
condiciones de salud pueden estar presentes como bacterias comensales(1).

A partir del modelo estudiado en P. gingivalis como director de la patogénesis de la
enfermedad periodontal, resulta evidente la necesidad de analizar las relaciones
entre los microorganismos en el biofilm y la respuesta inmune, que finalmente es la
mayor causante de la destruccion tisular que ocurre en enfermedad periodontal(1).
En el caso de P. gingivalis, como se explicara con mayor detalle mas adelante, esta
cuenta con multiples mecanismos para evadir la respuesta inmune innata,
infectando células dendriticas y macrofagos, pero impidiendo su eliminacién por los
mismos. Ademas de incidir sobre la respuesta inmune innata, se ha demostrado
también que P. gingivalis estimula a células dendriticas para dirigir la diferenciacion
de linfocitos T colaboradores a partir de la presentacién antigénica hacia el perfil
Th17, pro-inflamatorio no especializado en la resolucion de procesos infecciosos
por eliminacion de antigenos.

5.2.c Relacién entre ateroesclerosis y periodontitis

La ateroesclerosis es una enfermedad en la cual la formacion de ateromas en el
endotelio implica el riesgo de producir infarto al miocardio, accidentes
cerebrovasculares, entre otros riesgos con las consecuencias de los mismos a partir
del desprendimiento de la placa ateroesclerética y la oclusion de vasos
sanguineos(11).. Debido a la prevalencia de enfermedades cardiovasculares junto
con la mortalidad causada por las complicaciones ocasionadas por la misma (entre
el 25% y el 40% de las muertes dependiendo del pais) que constituyen la mayor
causa de muerte en el mundo segun la OMS(12), se han realizado estudios de
grandes cohortes para determinar factores de riesgo(11). Entre los factores de
riesgo de infarto, uno de los mas importantes es el nivel de lipoproteinas, no
obstante, existe un porcentaje importante de personas que sufren infarto al
miocardio sin presentar niveles altos de colesterol(2), lo cual hace evidente la
importancia de continuar evaluando factores de riesgo. En primer lugar, la
asociacion entre enfermedad periodontal y enfermedades cardiovasculares se ha
encontrado en estudios epidemiolégicos donde ambas enfermedades
coinciden(11). Sin embargo, tal coincidencia podria a su vez estar determinada por
la alta prevalencia de ambas entidades y con factores de riesgo en comidn mas que
por una relacion de causalidad. Es por eso que se han evaluado por separado los
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diferentes mecanismos a partir de los cuales podria una enfermedad incidir sobre la
patogénesis de la otra.

Por un lado, papel del inflamasoma en la aterogénesis ha sido estudiado y se ha
determinado que es necesario el proceso inflamatorio en la formacion y crecimiento
de la placa ateroesclerética(13)(14). De alli resulta coherente que se haya
empezado a tomar en cuenta como factor de riesgo los niveles de PCR (proteina C
reactiva), la cual hace parte de las proteinas de fase aguda que se elevan con
procesos infecciosos e inflamatorios(2). Se ha demostrado que pacientes con
periodontitis presentan niveles mas elevados de PCR en sangre(15), asi como
niveles elevados de citoquinas pro-inflamatorias que regulan la misma como: TNFa,
IL-18 e IL-6 y aumento de PAF (Factor activador de plaquetas) en fluido
crevicular(16). Ademéas, se ha encontrado que la presencia de bacterias
periodontopaticas en placas ateroescleroticas constituyen el 47.3% del DNA
bacteriano encontrado en pacientes con periodontitis, frente a un 7,2% de estas
especies en ateromas de pacientes sin enfermedad periodontal(17) aunque los
resultados en términos de recuento de bacterias en placa ateromatosa y placa
subgingival son aun contradictorios como se describird mas adelante.

Sin embargo, no solo se ha analizado el rol de la enfermedad periodontal dentro de
la patogénesis de la ateroesclerosis, se ha evaluado también la posibilidad de que
sea proceso de dos vias, en el cual una condicion influye sobre la otra en ambos
sentidos. Investigadores han encontrado en ratones ApoE- infectados con P.
gingivalis, que presentaban no solo aumento en el tamafio de la lesion vascular y
presencia de estas bacterias vivas en la aorta, sino que también presentaron
aumento de la reabsorcién del hueso alveolar y presencia de P. gingivalis viable en
cavidad oral(2).

La presencia de bacterias de la cavidad oral en sangre o bacteremia, ha sido
ampliamente documentada(18)(19). Las vias a través de las cuales los
microorganismos de cavidad oral logran pasar a la circulacién tiene que ver con los
mecanismos con los que cuentan los mismos para infectar tejidos, ya que al entrar
en contacto con las células epiteliales e infectarlas, podrian posteriormente invadir
otras células y llegar a los capilares que nutren los tejidos periodontales(19). A su
vez, la ruptura de barreras epiteliales a partir de microtraumas con el cepillado, la
alimentacion o procedimientos odontolégicos, ponen en contacto la microbiota oral
con los vasos sanguineos(19)(18). Los primeros reportes que intentaban asociar
patdgenos de la cavidad oral con ateroesclerosis enfrentaron el reto de buscar tales
bacterias en placas ateromatosas(20) Haraszthy et al. fueron los primeros en
comprobar la presencia de ADN bacteriano de A. actinomycetemcomitans y P.
gingivalis a traves de pruebas con PCR(21). Sin embargo, encontrar ADN
bacteriano no comprobaba la viabilidad de tales microorganismos antes de las
pruebas. Por lo tanto, fue necesario enfrentar un reto mayor, que implicé cultivar
células endoteliales con tejido ateromatoso y evidenciar por medio de anticuerpos
fluorescentes la presencia de bacterias intactas al interior de las células
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endoteliales(22). Cabe destacar que ademas, se han encontrado diversos
mecanismos a partir de los cuales diferentes especies logran llegar al ateroma, los
cuales hacen parte de los factores de virulencia que les permiten de diferentes
maneras invadir los tejidos(18). Estas diferencias no solo son evidentes entre
diferentes especies, también se han encontrado diferencias entre los mecanismos
utilizados por distintas cepas de una misma especie. Lo anterior concuerda con los
resultados de estudios donde evalGan la variable capacidad de distintas cepas de
invadir células endoteliales(23). Teniendo en cuenta la amplia variabilidad en la
microbiota de poblaciones en ubicaciones geograficas diferentes(24), y de factores
de virulencia expresados por cepas de la misma especie, es probable que el riesgo
de ateroesclerosis se encuentre relacionado con la presencia no solo de ciertas
especies sino también de ciertas cepas en particular.

5.2.d Inflamasomay su relevancia en ateroesclerosis y periodontitis

El ambiente inflamatorio al interior de los vasos sanguineos ha demostrado ser una
condicién necesaria para que haya alteraciéon en el endotelio que favorezca el inicio
de una lesién ateroesclerdtica. Dentro de los factores que favorecen la lesion inicial
en el endotelio se encuentran los niveles altos de especie reactivas de oxigeno ya
que inhiben la sintesis de 6xido nitrico (NO), el cual tiene un efecto protector sobre
el endotelio. Los resultados de un estudio realizado en ratones Itg  6-/- sin dieta
alta en grasa e infectados con una mezcla de bacterias periodontales se destacaron
por un aumento en los niveles de peroxidacion lipidica, radicales libres y expresion
de genes involucrados en la formacion del inflamasoma con disminucién de NO
frente a ratones de la misma cepa no infectados y a ratones WT; lo anterior propone
un papel de la infeccidon cronica polimicrobiana que caracteriza la enfermedad
periodontal en la generaciébn de condiciones inflamatorias necesarias para la
formacién de placas ateromatosas. A pesar de demostrar en el modelo murino Itg 8
6-/- que no es suficiente la presencia de un proceso infeccioso de caracteristicas
similares a las de la enfermedad periodontal en humanos en la ateroesclerogénesis,
es de resaltar que demostré condiciones endoteliales semejantes a las observadas
en placas ateroescleréticas sin la predisposicion genética para generar
ateromas(13).

5.2.e Estatinas en el control de la ateroesclerosis y la enfermedad
periodontal

Otra manera de comprobar asociacion entre las entidades: ateroesclerosis y
periodontitis son los ensayos clinicos controlados, en los cuales el tratamiento sobre
una de las patologias tiene efectos sobre la progresion o reversion de la otra. Dentro
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del manejo de la ateroesclerosis la medicacion con estatinas es la conducta mas
aceptada debido a que ha demostrado reducir el riesgo de eventos
cardiovasculares(25). Lo anterior se ha explicado por la capacidad de inhibir la
sintesis de colesterol por HMG-CoA reductasa (3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A
reductasa), pero ademas, dicha capacidad también ha sido relacionada con un
papel regulador antiinflamatorio, evitando el aumento de factores de riesgo de
enfermedades cardiovasculares, como el colesterol y los triglicéridos, y de
marcadores pro-inflamatorios(2)(25)(26). De esta manera, se ha observado que la
implementacion de estatinas disminuye los niveles de marcadores pro-inflamatorios
y la expresion de TLR -2 en células endoteliales venosas de cordon umbilical
aumentados por infeccibn con Aggregatibacter actinomycetemcomitans(25). Al
mismo tiempo, la evidencia ha sido evaluada con respecto a la influencia del
tratamiento de la enfermedad periodontal, raspaje y alisado radicular, con el
desarrollo y progresion de ateroesclerosis, a partir de la disminucién en factores de
riesgo de ateroesclerosis y marcadores pro-inflamatorios, con cambios
especialmente representativos en pacientes con comorbilidades como diabetes y/o
enfermedad cardiovascular. Por lo tanto, a partir de un metaanalisis de ensayos
clinicos se concluy6 que para disminuir el riesgo de infarto es necesario que los
especialistas tratantes de pacientes diabéticos, cardiovasculares y con periodontitis
deben remitir a los pacientes para manejo periodontal(26).

5.2.f Modelo de influencia de microorganismos periodontopéticos en
aterogénesis.

Como se ha descrito anteriormente, las bacterias periodontopaticas pueden llegar
hasta el endotelio donde se encuentra la lesion ateroesclerética, es preciso
entonces determinar las vias a través de las cuales pueden iniciar o exacerbar la
lesion en el endotelio. A pesar de que existen pruebas que demuestran en modelos
animales la influencia de bacterias y la respuesta inmune que se desencadena a
partir de las mismas en el desarrollo y progresion de los ateromas, no se ha logrado
establecer una relacion de causalidad entre la infeccion con patégenos especificos
y ateroesclerosis(2). No obstante, se han creado modelos que, a partir de
plausibilidad biol6gica comprobada, expliquen la posible relacion de causalidad, el
modelo mas estudiado como se ha dicho, es el de P. gingivalis.

Inicialmente la invasiéon de células endoteliales por P. gingivalis o la activaciéon de
dichas células por medio de sus productos (en forma de vesiculas con gingipainas,
exopolisacarido, etc.) y el reconocimiento de los mismos como PAMPs (patrones
moleculares asociados a patdégenos) inducen la expresion de moléculas de
adhesion y citocinas proinflamatorias y quemotacticas como MCP-1(27). Estas
moléculas a su vez, inducen la proliferacion de células del musculo liso y el
reclutamiento de monocitos que posteriormente se convertirdn en macrofagos que
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reconocen P. gingivalis por medio de receptores TLR (hasta ahora la via més clara
es a partir de receptores TLR 2, y comienzan a expresar citocinas pro-inflamatorias
como: IL-6, IL-18 , TNFa e INFy (18). Los macrofagos ademas, fagocitan por medio
de receptores scavengers LDH oxidada y se convierten en células espumosas que
entran en necrosis y exacerban la respuesta inflamatoria(28).

No obstante, la manera como se ha propuesto que microorganismos
periodontopaticos favorezcan el desarrollo de ateroesclerosis no es de forma directa
como el modelo expuesto anteriormente; también se ha destacado el papel que
tiene el microbioma oral e intestinal en la susceptibilidad a ateroesclerosis en
modelo murino. Se ha comprobado a partir de transplante de microbioma fecal de
ratones con ateroesclerosis a ratones ApoE- bajo una dieta de colina tenian placas
ateromatosas significativamente mayores a los ratones transplantados de cepas no
susceptibles a ateroesclerosis(29). A su vez, la infecciébn con P. gingivalis ha
demostrado alterar el microbioma intestinal, y con ello el balance en los perfiles de
expresion de citoquinas de linfocitos T en el intestino (el perfil Th17 aumenta la
inflamacion y el Treg regula la respuesta)(30).

El modelo murino para evaluar la relacion entre enfermedad periodontal y
ateroesclerosis ha sido el mas estudiado. Este modelo cuenta con dos limitantes y
ya que de manera natural, los ratones no desarrollan ateroesclerosis ni enfermedad
periodontal. Es necesario entonces utilizar diferentes cepas mutantes para adaptar
el modelo a las condiciones de estas dos patologias. Para desarrollar
ateroesclerosis se utilizan ratones ApoE-(2)(13). Al mismo tiempo, para generar
periodontitis se han utilizado diferentes modelos que incluyen desde el modelo de
induccion con ligadura que se ha abandonado dltimamente para adoptar modelos
mas acertados que incluyen la infeccion con bacterias de cavidad oral humanas. Un
modelo bastante interesante es el de infeccibn polibacteriana con
periodontopatdgenos en ratones Itg B 6-/-, es decir, carecen de integrina g 6(13). La
razon por la cual este modelo surge como una alternativa interesante para estudiar
la relacion de la enfermedad periodontal con la patogénesis de otras afecciones, es
porque la falta de integrina B 6, expresada por células del epitelio de unién, genera
tanto la formacién de bolsas periodontales por migracion apical de dicho tejido,
reabsorcion 0sea subyacente y lo mas importante, inflamacion en el tejido
gingival(13). Ademas, la integrina 6 tiene la capacidad de activar el TGF(1 y este
pertenece al perfil antiinflamatorio dentro de la patogénesis de la periodontitis en
humanos Se ha demostrado que la inoculacion de esta cepa de ratones con
bacterias periodontopéticas favorecen el desarrollo de los signos de la periodontitis
en humanos, lo cual se explica porque el ambiente anaerobio que genera la
migracion apical del epitelio de unién representa un nicho favorable para las
especies bacterianas de interés(13).
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5.2.g Porphyromonas gingivalis: posibles mecanismos involucrados

en la aterogénesis
Como se ha mencionado anteriormente, el microorganismo periodontopatico mas
estudiado buscando asociar la periodontitis con ateroesclerosis es P. gingivalis,
aunqgue no es el tnico. P gingivalis, dentro de los factores de virulencia que podrian
ser expresados por las diversas cepas presenta, fimbrias como FimA,
hemaglutininas y gingipainas(18). A partir de estos factores, el microorganismo tiene
la capacidad de invadir células no pertenecientes al sistema inmune (como células
epiteliales y endoteliales), y también células dendriticas(22) y macréfagos(18). La
infeccion de células endoteliales por parte de microorganismos como P. gingivalis,
induce la liberacion de productos pro-inflamatorios con propiedades quemotacticas,
induciendo la migracién de monocitos, la produccion de factores procoagulantes y
aumento de la proliferacién de células del musculo liso. Por otro lado, al infectar de
manera especifica macrofagos o células dendriticas, limita la posibilidad de ser
eliminada por parte de estas células. P. gingivalis tiene varias posibilidades de entrar
a la célula y evadir la respuesta inmune mientras permanece inalterada al interior
de la célula del huésped(22).

5.2.h Mecanismos de P. gingivalis para evadir larespuesta inmune

Ademas de los factores de virulencia mencionado anteriormente, P gingivalis se ha
adaptado para evadir la respuesta inmune innata y evitar asi el control de la
infeccion por parte de la respuesta adaptativa del huésped. En primer lugar, posee
lipopolisacarido que gracias al recubrimiento del lipido A es inmunoldgicamente
inerte y por lo tanto no activa los TLR 4 de las células huésped, de alli que el
reconocimiento de este microorganismo este dado principalmente por TLR2(31).
Dicho reconocimiento es a su vez aprovechado por el microorganismo para ser
fagocitado mas no eliminado, y lo hace estimulando CR3, un receptor especializado
en fagocitosis de restos apoptéticos y no en destruccion de antigenos(32). De esta
manera P. gingivalis no es destruida al interior de la célula. Al mismo tiempo, la
fagocitosis por medio de CR3 inhibe la produccion de IL-12, que es importante
activadora de mecanismos antimicrobianos(32).

Por otro lado, P. gingivalis también genera un aumento de los niveles de la C5a, al
clivar C5 por medio de las gingipainas. A pesar de que C5a es una anafilotoxina que
ademas de favorecer la degranulacion de granulocitos induce el reclutamiento de
leucocitos, genera un aumento de su concentracion, aumentando la activacion de
CR5 y con ello la concentracion de cAMP al interior de la célula, inhibiendo la
produccion de éxido nitrico, importante en la respuesta antimicrobiana. De la misma
manera, hay inhibicion de la transcripcion de IL-12, y aumento de la expresion de
otras citoquinas pro-inflamatorias como IL-1B3, IL-6 y TNF-q, lo cual favorece a P.
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gingivalis, ya que el proceso inflamatorio y la subyacente destruccion de tejidos
aumenta la disponibilidad de sustratos nutricionales como la hemina(32).

El efecto potenciador que tiene la activacion de CR5 adicional al efecto generado
por estimulacion de TLR2, es igual al que se genera por reconocimiento de la
fimbrias por parte de CXCR4. De hecho se ha propuesto que la inhibicién de la
destruccion del microorganismo mediada por 6xido nitrico es lograda Unicamente
por estimulacién de los tres receptores mencionados para aumentar lo suficiente los
niveles de cAMP(32).

La relevancia de los mecanismos descritos anteriormente para evadir la respuesta
inmune es evidente teniendo en cuenta que se ha determinado un papel de TLR 2
en el desarrollo y progresion de lesiones ateroesclerdticas ante la infeccién con P.
gingivalis en modelo murino(33). Se ha evidenciado un aumento de citoquinas
proinflamatorias como INFy y IL-1 B en las placas ateromatosas en ratones
infectados con P. gingivalis, el aumento de IL-6, TNF a e IL-1 8 en ratones con TLR2
comparados con ratones carentes de TLR 2(31). El aumento de estas citocinas no
es evidente Unicamente a nivel sistémico, sino que la infeccién por P. gingivalis
genera un mayor aumento principalmente en el sitio de la lesion(31).

5.2.i Otros microorganismos periodontopéticos que han sido
relacionados con enfermedades cardiovasculares

Ademas de P. gingivalis, otras especies periodontopéticas han sido detectadas y
cuantificadas con reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (PCRq) a
partir de placa ateroesclerética de pacientes con enfermedad cardiovascular y
periodontitis. En estos pacientes se ha comparado la presencia y frecuencia de
microorganismos periodontopaticos de la placa arterial con el grado de severidad
de la enfermedad periodontal. Ishihara et al. en 2004 compararon las frecuencias
de microorganismos: P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans, T. forsythia, T.
denticola y C. rectus en placas arteriales de pacientes con enfermedad
cardiovascular observando una frecuencia de 21.6%, 23.3%, 5.9%, 23.5% y 15.7%
respectivamente, y las compararon con la frecuencia de las mismas especies en
placa subgingival en 51 pacientes con enfermedad cardiovascular con periodontitis,
encontrando que la presencia de P gingivalis y de C . rectus en placa ateromatosa
se correlacion6 con la detecciéon de las mismas en placa subgingival(34). Por su
parte, Padilla et al. encontraron crecimiento de A. actinomycetemcomitans solo en
2 muestras de placa ateromatosa, relacionada con la presencia de este
microorganismo también en placa subgingival de los mismos 2 pacientes; en el resto
de pacientes el microorganismo mas frecuente fue P. gingivalis en 6 muestras
subgingivales y T forsythia que fue identificada en 2 muestras periodontales(35).
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Kozarov et al. en 2006 evaluaron la presencia de microorganismos
periodontopatégenos en placas ateromatosas como: A. actinomycetemcomitans,
P. gingivalis, P. intermedia, Treponema denticola, E. corrodens y T. forsythia en
placas ateromatosas de 29 individuos divididos en un grupo de individuos jovenes
y otro de adultos mayores. En el grupo de jévenes encontraron frecuencias de A.
actinomycetemcomitans 40%, P. gingivalis: 18.3% P. intermedia 15%, T.
denticola:19.1%, E. corrodens: 17.5% y T. frosythia: 15 %, frente al grupo de adultos
mayores con frecuencias de A. actinomycetemcomitans: 55.5%, P. gingivalis:
88.8%, P. intermedia: 77.7%, T. denticola: 33.3% E. corrodens: 22.2% y T. forsythia
22.2%(36). En 2007 Aimetti et al. intentaron evaluar la relacion entre la composicién
de la placa bacteriana subgingival con el recuento de especies periodontopatdgenas
en placa ateromatosas de 33 pacientes con ateroesclerosis y periodontitis. Los
autores detectaron en placa subgingival prevalencia de T. forsythia, P. gingivalis, T.
denticola, P. intermedia, y A. actinomycetemcomitans en: 69.7%, 63.6%, 54.5%,
45.4%, y 33.3%. Sin embargo, no encontraron presencia de dichos
microorganismos en placa ateromatosas(37). Gaetti-Jardim et al. por su parte,
encontraron ADN bacteriano y ADN de bacterias periodontopatdgenas en el 92,3%
de las muestras con frecuencias de: Prevotella intermedia (59%), Porphyromonas
gingivalis (53.8%), A. actinomycetemcomitans (46.2%) T. forsythia (25.6 %)(17).

Otros estudios no sélo han evaluado la presencia de bacterias periodontales en
placas ateromatosas sino también, en muestras de valvulas cardiacas. De Oliveira
et al. encontraron en 42 pacientes con alteracion de valvulas cardiacas y bolsas
periodontales mayores a 4mm una frecuencia de P. gingivalis y T. denticola mayor
al 75%(27). Mientras que, Serra et al. evaluaron con PCR las especies bacterianas
presentes en pacientes con enfermedad coronaria obstructiva, cateterismo vy
periodontitis y determinaron que los microorganismos periodontopaticos mas
frecuentes en placa subgingival fueron del filum: Eikenella corrodens (50%),
Veillonella atypica (33%), Aggregatibacter sp (33%) Campylobacter concisus (50%),
Treponema sp (33%)(38).

5.2.] Efecto de las estatinas sobre la condicion periodontal y

microorganismos periodontopaticos.
Se ha observado que su uso adicionado a terapias de prevencién primaria o
secundaria, tiene un resultado benéfico para los pacientes. También se ha podido
encontrar en diferentes estudios, que las estatinas pueden modificar el curso clinico
de la inflamacion inducida por bacterias, a través de la disminucién de la adhesién
de leucocitos al endotelio vascular y disminucion de liberacion de citoquinas
inflamatorias, mitigando la disfuncion endotelial, que es el primer paso de la
enfermedad(39). Ademas de estimular propiedades en el tejido 6seo, las estatinas
también tienen otros efectos pleiotropicos, tales como efectos antiinflamatorios e

Pagina 24 de 54



inmunomoduladores. Estos farmacos han sido ampliamente estudiadas debido que
podrian ser beneficiosos en la formacién de hueso, la reduccion de la inflamacion y
la inmunomodulacién(40). Por esto, es importante tener en cuenta el tratamiento
farmacolégico que reciben los pacientes con antecedentes de evento
cardiovascular, debido a que puede influenciar en la condicion periodontal.

En estudios como el de Kozarov et al, en 2014 se encontré que el impacto de altas
dosis de atorvastatina fue mayor en individuos con evidencia de periodontitis activa,
y era evidente después de un periodo de tratamiento de 4 semanas. Después de 12
semanas, hubo una reduccion significativa en la inflamacion periodontal en los
pacientes asignados al azar a atorvastatina de 80mg versus 10 mg(39).

En un estudio in vitro, se evaluo la actividad antimicrobiana de la simvastatina sobre
patdgenos periodontales especificos, P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans
donde ambas bacterias fueron sensibles al medicamento. Clinicamente, los
pacientes con periodontitis bajo tratamiento con estatinas tienen un 37% menos de
bolsas periodontales patoldégicas en comparacién con los que no reciben la
medicacion. Mejora los parametros clinicos y defectos infradseos ya que se observo
relleno después de la terapia de raspaje y alisado radicular, al aplicar la simvastatina
tépicamente(41). En un analisis retrospectivo con 7 afios de seguimiento, la
administracion sistémica de simvastatina mostré un menor riesgo para la pérdida de
dientes en pacientes con periodontitis(42). Por lo tanto, en este contexto,
simvastatina puede jugar un papel doble en el tratamiento de la hiperlipidemia para
prevenir la Enfermedad Cardiovascular y la periodontitis, lo que podria impedir la
prescripcion de antimicrobianos para pacientes con periodontitis que ya estan bajo
tratamiento con estatinas.

Estudios previos han atribuido la accion antimicrobiana de las estatinas a un
aumento de la depuracién bacteriana o mediante la promocion de la apoptosis de
las células microbianas. Ademas, la naturaleza hidrofobica de la simvastatina
también explica su accion antibacteriana, penetrando la membrana bacteriana y de
esta manera causando su muerte. Sin embargo, el exacto mecanismo de accion
necesita mas investigacion(41).

Los mecanismos exactos de los efectos antimicrobianos de las estatinas no se
conocen y la diferencia en la CMI entre las estatinas podria ser relacionados con la
diferencia en su estructura quimica y en como se producen. La Simvastatina, es un
producto natural de la fermentacidon por hongos y tiene mas propiedades
antibacterianas de actividad intrinseca, que la Fluvastatina, que es un producto
sintetizado quimicamente. Diferentes efectos antimicrobianos de las estatinas
sugieren la especificidad con respecto a la muerte mediada por estatinas. Las
concentraciones plasmaticas alcanzadas de las estatinas no actian de manera
significativa contra estos microorganismos orales, por lo que se requiere una
concentracion mucho mayor de estatinas para la actividad antimicrobiana; Esto se
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puede lograr a través de una aplicacion local en forma de un enjuague bucal con
estatina o un gel tépico de estatinas Las estatinas pueden convertirse en una
alternativa antimicrobiana viable, o adjunta, contra la aparicion de antibi6ticos
resistentes a microorganismos y a la toxicidad de altas dosis de antibioticos, pero
se necesitan estudios adicionales para determinar si las estatinas pueden ser
solubilizadas para que los pacientes, con enfermedades cardiovasculares, puedan
usar la medicacion como un beneficio contra las enfermedades orales
infecciosas(43).

5.3 Objetivos

Comparar la concentracion de microorganismos de complejo rojo y A.
actinomycemcomitans en pacientes con periodontitis crénica modulados con
estatinas a altas dosis y pacientes con periodontitis sin medicacion anti-inflamatoria.

5.4 Metodologia

Se seleccionaron muestras de placa subgingival de 31 pacientes, 16 pacientes eran
pacientes con periodontitis avanzada modulados con estatinas posterior a un evento
coronario con altas dosis medicados con un minimo de 6 semanas posterior a un
evento coronario y 15 pacientes con periodontitis crénicas sin condicién sistémica.
Las muestras fueron procesadas en el laboratorio de microbiologia oral del Instituto
UIBO y algunas de ellas procesadas dentro de la rotacién extramural.

5.4.a Grupo Sindrome coronario agudo modulado con estatinas

Criterios de seleccioén

e Sindrome coronario agudo con o sin elevacion del ST en el ultimo mes
a la evaluacion clinica periodontal.

e Pacientes con periodontitis severa de acuerdo a los criterios del CDC.
Por lo menos 5 sitios con bolsas > 6 mm

e Paciente estable (Tension arterial <140/90 mm Hg, sin angina, sin
disnea, sin arritmias y con saturacion > al 90%)

e Menor o igual a 70 afios

e Pacientes sometidos a angioplastia con colocacion de Stent.
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e Pacientes manejados segun el protocolo atencion del paciente con
sindrome coronario agudo de la clinica Shaio que incluye
antiagregacion plaquetaria dual, antihipertensivos, inhibidores de la
enzima convertidora de angiotensina o bloqueadores de los
receptores de la angiotensina, estatinas a altas dosis (atrovastatina 40
mg) y betabloqueadores, combinado con cambios en el estilo de vida.

Criterios de exclusion

e Pacientes con diabetes mellitus

e Paciente con obesidad.
e Pacientes fumadores activos
e Paciente con enfermedades autoinmunes

e Historia de infeccién aguda en los ultimos 3 meses

e Antibioticoterapia en los ultimos 3 meses

e Pacientes con menos de 6 dientes en boca

e Pacientes con tratamiento periodontal en los ultimos de 6 meses
e Consumo de AINES

e Consumo de corticoides

5.4.b Grupo control de periodontitis cronicas

Criterios de seleccioén

e Pacientes con periodontitis crénica severa de acuerdo a los criterios del
CDC-AAP

e Por lo menos 5 sitios con bolsas > 6 mm
e Sanos sistémicamente

Criterios de exclusién

e Consumo de bifosfonatos

e Tratamiento periodontal en los ultimos 6 meses
e Pacientes fumadores activos

e Antibioticoterapia en los ultimos 6 meses

e Consumo de AINES

¢ Consumo de corticoides
e Consumo de estatinas
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5.4.b Evaluacion de microorganismos periodontopaticos en placa
subgingival:

La deteccion de P. gingivalis, T. forsythia, T. denticola, A. actinomicetecomitans y
E. nodatum, en muestras de placa subgingival fue realizada por PCR en tiempo
real con cuantificacion absoluta que permite confirmar el nimero de unidades
formadoras de colonias (UFC). Para la identificacion de P. gingivalis se emplearon
los primers y la sonda de hidrolisis reportados por Boutaga et al., 2003. La mezcla
de reacciéon contenia MgCI2 3 mM, buffer 1X [GoTag Polimerasa® (Promega)],
dNTPs 0,1 mM, sonda especifica para P. gingivalis 0.9uM, primers 1uM y DNA
GoTaq Polimerasa® (Promega) 0.125U.

Para A. actinomycetemcomitans la mezcla de reaccién contenia MgCl2 3 mM, buffer
1X [GoTaqg Polimerase®] (Promega), dNTPs 0,2 mM, sonda especifica para A.
actinomycetemcomitans 0.5uM, primer sentido 0.3uM, primer antisentido 0.9uM vy
DNA GoTaq Polimerase® (Promega) 0.125U de acuerdo con el protocolo reportado
por Boutaga et al., 2005.

T. forsythia fue identificada de acuerdo con el protocolo reportado por Morillo et al.,
2004, y las concentraciones ajustadas para la mezcla de reaccién constituyo de
3,5mM de MgCI2, buffer 1X [GoTaq Polimerase®] (Promega), dNTPs a una
concentracion de 0.2mM, primers 2uM, sonda especifica para T. forsythia 0,5 pM y
DNA GoTaq Polimerase® (Promega) 0.125U.

Para la identificacion de T. denticola se sigui6 el protocolo de Yoshida et al., 2004,
la mezcla de reaccién contenia 2.25mM de MgCI2, buffer 1X [GoTaq Polimerase®]
(Promega), dNTPs 1,5mM, primers 0,5 uyM, sonda especifica para esta bacteria 0,5
MMy DNA GoTaq Polimerase® (Promega) 0.125U.

Para la identificacion de E. nodatum fueron disefiados los primers usando la
secuencia reportada en el GenBank niumero Z36274.1 que corresponde al gen que
codifica para rRNA 16S, las secuencias de los primes y la sonda de hidrolisis se
disefiaron usando el programa Primer3Plus (http://primer3plus.com/), una vez
obtenidas las secuencias la especificidad fue confirmada con Primer-BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), ademéas de PCR in silico. Las
condiciones de amplificacién fueron estandarizadas y las concentraciones finales
para la amplificacion fueron 3mM de MgCI2, buffer 1X [GoTaq Polimerase®]
(Promega), dNTPs 0,1mM, primers 1 uM, sonda especifica 0,5 uM, DNA GoTaq
Polimerase® (Promega) 0.125U. En la Tabla 1. se encuentran listados todos los
primers y sondas para cada bacteria.

Todas las muestras fueron amplificadas en un termoclador BioRad CFX 96 y se
sometieron a un ciclo de amplificacion inicial de 95°C durante 10 min, seguido de
45 ciclos a 95°C durante 15 s y 60°C durante 1 min. La cuantificacion absoluta se
realizd con ayuda de curvas de calibracién que se hicieron para cada una de las
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bacterias con muestras de ADN que tienen cantidades conocidas de bacterias en
UFC, los datos fueron pasados a Logl0 para realizar el analisis estadistico. Tanto
para las curvas de calibracion como para los controles positivos se usaron ADN de

cepas de referencia para cada una de las bacterias (Metodologia tomada del
Laboratorio UIBO Microbiologia oral).
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Tabla 1. Listado de primers y sondas empleados para la deteccién de bacterias en placa subgingival

Bacteria Primers Sonda Referencia
F5-GCGCTCAACGTTCAGCC-3

P. gingivalis 5- Cal Fluor Red -CACTGAACTCAAGCCCGGCAGTTTCAA-3- BHQ-2 Boutaga et al.(44)
R5-CACGAATTCCGCCTGC-3

A. F5°-GAA CCT TAC CTACTC TTG ACA

actinomycete

TCC GAA-3’

S- FAM-AGA ACT CAG AGATGG GTT TGT GCC TTAGGG- BHQ-1

Boutaga et al.,

R5’-TGC AGC ACC TGT CTC AAA GC- 2005(45)
mcomitans 3
. . Morillo et al.,
T. forsythia F5'-TCCCAAAGACGCGGATATCA-3" | o pey _cCGCGACGTGAAATGGTATTCCTC-3' BHQ-1
R 5'-ACGGTCGCGATGTCATTGT-3" 2004(46)
F-5-
. Yoshida et al.,
T. denticola | AGAGCAAGCTCTCCCTTACCGT-3 Quasar 670-CAGCGTTCGTTCTGAGCCAGGATCA- BHQ-2 (
R-5"- 2004(47)

TAAGGGCGGCTTGAAATAATGA-3’

E. nodatum

F: 5'-AAGCAACGCGAAGAACCTTA-3’

R: 5’-CTCCACTGTTCCGAAGAAGG-3’

FAM- CCAGGACTTGACATCCCACT- BHQ1

Instituto UIBO
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5.5 Resultados

En la tabla 2 se observan las caracteristicas de edad y sexo de los pacientes
evaluados. La edad de los pacientes no mostro diferencias significativas aunque los
pacientes con historia de sindrome coronario tenian mas hombres que el grupo de

control.

Tabla 2. Tabla demogréfica

GRUPO CONTROL GRUPO SCA
PACIENTE EDAD SEXO PACIENTE EDAD SEXO

1 53 M 1 53 M
2 67 F 2 62 M
3 58 F 3 56 M
4 49 M 2 o3 v
5 60 F : s .
6 5 M 6 60 F
7 52 M

8 56 F ’ >8 M
9 62 F 8 >3 M
10 67 M & 58 M
11 54 F 10 >/ M
12 60 M 11 51 M
13 49 F 12 61 M
14 58 F 13 70 F
15 65 M 14 59 M
16 62 M 15 59 M

La cuantificacion de microorganismos periodontopaticos se observa en la tabla 3 y
la frecuencia se evalué como la presencia o ausencia de cada microrganismo en
placa subgigival. En las figuras 1 a 5 se observan las graficas box plot para decribir
graficamente la concentracion de los diferentes microrganismos. La concentracion
para cada especie fue comparada por la prueba de suma de rangos de Wilcoxon ya
gue los datos no siguieron la distribucion normal. Cada analisis fue realizado con un
nivel de confianza del 95% p<0.05.
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Tabla 3. Cuantificacion de microorganismos periodontopaticos en Log 10 para Grupa SCA

y Grupo Control

GRUPO SCA

PACIENTE qPCR Aa- C Log 10 qPCR Pg-C Log1l0 gPCR Tf- C Log10 gPCR Td- C Logl10
1 0 6,83 4,56 4,20 0
2 0 5,15 0 0 d 1,96
3 0 7,21 9,09 3,59 f 3,70
4 0 7,31 9,20 4,12 f 4,54
5 0 4,55 7,05 0 f 3,22
6 0 7,46 8,53 3,79 f 4,00
7 0 7,02 8,84 0 0
8 0 4,83 3,4 3,52 g 1,90
9 0 4,36 7,35 1,97 f 2,78
10 0 6,95 4,56 3,66 f 3,59
11 0 2,23 7,50 2,55 g 3,36
12 0 6,32 8,67 0 f 2,92
13 0 0 8,18 2,59 0
14 0 7,02 9,90 3,19 g 4,32
15 0 6,58 6,32 4,47 f 4,50

GRUPO CONTROL

PACIENTE gqPCR Aa- C Log 10 qPCR Pg-C Log1l0 qPCR Tf- C Logl0 gPCR Td-C Log10 gPCR En-C Log 10
1 5,17 8,11 9,51 5,57 6,36
2 2,97 7,88 9,13 5,15 5,35
3 0 6,77 8,76 3,64 0
4 4,64 7,97 8,76 4,69 5,88
5 0 7,32 8,88 6,57 6,1
6 0 8,51 9,64 6,42 6,62
7 6,04 8,69 9,73 6,55 6,3
8 3,16 9,01 9,93 6,87 5,94
9 5,86 8,27 9,47 0 6,31
10 0 5,71 8,91 4,35 4,64
11 0 5,79 6,56 8,73 9,67
12 0 6,68 0 9,08 9,87
13 0 45 7.1 0 3,29
14 0 3,82 8,19 4,3 9,05
15 0 6,87 9,38 4,78 9,99
16 0 0 8,52 4,6 9,28
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Tabla 4. Deteccion de microorganismos periodontopéticos con frecuencia de identificacion
(%)

GRUPO SCA
Microorganismo Prevalencia (%)
A. actinomycetemcomitans 37
P. gingivalis 93
T. forsythia 87
T. denticola 68
E. nordatum 75

GRUPO CONTROL

Microorganismo Prevalencia (%)
A. actinomycetemcomitans 0
P. gingivalis 93
T. forsythia 93
T. denticola 87
E. nordatum 93

Como se observa en la tabla 4, se presentd una mayor frecuencia de T. forsythia, T.
denticola y E. nodatum en pacientes control con periodontitis crénica sin modulacién.

Figura 1. Box plot de las concentraciones de A actynomicentemcomitans en pacientes
con periodontitis crénica con y sin modulacién de estatinas. Observese la mayor
concentracion de microorganismos en el grupo control. Valor p=0.1377, no se observan
diferencias significativas para las concentraciones de A actynomicentemcomitans entre los
grupos.

Control Sindrome coronario

oA

Graphs by Grupo
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Figura 2. Box plot de las concentraciones de P. gingivalis en pacientes con
periodontitis crénica con y sin modulacién de estatinas. Observese la mayor concentracion
de microorganismos en el grupo control. Valor p=0.29, no se observan diferencias
significativas para las concentraciones de P. gingivalis entre los grupos.

Control Sindrome coronario

10
L

(= L]

Graphs by Grupo

Figura 3. Box plot de las concentraciones de T. forshytia en pacientes con
periodontitis cronica con y sin modulacion de estatinas. Obsérvese la mayor concentracion
de microorganismos en el grupo control. Valor p=0.013 se observan diferencias
significativas para las concentraciones de T. forshytia entre los grupos.

Control Sindrome coronario
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Figura 4. Box plot de las concentraciones de T. denticola en pacientes con
periodontitis cronica con y sin modulacion de estatinas. Obsérvese la mayor concentracion
de microorganismos en el grupo control. Valor p= 0.0084, se observan diferencias
significativas para las concentraciones de T. denticola entre los grupos.

Control Sindrome coronario
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Graphs by Grupo

Figura 5. Box plot de las concentraciones de E. nodatum en pacientes con
periodontitis cronica con y sin modulacion de estatinas. Obsérvese la mayor concentracion
de microorganismos en el grupo control. Valor p=0.001, se observan diferencias
significativas para las concentraciones de E. nodatum entre los grupos.
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5.6 Discusion de los resultados

La composicién de muestras de placa subgingival ha sido reportada en muchos
estudios, bien sea evaluada a partir de la identificacion de bacterias por las
diferentes modificaciones de PCR, o por cultivo. En este estudio fue identificado A.
actinomycetemcomitans Unicamente en el grupo control con una baja prevalencia,
lo cual contrasta con estudios anteriores evaluando la presencia de este
microorganismo en placa subgingival. Boutaga et al, encontr6 una prevalencia de
90% de A. actinomycetemcomitans en pacientes con periodontitis cronica (48).
Padilla et al, por su parte, encontraron esta especie en 7 de 12 pacientes con
enfermedad cardiovascular y periodontitis(35). Tales resultados concuerdan con los
de Figuero et al. con una prevalencia de A. actinomycetemcomitans en 66.7%. No
obstante, Lafaurie et al. encontraron A.actinomycetemcomitans con menor
prevalencia (16,5%) en pacientes con periodontitis cronica en poblacion
colombiana; la frecuencia de este microorganismo en pacientes con periodontitis
cronica se ha reportado un rango variable entre 5% y100%(49). El no encontrar este
microorganismo en pacientes modulados por altas dosis de estatinas podria
deberse a la modulacion antimicrobiana reportada para este microorganismo
(Emani, et al. 2014).

Para la prevalencia de P. gingivalis los resultados de este estudio se encontraron
entre los rangos reportados por otros estudios de 3,7% a 100%(50)(51)(49)(35). T.
forsythia de igual manera, ha sido identificados con rango entre 73% y 93%(51),
mientras que, T. denticola ha sido identificada en un rango entre 17.6% vy
64.0%(27)(34) cercano al resultado del presente estudio (68%),

Con respecto a los resultados de la comparacion entre el grupo SCA modulado con
altas dosis de estatinas y el grupo control, la disminucién estadisticamente
significativa para T. denticola, T. forsythia y E. nordatum en el grupo SCA podria
estar relacionada con el tratamiento con estatinas en estos pacientes. Ademas del
papel antiinflamatorio que cumplen las estatinas en el manejo de pacientes con
SCA, también se ha propuesto un potencial antibiético(39). No obstante, dicho
potencial podria estar relacionado con la capacidad que tienen las estatinas para
disminuir marcadores de inflamacién como la PCR y reducir también signos clinicos
de inflamacion(52), mas que por una injuria directa sobre microorganismos.

El presente estudio tiene un namero limitado de muestras sumado a que no existe
seguimiento para evaluar cambios en las mismas, lo cual impide determinar con
seguridad una que la disminucion en la frecuencia de microorganismos
periodontopaticos en el grupo SCA esté relacionada con el tratamiento con
estatinas, sin embargo la disminucion significativa en la identificacion 2
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microorganismos pertenecientes al complejo rojo de Socransky(10) es un resultado
interesante que una vez mas hace imperativo cuestionarse acerca del papel de
estos microorganismos dentro de la patogénesis de la enfermedad periodontal y del
Sindrome coronario agudo. Por lo tanto, es necesario llevar a cabo estudios con
tamafos de muestra mayor con un seguimiento que permitan establecer relaciones
entre la composicion de la placa subgingival y las enfermedades cardiovasculares
y asi como determinar los efectos de las estatinas sobre tal composicion.

5.7 Conclusion

A pesar de la reportada variabilidad existente entre la microbiota oral en diferentes
poblaciones, los resultados de este estudio piloto en poblacion colombiana
evidencian una disminucion significativa de la identificacion de dos bacterias del
complejo rojo, T. forsithya y T. denticola, asi como de E. nordatum, en un grupo de
pacientes con SCA modulados con altas dosis de estatinas y periodontitis; frente al
grupo control (periodontitis sin alteraciones sistémicas.
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6. Produccion de acidos grasos de cadena corta
por microorganismos periodontopaticos en un
poblacién Colombiana.

Objetivo especifico por cumplir:
e Explorar desde la teoria el papel que juegan las bacterias en la regulacion de
la respuesta inmune mediante la produccion de acidos grasos volatiles.

Para este ultimo objetivo, se construy6 a partir de una revision tedrica sobre
la regulacion de la respuesta inmune por acidos grasos de cadena corta que
sustenta la realizacidén de una futura investigacion en poblacion colombiana.
Se realiza un articulo de revision del tema propuesto, que se anexa en el
formato correspondiente.
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Revision. Regulacidon de la respuesta inmune por
acidos grasos de cadena corta producidos por

periodontopatdogenos.

INTRODUCCION

La periodontitis es una enfermedad
inflamatoria crénica multifactorial, y como
tal, es necesario abordar las relaciones
que existen entre los diferentes
componentes que determinan el
desarrollo de la misma. El factor etioldgico
de la enfermedad es el biofilm, que de
manera natural recubre las superficies
dentales que se encuentran en contacto
con el medio oral(1). A pesar de ser
necesario, el biofilm no es suficiente para
desencadenar la enfermedad(2). En la
actualidad se han descubierto mas de 700
especies de bacterias en cavidad
oral(3)(4), las mismas se encuentran en
nichos con condiciones metabolicamente
favorables para su desarrollo
particular(5)(6). No obstante, ademas de
las condiciones especificas de cada
nicho, las condiciones de la cavidad oral
en general cambian constantemente por
la presencia de alimentos que alteran
principalmente el pH y la temperatura. La
falta de remocion del biofilm genera en 14
dias la aparicién de signos clinicos de la
gingivitis (enrojecimiento y sangrado)(7).

La gingivitis comprende lo que Page y
Schroeder describieron como lesion
estable(8), una enfermedad con
caracteristicas de los componentes
microbioldgicos e inmunoldgicos
diferentes a los de la periodontitis(2)(9).

Una de las interrogantes que aun hoy no
ha podido ser completamente esclarecida
es por qué la lesion estable progresa a
lesibn avanzada, con destruccion 6sea y

formacion de bolsas, en otras palabras,
periodontitis. La  explicacion  mas
aceptada, aunque sin esclarecer los
mecanismos especificos por los cuales
hay destruccion de los tejidos
periodontales en algunos pacientes, y en
otros con niveles de biofilm parecidos o
mayores no hay progresion; tiene que ver
con la integracion entre: el microambiente
gue se genera en el surco gingival, los
conglomerados bacterianos que hacen
parte del biofilm y la asociacion de las
mismas, la respuesta inmunolégica ante
el constante reto bacteriano y sus
productos en contacto con las células
epiteliales y al interior del tejido conectivo
y, finalmente, el compromiso sistémico del
paciente y determinantes sicosociales del
mismo(1)(2). Estos factores se
interrelacionan en el desarrollo de la
enfermedad periodontal, pero la manera
cémo lo hacen, qué factor resulta mas
determinante para su progresion o no
progresion, es algo que continua sin ser
esclarecido.

Dentro de los factores que modulan la
respuesta inmune se ha encontrado un
papel por parte de los &cidos grasos
volatiles  producidos por bacterias
comensales a nivel intestinal. Tal
modulaciéon aparentemente tiene que ver
con la capacidad alterar el equilibrio de
poblaciones de linfocitos Th17 y Treg(10).
Es probable entonces que los &cidos
grasos volétiles producidos por
periodontopatégenos tengan a su vez el
potencial de modular la respuesta
inmune.

La presente revision busca evaluar a
partir de la evidencia existente una nueva
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perspectiva en el papel de los
microorganismos como estimuladores de
la respuesta inmune por alteracién en el
eje Thl7 / Treg a través de la produccion
de acidos grasos de cadena corta y, su
eventual influencia sobre la historia
natural de la enfermedad periodontal.

Perfil Th17

La importancia de los linfocitos T CD4+
dentro de la respuesta inmunoldgica se
hizo especialmente evidente a partir del
entendimiento de la historia natural de la
enfermedad del SIDA, cuyas
manifestaciones estan dadas
principalmente por la reduccion del
nimero de estas células, con la
subsecuente aparicibn de infecciones
oportunistas(11). No obstante, los
linfocitos T CD4+ han sido clasificados a
su vez de acuerdo al perfil de citoquinas
gue producen, el cual es direccionado por
los estimulos o sefiales recibidas por
linfocitos virgenes, y a partir de los cuales
los linfocitos T CD4 activados dirigen la
respuesta inmune.

Inicialmente fueron reconocidos dos
perfiles de citoquinas, Thl y Th2 desde
1986 (12). El perfil Thl hace referencia a
un grupo de linfocitos que producen IFN-y
a partir de la estimulacion con IL-12, y
regulan las respuesta inmune celular
contra microorganismos intracelulares;
mientras que el perfil Th2 se caracteriza
por la produccién de IL-4, IL-5 e IL-13 en
reacciones de hipersensibilidad tipo Il y
dirigen la respuesta humoral en procesos
infecciosos contra  microorganismos
extracelulares como los
parasitos(11)(13)(12).

Para promover la diferenciacién de un
perfl de citoquinas especifico es
necesaria la presentacion antigénica, con
una primera sefial: union al TCR del
linfocito virgen, como segunda sefial que
incluye moléculas coestimuladoras: CD80

y CD86 de células dendriticas con CD28
del linfocito virgen; y la tercera sefial que
son citoquinas especificas (3).

A finales de los 90’'s empezd a
identificarse un grupo de linfocitos CD4+
productores de IL-17, los cuales fueron
asociados a enfermedades autoinmunes
como inductores de la exacerbacion de la
respuesta inflamatoria en modelos
animales. No obstante, fue a comienzos
del 2000 que se identificaron como
poblaciones productoras de un perfil de
citoquinas completamente diferentes a los
ya descritos Thl y Th2(13)(14)(15). Se
dice que son completamente diferentes
porque los factores de transcripciéon
expresados para inducir su diferenciacién
son distintos a STAT4 y T-bet necesarios
en activacion y diferenciacion del perfil
Thl,y a STAT 6 y GATA 3 para Th2(16)
(15).

A pesar de la relevancia de los perfiles
Thl y Th2, estos no explicaban la
aparicion de infecciones por
microorganismos como el  hongo
Pneumocystis jirovecii causante de
neumonia en ausencia de linfocitos CD4+,
la cual no es afectada por la respuesta
mediada por Thly Th2. Fue por eso que
se propuso la existencia de otro tipo de
linfocitos que en recuentos de CD4 +
normales medien la respuesta inmune en
procesos particulares (13)(11). Cabe
aclarar que aunque se hable de IL-17 en
realidad existe una familia de citoquinas
IL-17. Cuando se habla de IL-17 en
realidad se hace referencia a IL-17A.
Estas interleucinas comparten ciertas
caracteristicas, varias comparten
receptores, sin embargo, participan de
maneras diferentes en la regulacion de la
respuesta inmune. Por ejemplo, IL-17E
(también conocida como IL-25) es
producida por linfocitos Th2 y se ha
asociado con reacciones de
hipersensibilidad(15).
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El perfil llamado Th1l7 incluye Ila
produccién de IL17A, IL-17F3, IL-22 entre
otras, pero es IL-17A la mas estudiada.
Esta interleucina es producida por las
células dendriticas como parte de las
citocinas que polarizan la respuesta
inmune a través de la diferenciacion de
linfocitos hacia un perfil Thl7, y que
dependen de la naturaleza del antigeno.
Un gran ndamero de células expresa
receptor para la misma, IL-17R,
gueratinocitos, células  endoteliales,
ademas de células propias de tejidos
especializados en pulmon, en higado, etc.
La union de la IL-17 al receptor
desencadena la expresion de distintas
guemoquinas y de CSF-G. De esta
manera, se puede decir que IL-17
participa en el reclutamiento de
neutrdéfilos, induce la granulopoyesis y
potencializa los efectos de citoquinas
altamente proinflamatorias como IL-1B e
IL-6(11).

Inicialmente, y como se menciond
anteriormente, la accién de la IL 17 fue
altamente asociada a la exacerbacion de
la inflamacion y de la destruccion tisular
en procesos autoinmunes, sin embargo,
en este momento se tiene claro que es de
vital importancia en la respuesta contra
antigenos especificos de tipo fungico,
viral y bacteriano(17). En particular, se ha
encontrado que la IL-17 esta ampliamente
involucrada en la inmunidad de mucosas
y que la regulacion de la misma implica
formas de proteccién o de injuria durante
procesos infecciosos(11)

Por su parte, la expresion de IL-17
depende de la estimulacién con IL-6, IL-
21 y TGF-B y es principalmente
importante IL-23 para mantener el linaje
Thl7. Estas citoquinas actian por via
STAT3 para estimular la expresion de
RORVt, factor de transcripcion necesario
para la diferenciacion de células T al perfil
Th17. Este factor por su parte, reafirma la

importancia de IL-23 para linfocitos Th17,
porque aumenta la expresion de

receptores de dicha interleucina,
garantizando asi, la expansion
clonal(11)(18)(19).

LINFOCITOS Treg

Ademas del perfil Th17, se ha explorado
cada vez mas una poblacion de linfocitos
T encargada de limitar la respuesta
inmune durante procesos inflamatorios y
controlar las reacciones contra
autoantigenos. Asi lo demuestran
diversos estudios experimentales en
ratones, donde, a partir de marcadores
celulares, dividen las células T en
reguladoras y reactivas, y evallan los
cuadros clinicos observados en ausencia
de células reguladoras por timectomia e
inyeccién de linfocitos reactivos en un
grupo de ratones los cuales desarrollan:
autoinmunidad y aumento de la respuesta
inmune contra antigenos
respectivamente(20)(21) .

A la poblacion de linfocitos con capacidad
de regular de manera negativa la
respuesta inmune se le conoce con el
nombre de linfocitos Tregs y se
encuentran  relacionados con los
fendbmenos de inmunotolerancia. La
inmunotolerancia incluye los diferentes
mecanismos con los que cuenta el
sistema inmune para impedir la reacciéon
exacerbada contra autoantigenos, entre
los cuales esta la seleccién negativa, la
edicion del receptor TCR vy el control por
parte de los linfocitos Treg. Cabe resaltar
gue la inmunotolerancia puede generar
linfocitos anérgicos que no reaccionan de
manera oportuna ni con la magnitud
necesaria para controlar infecciones y la
generacion de tumores. Por lo tanto, la
respuesta descontrolada de Tregs tiene a
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SuU vez consecuencias negativas para el
organismo(22).

El factor de transcripcion necesario para
la diferenciacién de Tregs es FOXP3, que
ademas constituye el mejor marcador
molecular de células reguladoras. Fue a
partir del modelo de ratones scurfy, el cual
supone desregulacion inmunoldgica por
mutacion en el gen FOXP3(23). Este
modelo resulta homologo al IPEX
(sindrome de Inmunodeficiencia,
Poliendocrinopatia, Enteropatia, ligado a
X), enfermedad ligada al cromosoma X
con manifestaciones clinicas de procesos
autoinmunes evidentes en diferentes
organos: diarrea, diabetes, eccema,
tiroiditis, psoriasis, entre otras(24).
Teniendo en cuenta que la expresion del
gen se da poco después del nacimiento y
por lo tanto las manifestaciones también
empiezan en este periodo y entre el
primero y segundo afio de vida el
individuo con el sindrome fallece.
FOXP3 aumenta la expresion de CTLA-4
y la disminucion de de IL-2, INFy y de IL-
4, disminuyendo la diferenciacion de
linfocitos Thly Th2. Adicionalmente, la II-
2 interviene de manera importante dentro
de la diferenciacibn y expansion de
linfocitos T reguladores. Esta interleucina
es pleiotrépica en tanto que induce la
diferenciacion de perfiles Thly Th2, pero
al mismo tiempo ejerce un control
negativo sobre la respuesta de los
mismos a partir de la induccion de
apoptosis y la activacion de linfocitos T
reg(22).

Existen dos formas como se pueden
generar linfocitos Treg, directamente
desde el timo, o en la periferia. La primera
posibilidad implica que los lincitos T reg
naturales se encuentran completamente
diferenciados y no son linfocitos virgenes
en el timo como los dUltimos(22). La
poblacién de linfocitos Treg naturales
constituye alrededor de un 5% de las

células T CD4+ y menos del 1% de los
linfocitos T CD8+ en el timo (15,23)(25).

Patogénesis de la Enfermedad
Periodontal: Enfoque Microbioldgico

La observacion de placa subgingival al
microscopio por Van Leeuwenhoek en
1663 fue el primer acercamiento a lo que
él describié como “animaculos” y que hoy
se sabe comprenden una intrincada red
de conexiones entre microorganismos
compartiendo el mismo nicho(26)(5). La
capacidad individual de los
microorganismos de sobrevivir y de
generar alteraciones en el huésped se ve
potenciada en la organizacion de biofilms
frente a los estados plancténicos de las
especies que lo conforman, de ahi que se
diga que dichas capacidades son mas
gue la suma de las especies que lo
conforman(4)(27). El biofilm es un sistema
dindmico en el cual conviven bacterias de
mismo o diferente género, hay
comunicacion entre las mismas e
intercambio de productos metabdlicos y
nutrientes que determinan las condiciones
del microambiente en el que se desarrolla
y por lo tanto determinan la conformacién
de dicho biofilm(28)(4). El biofilm no esta
compuesto Unicamente por bacterias,
estas se encuentran embebidas en una
matriz de polisacarido que es el medio
perfecto para que haya difusion de
nutrientes, desechos, moléculas de
comunicacion entre ellas, y de proteccién
frente a sustancias antibiéticas(4).

La composicion del biofilm en pacientes
periodontalmente sanos y con
periodontitis ha sido evaluada
ampliamente, y gracias a los estudios de
Sockansky y Haffajee, se asociaron
diferentes especies bacterianas con la
presencia de enfermedad y la severidad
de la misma(10). De esta manera, se
propuso a las bacterias mayormente
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asociadas a estadios severos de la
enfermedad como miembros del complejo
rojo: Tanerella forsythia, Treponema
denticola y Porphyromonas gingivalis(10).
La facilidad para cultivar P. gingivalis
sobre T. denticola y T. forsythia, entre
otras razones, ha hecho que este
organismo sea el mas estudiado y
catalogado como principal responsable de
la alteracion del equilibrio entre el biofilm
y la respuesta del huésped, teniendo
como resultado la pérdida Osea
caracteristica de la  enfermedad
periodontal(27). De esta manera, se han
analizado mdltiples factores de virulencia
que le permiten a P. gingivalis colonizar el
surco crevicular, e invadir el epitelio y el
tejido conectivo. Dentro de los factores de
virulencia mas importantes se encuentran
las fimbrias como FimA y otras moléculas
que le sirven como adhesinas para
coagregarse con otras especies(29). Las
gingipainas le sirven ademas a P.
gingivalis para degradar proteinas, una
funcién vital para un microorganismo de
metabolismo  proteolitico. Es ese
metabolismo anaerobio y proteolitico a su
vez, es el que relaciona a P. gingivalis con
estadios de la lesibn avanzada, ya que
requiere de productos de la inflamacion,
como la hemina de la sangre para obtener
hierro, y su crecimiento y supervivencia se
favorecen con la formacion de surcos
profundos y bolsas periodontales. De esta
manera, a medida que progresa la lesion,
las condiciones son mas favorables para
el desarrollo de P. gingivalis y se convierte
en un ciclo, pues tal crecimiento también
aumenta la pérdida o6sea y el
mantenimiento de dichas condiciones en
el microambiente de la bolsa periodontal.
No obstante, si bien se han estudiado
diversos mecanismos a partir de los
cuales P. gingivalis tendria la capacidad
de aumentar la progresion de la lesion, en
los dltimos afios se ha evaluado también
el papel que cumple sobre el inicio de la

misma. En condiciones de equilibrio v,
como se ha evaluado en pacientes sanos,
la frecuencia de P. gingivalis es baja(30),
sin embargo, este microorganismo ante
factores especificos tiene la capacidad de
generar condiciones inflamatorias al
interactuar con la respuesta inmune del
paciente de forma particular y producir
disbiosis(2). Dicha capacidad lo clasifica
como una especie piedra angular que
altera la relacion biofilm- huésped vy
alterando la respuesta del huésped al
inducir inflamacion, a su vez altera la
composicion  del biofiim 'y el
comportamiento de las bacterias que
sobreviven a las nuevas condiciones. Las
bacterias que previo a la alteracion de la
respuesta inflamatoria son comensales y
que ante condiciones alteradas
intervienen en la progresion de la
enfermedad se conocen como
probiontes(2). La presencia de las
mismas especies en pacientes
periodontalmente sanos y en pacientes
con periodontitis, soporta el concepto de
probiontes.  Adicionalmente, se ha
propuesto la existencia de especies que
tienen un papel mixto dentro de la
progresion de la enfermedad periodontal,
como Aggregatibacter
actomycetemcomitans 'y  Treponema
denticola, ya que inducen de manera
importante la inflamacion, pero en
condiciones de salud pueden estar
presentes como bacterias comensales(1).

Etiopatogénesis de la enfermedad
periodontal: Enfoque inmunolégico:

El hecho de que sean Ilos
microorganismos “piedra angular” los que
dirijan el cambio en la relacién huésped
microbioma es una posibilidad, sin
embargo, la falta de susceptibilidad a la
periodontitis de algunos individuos con
altos niveles de placa implica la
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posibilidad alternativa de que sea la
respuesta intrinseca del huésped la que
determine dicho cambio, necesario para
gue se generen relaciones de disbiosis y
con ello se desarrolle la enfermedad
periodontal(9).

El amplio arsenal que comprende la
respuesta inmune ha sido ampliamente
evaluado frente a sus posibilidades como
agente protector o destructor dentro de la
patogénesis de la enfermedad
periodontal. Los modelos aplicados en
otros sistemas y en otras enfermedades
de tipo inflamatorio con potencial
infeccioso han sido a lo largo de la historia
evaluados en la progresion de la
periodontitis. Asi ocurrié6 con el modelo
Thl y Th2, en el cual se propuso que el
perfil Th1l era mas prevalente en la lesion
estable y por lo tanto era protector,
mientras que el perfil Th2 se encontraba
asociado a la liberacién de anticuerpos
por linfocitos B en la lesion periodontal
avanzada y por lo tanto, constituia un
perfil que incrementaba la destruccion
tisular y por lo tanto la progresion de la
enfermedad periodontal (31)(32)(33). Sin
embargo, la produccién de citoquinas con
capacidad de inhibir la osteoclastogénesis
como IL-13 e IL-4 por linfocitos Th2 y el
reporte de expresion de RANKL por TH1,
entre otros resultados contradictorios,
permitieron avanzar sobre un modelo que
por ahora se ha mostrado mas coherente,
Th17- Treg.

En la actualidad los niveles de linfocitos T
productores de IL-17 se ha visto
relacionada con el grado de severidad de
la enfermedad periodontal, y con los
niveles de IL-23 producidos por
macrofagos(34). A su vez la importancia
de los neutrofilos como células presentes
de manera importante en lesiones
periodontales podria estar relacionada
con la produccion de IL-17 que a su vez
incrementa el reclutamiento de PMNs(35),

con efectos importantes tanto dentro del
control de la infeccibn, como en la
progresion de la enfermedad por
liberacion de sustancias que aumentan la
destruccion celular(2).

Frente a la relacion de Th17 con
enfermedad periodontal, se ha reportado
aumento de la cantidad de células
productores de IL-17 y mayores niveles
de IL-17 en muestras de tejido gingival en
lesiones periodontales con respecto a
muestras de tejido gingival sano. Se ha
propuesto que la union directa de
antigenos periodontales a TLR active las
células T hacia el perfil Thl7, ya que se
ha observado que las gingipainas de P.
gingivalis pueden inducir la expresion de
CD69 y de CD25.

No obstante, el papel de Thl7 en la
etipatogenesis de la periodontitis no ha
sido esclarecido y los resultados son
contradictorios frente a un rol protector o
destructivo. Por un lado, se ha observado
mayor progresion de la enfermedad
periodontal en ratones IL-17RA null. Por
otro lado, la falta de Del -1 (antagonista de
la proteina de adhesion LFA-1 de
neutrofilos) aumenta la progresion de la
enfermedad periodontal, efecto que no
sucede en ratones Del-1/LFA-1 null. Este
ultimo hallazgo hace evidente el papel de
IL-17  en el reclutamiento  de
neutréfilos(34).

Por otro lado, el papel de poblaciones de
Treg también han demostrado tener un
papel protector en el desarrollo de la
enfermedad periodontal. Se encontr6é una
relacion negativa entre la presencia de
linfocitos Treg en lesiones periodontales y
expresion aumentada de RANKL(36). No
obstante, en etapas posteriores a la lesién
se observé aumento de linfocitos Treg y
aumento de CTLA-4, que al inhibir los
linfocitos Treg incrementa la pérdida 6sea
en las lesiones periodontales en modelo
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murino(37). La administracion oral de
acido transretinéico disminuyé la
progresion de la enfermedad periodontal
inducida en ratones a partir del aumento
de Treg y disminucién en el recuento de
Th17(38).

Produccion de &cidos grasos volatiles
por microorganismos
periodontopatégenos

Los &cidos grasos de cadena corta, son
moléculas alifdticas con menos de 6
carbonos(39) son productos metabdlicos
bacterianos con importante accién
biol6gica(40), ademas . Los receptores
celulares que reconocen &cidos grasos
volatiles son los receptores asociados a
proteina G: GPR43 y GPR41 (39)
generando alteraciones en los leucocitos
a partir de alteracion del pH
citoplasmético, de los niveles de calcio y
de IP3, ademéas de alteraciones en los
filamentos de actina, y la funcion
celular(41). El perfil de producciéon de
acidos grasos fue utilizado como método
para identificar bacterias y han sido
identificados en saliva y en fluido
crevicular, lo cual gener6 la incertidumbre
acerca de su influencia sobre la respuesta
inmune del huésped en tejidos
periodontales(40)(42), inicialmente
manifestada por Singer y Buckner
particularmente para con respecto al
efecto del acido butirico y el acido
propidnico(43) Adicionalmente, las
concentraciones de &cido butirico e
isovalénico han demostrado estar
relacionados con lesiones periodontales
de mayor severidad, sugiriendo la
posibilidad de ser utlizados como
marcadores progresion de la enfermedad
periodontal(40)(42)(44). No obstante, el
papel de los diferentes &cidos grasos
volatiles no es igual. Se ha encontrado
disminucion de la proliferaciéon de células
By T esplénicas de raton al ser expuestas
a acido butirico, acido valénico y acido

isovalénico(45), mientras que el acido
propionico y butirico generan alteraciones
la sintesis de proteinas con disminucion
del crecimiento de fibroblastos
gingivales(46). Adicionalmente, Kurita et
al, encontraron que los fibroblastos
gingivales de lesiones periodontales eran
mas susceptibles a la apoptosis inducida
por presencia de &acido butirico(47),
mientras que fibroblastos aislados de
pacientes sanos, no lo eran(48).

Ademas de los efectos de los diferentes
acidos grasos de cadena corta sobre las
células del huésped, estos también tienen
la capacidad de modular la composicion
del biofilm al inhibir el crecimiento de
ciertos microorganismos e incrementar el
crecimiento de otros por actuar como
fuentes nutricionales(49). En particular, P.
gingivalis es productor de niveles
importantes de acido butirico(47), lo cual
configura un mecanismo protector sobre
este tipo de &cidos.

Regulacion de larespuestainmune por
direccionamiento de los perfiles
Th17/Treg é&cidos grasos de cadena
corta.

Los primeros reportes sobre la accion
reguladora del microbioma sobre el
direccionamiento hacia perfiles Thl7 y
Treg(50) estudiaron dicho efecto en el
intestino. La manera como los &acidos
grasos regulan dicho direccionamiento
tiene que ver con las diferencias en los
requerimientos nutricionales entre Thl7 y
Treg. Los primeros requieren de la
sintesis de &cidos grasos mediada por
acetii CoA carboxilasa 1 para su
desarrollo, mientras que T regs obtienen
los acidos grasos de manera exdgena y
dependen solo de la oxidacién
fosforitativa de los mismos para
desarrollarse. La activacion de la glicolisis
necesaria en Th17 puede ser activada por
el factor 1 inducible por hipoxia HIF1a que
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induce la expresion de RORyt e inhibe
Foxp3(51). De manera especifica se ha
descrito el papel del butirato como
inductor de la diferenciacion hacia Treg
por participacion en la acetilacion de la
histona H3 en la region promotora del
locus de Foxp3(50). Ademas el butirato
podria activar el receptor GPR109a que
induce la produccién de &cido retinoico,
gue como se explicé anteriormente induce
la diferenciacién de linfocitos Treg(52)

El efecto de los acidos grasos sobre la
diferenciacién hacia Th17 o Treg depende
del perfil de citoquinas del medio y del
contexto inmunolégico(51). En presencia
de citocinas proinflamatorias como IL-6 0
IL-23 con TGFB hay un direccionamiento
hacia el perfil Th17, mientras que solo en
ausencia de dichas citocinas TGFB se
comporta como una molecula pleiotrépica
y genera linfocitos Treg(51).

Se han evaluado efectos antiinflamatorios
de los acidos grasos de cadena corta en
ratones libres de microbios (GF) que
presentan menores concentraciones de
estos metabolitos: acetato, butirato vy
propionato, en el lumen del tracto
gastrointestinal, y cuya administracién
oral genera aumento de Treg(53).
Ademés, se ha evidenciado una
importante capacidad de NaB (butirato de
sodio) de disminuir la expresion de IL-12
y aumento de IL-10 en monocitos
estimulados con Staphylococcus aureus
en presencia de butirato(54)(55), asi
como inhibicion de INOS (6xido nitrico
sintasa inducible). TNFa e IL-6 en
macroéfagos estimulados con INFy.

Adicionalmente los acidos grasos volatiles
han sido propuestos como inhibidores de
HDAC (histona deacetilasas)
particularmente de HDAC3 demostrado in
vitro e in silico, razén por la cual se ha
propuesto su potencial terapéutico en
cancer (56).

Los receptores GPR43 y GPR41
activados por los acidos grasos volatiles,
son necesarios para combatir infecciones
gastrointestinales, asi como para resolver
procesos inflamatorios como la colitis
inducida en ratones(57)(58).

Por otro lado, Meike et al. demostré que el
efecto inmunomodulador de los &cidos
grasos Vvolétiles, especificamente del
acido butirico ampliamente estudiado
hacia la formacion de Treg es dosis
dependiente, que en altas
concentraciones induce la expresion de
INFy T-bet, lo cual induce el aumento del
dafio por colitis inflamatoria inducida con
dextran sulfato de sodio (DSS) en modelo
murino(59). También, reafimé lo ya
mencionado anteriormente, el papel
inmunoregulador de estos metabolitos
depende de las citocinas en el medio, ya
gue en ausencia de TGFB con citocinas
proinflamatorias el butirato es incapaz de
generar Treg, por el contrario induce
expresion de factores asociados a
Th1(59)

Perspectivas sobre el posible papel de
los acidos grasos volatiles en
Enfermedad Periodontal

Como otros dilemas que han surgido en el
papel de células, citocinas y ahora
productos metabdlicos, en el estudio de la
etipatogénesis de la enfermedad
periodontal, los acidos grasos de cadena
corta han demostrado tener el potencial
de generar reacciones inmunolégicas
contradictorias, con efectos protectores y
destructores en el desarrollo de
enfermedades inflamatorias/infecciosas.
Los mecanismos a través de los cuales
logran generar tales efectos contrarios no
han sido dilucidados aun.

Por un lado, los efectos protectores por
regulacion de la respuesta inmune y
limitacion de la respuesta inflamatoria con
formacion de linfocitos Treg ha sido

Pagina 49 de 54



comprobada en tracto gastrointestinal y
no en boca. No obstante, ambos nichos
cuentan con caracteristicas en comun, el
tracto gastrointestinal alberga entre 800 y
1000 especies bacterianas con cuya
relacion de simbiosis puede alterarse a
disbiosis, produciendo  condiciones
inflamatorias/infecciosas(60)(10).

El tracto gastrointestinal alberga
alrededor de 2/3 de las células inmunes,
que posteriormente migran a otras partes
del cuerpo(10). Las alteraciones en la
dieta alteran la diversidad de la flora
gastrointestinal(58)(61) . A su vez, la
produccién de acidos grasos de cadena
corta por parte de la flora gastrointestinal
se altera y tiene repercusiones sobre la
respuesta inmune en sitios distantes al
intestino, como el cerebro(10). Haghikia et
al, demostraron en 2015 que Ila
disminucién de acidos grasos volatiles
exacerba la respuesta inmune en
encefalitis autoinmune  experimental,
mientras que el tratamiento con tales
productos metabdlicos disminuye el dafio
neuronal con aumento de Treg(62).
Segun lo anteriormente mencionado, la
relacién entre la flora gastrointestinal y el
huésped podria su vez alterar la
respuesta inmune frente a la enfermedad
periodontal.

Por otro lado, Cueno en 2015 elaboré
varias hipoétesis para explicar los efectos
contrarios del butirato en cavidad oral y en
el intestino. Inicialmente, postul6 que las
diferencias en el tipo de células epiteliales
y el espesor de la mucosa oral e intestinal
podrian estar involucradas en un aumento
en la concentracion de &cido butirico en
células epiteliales de la mucosa oral(39),
y por lo tanto un papel destructivo en la
misma. Adicionalmente, propuso que el
aumento en el grupo heme por acido
butirico presente a su vez dos posibles
implicaciones en enfermedad periodontal,
gque funcione como suplemento nutricional

de periodontopatébgenos como P.
gingivalis, o que aumente el estrés
oxidativo(39). No obstante, estos
mecanismos no han sido comprobados.

CONCLUSION:

El rol de los acidos grasos de cadena
corta en la etiopatogénesis de la
enfermedad periodontal no ha sido
dilucidado. Sin embargo, el potencial
inflamatorio y antinflamatorio de estos
metabolitos parece estar relacionado con
la concentracion de los mismos. El
entendimiento de los mecanismos a partir
de los cuales los acidos grados volatiles
regulan los componentes tanto de la
respuesta inmune como del biofilm
periodontal, implicara no solo un gran
avance sobre el entendimiento de la
etiopatogénesis de la enfermedad
periodontal, sino que permitira a
explotacion de nuevas alternativas
terapéuticas para el manejo de la misma.
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