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1. INTRODUCCION

Estudios de pacientes con ortodoncia, han reportado la alteracién en la
composicidon de la microbiota subgingival, sin embargo, no hay reportes de un gran
numero bacterias encontradas en la placa subgingival. Por lo tanto, el objetivo del
presente estudio fue describir la microbiota subgingival de pacientes
periodontalmente sanos y con gingivitis, que se encontraron bajo tratamiento
ortoddncico con aparatologia fija (brackets metalicos), por medio de la técnica de
“Checkerboard” para hibridaciones DNA-DNA.

Un total de 630 sitios periodontales fueron evaluados por un clinico calibrado
para estudios de investigacion periodontal. Se realizo la descripcidon de la prevalencia
de 40 especies presentes en la microbiota subgingival de 105 muestras, provenientes
de dos pacientes periodontalmente sanos y dos con gingivitis, que se encontraron
bajo tratamiento ortoddncico, asi como la descripcion clinica periodontal de cada sitio
evaluado.

En el presente estudio pudimos identificar la importancia de la realizaciéon de un
periodontograma completo para el analisis de cada sitio evaluado, con el fin de
presentar un estado real de los parametros clinicos periodontales. Asi mismo, nos
permitid describir una alta prevalencia de especies relacionadas con periodontitis
agresiva como: Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Selenomonas noxia vy
Filifactor alocis, en sujetos con gingivitis. Pudimos denotar el alcance del presente

trabajo como estudio piloto, para el futuro analizar un mayor nimero de pacientes.




2. ANTECEDENTES

2.1 MICROBIOTA SUBGINGIVAL EN SALUD PERIODONTAL

La cavidad oral del ser humano representa un ecosistema que incluye mas de
700 especies bacterianas que interactuan entre si. Particularmente, mas de 400
especies se han identificado en la bolsa periodontal *. Las interacciones bacterianas
se dan gracias a la formacidn de una biopelicula adherida a la superficie del diente, la
cual es una formacion de coagregados bacterianos, que existen como comunidades
cercanamente asociadas y se adhieren a una variedad de superficies naturales o
artificiales, embebidas en un medio acuoso que contiene una concentracién
suficiente de nutrientes para sostener las necesidades metabdlicas de la microbiota
2, La coagregacion bacteriana permite la formacién de una comunidad de especies
que producen factores de crecimiento, los cuales son requerimientos de otras para su
supervivencia 3.

Los complejos bacterianos de la placa subgingival son una representacién de las
asociaciones o coagregados entre especies que forman la placa dentobacteriana
(figura 1):

eComplejo azul: especies de Actinomyces exceptuando Actinomyces

odontolyticus.

e Complejo amarillo: Streptococcus gordonii, Streptococcus intermedius,

Streptococcus oralis y Streptococcus sanguinis.

e Complejo morado: A. odontolyticus y Veillonella parvula.




eComplejo verde: Eikenella corrodens, Capnocytophaga gingivalis,
Capnocytophaga ochracea, Capnocytophaga sputigena, Aggregatibacter

actinomycetemcomitans stp. b y Campylobacter concisus.

eComplejo naranja: Campylobacter gracilis, Campylobacter rectus,
Campylobacter showae, Fusobacterium periodonticum, Parvimonas micra,
Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens, Streptococcus constellatus vy

Eubacterium nodatum.

e Complejo rojo: Tannerella forsythia, Treponema denticola y Porphyromonas

gingivalis.

e Especies no agrupadas: Aggregatibacter actinomycetemcomitans stp. a y

Selenomonas noxia.

Las biopeliculas dentales se forman por medio de una secuencia ordenada de
mecanismos que establecen una estructura y funciones organizadas de especies
bacterianas. La primer etapa de la formacién de la placa dentobacteriana es la
adsorcién de proteinas, considerada como una pelicula acondicionante, conocida
también como pelicula adquirida #. Gracias a la adsorcion de dichas proteinas, se
puede dar la colonizacion primaria de bacterias facultativas, principalmente Gram
positivas como las de complejos azul y amarillo, que son consideradas como
periodonto-benéficas o especies compatibles con salud periodontal 3 °.

La segunda etapa de la formacidon de la biopelicula es un mecanismo

denominado coadhesién o coagregacion, en el cual la composicidn de la biopelicula




se diversifica debido a las adhesinas de la superficie celular de colonizadores que se
unen a receptores bacterianos. Asi es como se da inicio a la colonizacidn de especies
mds complejas tanto Gram positivas como Gram negativas °. Algunos ejemplos son
las especies de los complejos morado y verde los cudles se consideran colonizadores
tempranos de la placa dentobacteriana. Mientras que no son considerados patégenos
periodontales, algunas especies como Capnocytophaga sp. pueden jugar un papel de
patogenicidad en pacientes inmunocomprometidos como es el caso de pacientes con
diabetes mellitus tipo 2 7.

En la tercera etapa, de la génesis de la biopelicula tiene un papel importante los
receptores superficiales de los microorganismos estos permiten la posterior
coagregacion de especies mas exigentes anaerobias estrictas conocidas como
colonizadores puente, predominantemente Gram negativos que tienen poca
capacidad de adherirse directamente a la superficie dental como Fusobacterium
nucleatum, P. intermedia y Corynebacterium matruchotii mismas que pueden
coagregar con la mayoria de las bacterias bucales, actuando como colonizadores
putativos. Refiriéndose el término putativo a que pueden tomar el papel de
patogenicidad, aunque no sean los principales patégenos. Un ejemplo claro es el de
pacientes con inmunosupresion y pacientes que no responden adecuadamente a
terapias periodontales, conocidos con antelacion como periodontitis refractaria,
guienes presentan una microbiota subgingival predominante de patégenos putativos

del complejo naranja. >




Posteriormente comienza la maduracién de la biopelicula, la cual ocurre debido
a la organizacién espacial y funcional de la placa dentobacteriana, aumentando la
heterogeneidad con el tiempo, induciendo nuevos patrones de expresién genética
bacteriana como son la conjugacién y transformacidn, y la proximidad de diferentes
especies lo cual provee la oportunidad de las interacciones. Gracias a esto, un mayor
numero de bacterias anaerobias estrictas Gram negativas tales como T. forsythia, P.
gingivalis y T. denticola colonizan en estadios tardios del desarrollo de la placa
dentobacteriana, contribuyendo a la patogenicidad de la biopelicula, los cuales
pertenecen al complejo rojo, son periodontopatégenas reconocidas, no presentan
coagregacion significativas con los colonizadores tempranos 342,

Existen especies que no se encuentran agrupadas en ningun complejo
bacteriano, las cudles mediante técnicas moleculares se han identificado, dado que
son especies no cultivables, pero que se han considerado como especies que
presentan una participaciéon relevante en la progresion de enfermedades

periodontales 1

, una de ellas es A. actinomycetemcomitans, a quién se le ha
encontrado en consorcio con especies fastidiosas como F. alocis y Streptococcus

parasanguinis en periodontitis agresiva °.

2.2 GINGIVITIS Y PERIODONTITIS
La gingivitis es la condicidn periodontal que presenta inflamacidn gingival sin
pérdida de insercién del tejido conectivo. Su etiologia en la mayoria de los casos es
reconocida de origen bacteriano 0. Otras de las causas que son consideradas para su

etiologia son: traumas oclusales, malnutricién, consumo de drogas y tabaquismo,
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factores genéticos, radiacidn, atrofias, neoplasias, descamacion y respuesta inmune.
Se ha demostrado que existe una relacion directa entre la formacion de la placa dental
y el desarrollo de la gingivitis %, asi mismo otros estudios demostraron que existe una
variacion en la respuesta inflamatoria, con los que algunos individuos presentan
gingivitis en menor magnitud y en diferentes momentos que en otros individuos *2.
Mientras que individuos con periodontitis presentan en algin momento gingivitis, no
todos los pacientes con gingivitis necesariamente avanzaran hasta convertirse en
periodontitis 1.

La clasificacién del desarrollo de la gingivitis es: lesion inicial, temprana,
establecida y avanzada. La lesidén inicial comienza entre 2 y 4 dias después de la
acumulacién de placa, se caracteriza por la formacién de edema debido al aumento
del exudado del surco gingival, ya que los microorganismos producen varias enzimas
gue aumentan la permeabilidad del epitelio de unidn, lo que permite un ingreso de
otros productos bacterianos y al mismo tiempo la salida de exudado del surco gingival.
Asi mismo, endotoxinas propias de la pared celular de los colonizadores tempranos,
activan la via alterna del sistema de complemento, generando la produccion de
anafilotoxinas, mismas que establecen un gradiente de concentracidn del surco a los
tejidos 1. A su vez, células del sistema inmunolégico innato como neutréfilos y
posteriormente del adaptativo como son mastocitos y macrofagos, liberan citocinas
proinflamatorias como es factor de necrosis tumoral (TNF-a) que induce la expresiéon
de moléculas de adhesidon de las células endoteliales, siguiendo de la sucesiva

adhesién y migracion de neutréfilos polimorfonucleares hacia los tejidos gingivales,
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mismos que descargan su contenido de enzimas lisosémicas en el surco gingival, pero
no pueden fagocitar bacterias que estan empezando a formar la biopelicula, y estas
enzimas contribuyen a la destruccién local del tejido conectivo. Por lo tanto, se puede
afirmar que los neutrdfilos polimorfonucleares tienen un papel importante en la
progresiéon intensa y rapida de la destruccidon periodontal. Posterior a la lesién
temprana o inicial (dias 4-7) y la constante acumulacién de placa, aumenta la
permeabilidad vascular y aparecen infiltrados inflamatorios peri-vasculares. También
existe un aumento del flujo del liquido del surco gingival hacia los tejidos gingivales
afectados, él cual cambia de liquido intersticial a exudado inflamatorio como
respuesta natural a un agente externo. !

El aumento de permeabilidad del epitelio del surco y de unién debido al
ensanchamiento de los espacios entre células epiteliales, favorece el mayor ingreso
de los productos bacterianos hacia los tejidos gingivales y la respuesta inflamatoria.
La lesion inicial se presenta como infiltrados inflamatorios perivasculares que
aumentan en cantidad en forma gradual, de modo que entre 12 y 21 dias de iniciada
la lesion, ésta se manifiesta clinicamente. Al dia 21 los linfocitos y macréfagos
componen el 70% del infiltrado y si bien la cantidad de leucocitos polimorfonucleares
y plasmocitos llegan a cubrir el 10% del total del infiltrado (figura 2). *

Las caracteristicas universales de la gingivitis se encuentran descritas a detalle
en la tabla 1. Ademas se deben considerar las siguientes caracteristicas clinicas: 3

e Signos de inflamacién gingival visible al sondeo periodontal;
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e Presencia de placa dental, la cual exacerba inflamacién gingival;

e Que sea de cardcter reversible, es decir que regrese al estado de salud

periodontal de la encia al eliminar la etiologia;

e La pérdida de continuidad en la encia marginal.

Cuando la lesidn inicial progresa a lesion establecida (figura 2), es cuanto se da
inicio a la periodontitis. Estas son infecciones enddgenas mixtas de cardcter
irreversible, causadas por microorganismos que colonizan la superficie dental y bolsa
periodontal, formando una estructura compleja llamada biopelicula . Los
pardametros clinicos de la periodontitis es la pérdida de insercién, una profundidad de
bolsa mayor a 3mm, en algunas ocasiones presencia de supuracién y/o sangrado 1.

La lesidon establecida es también Illamada progresiva. Se considera
primariamente como una lesion linfoplasmocitaria cuya principal caracteristica es el
predominio de plasmocitos dentro de los tejidos conjuntivos periodontales. Dado que
las lesiones con linfocitos B y plasmocitos progresan a la formacion de la bolsa
periodontal 1°. La mayor permeabilidad y ulceracién del epitelio de la bolsa permite
el ingreso de productos microbianos, lo que lleva a la progresién del proceso
inflamatorio que destruye el tejido conjuntivo y hueso 1®. Por ultimo, la lesién
avanzada tiene las mismas caracteristicas de la lesién establecida, ademas de que la
pérdida de insercion es evidente desde el punto de vista clinico e histoldgico. En este
estado, el mecanismo de destruccién de tejidos se produce por efectos de la

respuesta inmunitaria (ver figura 2) .
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2.3 MICROBIOTA SUBGINGIVAL DE SUJETOS MEXICANOS

A pesar de que se han establecido de manera universal perfiles microbioldgicos
subgingivales para salud y periodontitis crénica, las diferencias en la microbiota
subgingival entre poblaciones del mundo puede presentar ciertas particularidades.
Las diferencias en la microbiota entre distintas poblaciones se han identificado con el
propdsito de establecer tratamientos periodontales mas especificos.!’

Particularmente, en condiciones de salud periodontal, en la poblacién mexicana
se ha reportado alta proporcion de especies como: Actinomyces naeslundii, S.
intermedius, C. gracilis, C. sputigena, comparado con sujetos con periodontitis cronica
generalizada. Dichas especies son consideradas “periodo-benéficas” lo cual es
concordante con otras poblaciones del mundo . Por otro lado, en periodontitis
crénica y agresiva de sujetos mexicanos, se identificaron a las tres especies patdgenas
reconocidas T. forsythia, T. denticola, P. gingivalis y a A. actinomycetemcomitans.
Particularmente P. gingivalis con mayor prevalencia y proporcion comparado con
poblaciones de Chile, Suiza, Brasil, Espafia y Holanda 1> 18,

Tanto en salud periodontal como en periodontitis (crénica o agresiva), la
poblacién Mexicana presenta cuentas promedio mas bajas de las siguientes especies:
C. gracilis, Selenomonas artemidis, S. noxia y Porphyromonas endodontalis El resto de
los grupos de especies, no mostraron diferencias estadisticamente significativas entre

las dos poblaciones de estudio (ver figura 5) 8.




2.4 FACTORES ENDOGENOS QUE ALTERAN LA MICROBIOTA SUBGINGIVAL

Los factores enddgenos que se han considerado como factores de

predisposicion de periodontitis y gingivitis, ya que interfieren en la alteracién de la
microbiota subgingival son los siguientes:

Factores genéticos:

Las predisposiciones genéticas son determinantes importantes del fenotipo de
la periodontitis, pero existe una variabilidad considerable en diferentes poblaciones,
grupos étnicos, asi como en la forma de periodontitis en el adulto principalmente *.
La literatura reporta sujetos con genotipos de variaciones polimdrficas en IL-1,
mismos que presentan una respuesta proinflamatoria alterada *°. En la actualidad, no
existe evidencia epidemioldgica suficiente que establezca que los polimorfismos
precipitados sean factores de riesgo para todas las poblaciones del mundo 1. La
magnitud de los procesos inflamatorios se encuentra mediada principalmente por
factores genéticos, dénde un individuo que presente una variacion genética en
comparacion con otro individuo que no presente variaciones, expuestos al mismo
grado de patogenicidad de la placa dentobacteriana y a los mismos factores
modificadores, presentara mayor severidad de enfermedad periodontal que si no
presentara ninguna predisposicidon genética %°.

Diabetes:

La enfermedad periodontal es considerada la sexta de las primeras
complicaciones de la diabetes, asi mismo se conoce que en presencia de este

trastorno sistémico se incrementa la prevalencia, incidencia y severidad de las




enfermedades periodontales 2. Existen diversas teorias que establecen los posibles
mecanismos para explicar la relacion de la diabetes con la periodontitis, mismas que
proponen los efectos de alteracién metabdlica que producen la hiperglucemia e
hiperlipidemias de la diabetes, lo cual exacerba desafios bacterianos que pueden
instigar respuestas inmunoldgicas destructivas como la periodontitis *. Por lo tanto,
varios estudios sugieren una relacién bidireccional entre la diabetes y la periodontitis,
se ha comprobado que se eleva en gran cantidad el género de Streptococcus en la
microbiota subgingival de pacientes con esta afeccion ’.

VIH/SIDA

La infeccidon por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) puede tener
influencia a nivel periodontal 22, misma que depende de la competencia inmunitaria
del hospedador y la respuesta inflamatoria local a la microbiota subgingival por una
disminucion de los linfocitos, lo cual puede comprometer las defensas del huésped a
nivel sistémico por lo que aumenta la susceptibilidad a padecer diferentes patologias
en la cavidad oral 3.

Enfermedad de Crohn:

Es una enfermedad autoinmune intestinal inflamatoria granulomatosa que
afecta cualquier sitio del tubo digestivo desde la boca hasta el ano de etiologia
desconocida. Las lesiones orales con mayor prevalencia en esta afeccion son los
agrandamientos gingivales, estomatitis afosa recurrente, generalmente aparecen en
el inicio de la enfermedad, pero también aparecen en colitis 2%, existe también

lesiones especificas que aparecen en el pliegue mucovestibular de aspecto lobulado
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hipertréfico, edematoso, fisurado con o sin ulceraciones lineales y en la zona
retromolar y aumentos de volumen de forma polipoide, siendo granulomatosas y
eritematosas mas a nivel de encia insertada, llega a afectar la mucosa labial 2°.

Embarazo o lactancia:

El embarazo al ser un estado fisioldgico modificado no implica una situacion
patoldgica, sin embargo, bajo dicha condicién el organismo reacciona temporalmente
con una serie de ajustes hormonales la cual se manifiesta como una respuesta
inflamatoria intensa, presentando aumento en la permeabilidad vascular vy
favoreciendo la filtracién de liquidos en los tejidos perivasculares. Algunos autores
reportan que en el primer trimestre puede aparecer granulomas piégenos gingivales,
que es una alteracion gingival ante la presencia de irritantes locales 2¢, asi mismo el

agrandamiento gingival tiene una prevalencia entre el 50% y 98.5%.

2.5 FACTORES EXOGENOS QUE ALTERAN LA MICROBIOTA SUBGINGIVAL

Tabagquismo:

También considerada como una enfermedad crénica recidivante %, el habito de
fumar afecta la vascularidad, la respuestas inmunitaria celular y tisular 27, asi mismo
contribuye a la formacién de la biopelicula, esto afecta la adquisicidn, la colonizacién
favoreciendo a que se eleven los niveles de colonizacién de los patégenos
periodontales y agregacion bacteriana %2. La combustidn de las diferentes sustancias
genera la mayor parte de sus efectos nocivos, los cuales son producto de la exposicién
sistémica después de la absorcién en los pulmones, ademas de la absorcién en la

cavidad bucal 2.
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Mala higiene:

Habito negativo generalmente ocasionando por la falta de conocimiento de las
adecuadas técnicas de cepillado, o el acceso nulo al sector salud. Existen variaciones
dentarias del desarrollo, patologias, alteraciones gingivales anatdémicas vy
apifamientos dentales que generan una dificultad para lograr una limpieza oral
eficiente. Esas condiciones que favorecen la colonizacién subgingival de especies
periodotopatdgenas y patdgenas putativas, las cuales ya son ampliamente conocidas
por tener un papel importante en gingivitis y periodontitis *.

Estrés:

Los mecanismos por los cudles el estrés psicosocial puede afectar la salud
periodontal es variable. Una de las hipdtesis mas aceptadas es el cambio de conducta
del individuo lo conducen al consumo de tabaco y mala higiene oral, por lo tanto, hay
un cambio en la microbiota oral. Sin embargo, el estrés agudo es asociado como un
estimulante del sistema inmune y por el contrario, en el crénico se disminuye la
regulacién del sistema inmunolégico, pero existe una variabilidad individual en la
respuesta inmune al estrés 3°. Por lo tanto, el estrés agudo es de importancia en
odontologia ya que es un destructor de la regulacién de homeostasis entre microflora
oral y el sistema inmune del hospedador 3.

Aparatologia ortoddncica:

La aparatologia ortodéncica requiere de aplicacién de fuerzas sobre los dientes
en un solo sentido, esto ocasiona cambios en el periodonto. Existen estudios que

comprueban que cuando se expone un diente a fuerzas unilaterales a una magnitud,
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frecuencia o duracién, los tejidos periodontales no pueden resistir y distribuir la
fuerza y no se logra mantener la estabilidad del o los dientes, sin embargo en el
ligamento periodontal aparecen reacciones bien definidas cuyo resultado es la
adaptacion de las estructuras periodontales a la demanda funcional alterada *.

Si sobre la corona de un diente actuan fuerzas horizontales, el diente tiende a
inclinarse en la direccidn de la fuerza, mismas que generan zonas de presién y de
tensién dentro de la zona marginal y apical periodontal. Por lo tanto, comienzan
respuestas tisulares, estds se desarrollan en las zonas de presion y se caracterizan de
inflamacidn leve, si la magnitud de las fuerzas es menor a la necesaria para causar la
inflamacién y permite la conservacion de la vitalidad de las células de ligamento
periodontal y el hueso, permite que los osteoclastos reabsorban el hueso en la
superficie del alvéolo donde se encuentra situada la zona de presidon y comienza la
resorcion ésea directa. Pero por el contrario si la fuerza es de mayor magnitud, el
tejido del ligamento periodontal en la zona de presion se necrosa y comienza la
hialinizacion de los osteoclastos. En las zonas donde la concentracion de las fuerzas
es menor, en el ligamento periodontal se inicia un proceso de resorciéon dsea
indirecta. Se ha reportado que las fuerzas ortoddncicas que producen movimientos
de translocacién pueden originar recesiones gingivales y pérdida de insercion del
tejido conjuntivo esta destruccion se produce en sitios con gingivitis a través de la
tabla dsea de la apdfisis alveolar en sitios donde se forman dehiscencias y si la cubierta

de tejido blando es delgada se producen recesiones periodontales *.
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2.6 CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS PERIODONTALES EN
PACIENTES CON TRATAMIENTO ORTODONCICO

Durante el tratamiento ortoddncico existe una respuesta tisular y con ello una
inflamacién gingival, la cual permite junto con los aditamentos propios del
tratamiento ortoddncico y el apifiamiento dental, mayor susceptibilidad a la
acumulacién de placa dentobacteriana subgingival. Asi mismo, se ha comprobado que
el apifiamiento de los incisivos estd directamente relacionado con la gingivitis
independientemente de la higiene bucal 32, Especificamente los brackets y las bandas
provocan cambios cualitativos en la microflora gingival y subgingival, mismo que
puede comprometer la salud del tejido gingival y con ello la salud periodontal
predisponiendo a padecer periodontitis 33. Se ha propuesto que dependiendo de los
aditamentos que se requieran durante el tratamiento ortodéncico, como el uso de
brackets de autoligado, en comparacién con brackets de ligado convencional, se tiene
una mayor retencién de placa dentobacteriana y un recambio de la flora microbiana,
pero aun no existe un aumento estadisticamente de ello 3%,

Se tienen reportes de un aumento significativo en la microbiota subgingival
donde se encuentra complejo naranja en pacientes que usan brackets metalicos. Con
lo que los investigadores aseguran que especies patdgenas putativas presentan la
mayor proporcién de la microflora subgingival junto con especies del complejo rojo,
lo cual genera una mayor predisposicién a presentar periodontitis. A diferencia de
microorganismos relacionados con caries dental, quienes se encuentran en menor

prevalencia, esto puede observase en la figura 5 3°. Sin embargo, se ha reportado que




existe un cambio en cuanto a la prevalencia de especies como T. forsythia, C. rectus,
P. gingivalis, E. corrodens, T. denticola en la placa dentobacteriana subgingival con un
menor prevalencia después de 3 meses de la colocacién de aparatologia de
ortoddncica 36. La microbiota subgingival al inicio del tratamiento ortoddncico se
encuentran en mayor prevalencia A. odontolyticus, Streptococcus spp, A, israelii,
posteriormente existe un incremento de A. actinomycetemcomitans, A. viscosus y C.
gingivalis, al final del tratamiento se mantienen esos niveles de Actinomyces sp. y de
Streptococcus sp. .

Existe un mayor indice de crecimiento de microorganismos patégenos putativos
en la placa dentobacteriana, asi como de bacterias anaerobias, el crecimiento esta
limitado por los brackets, esté no destruye el tejido periodontal ya que existe una
transiciéon y limitacién debido a la duracién del tiempo del tratamiento, pero eso no
evita la existencia de la predisposicion para desarrollar periodontitis (ver figura 6) 333>,
Asi mismo la literatura ha reportado que en presencia de gingivitis existe un aumento
de A. actinomycetemcomitans y P. intermedia, en la placa dentobacteriana

subgingival en pacientes con tratamiento ortodéncico (ver tabla 2) 3.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La ecologia microbiana presente en la biopelicula subgingival de individuos
sanos periodontales y en estado de periodontitis y gingivitis, ha sido bien descrita en
la literatura. Las diferencias particulares de cada estado periodontal, lo determina la
cantidad de especies compatibles con salud, periodontopatdgenas y patégenas
putativas. Adicionalmente, la microbiota subgingival se puede definir en individuos
con distinto estado de salud sistémico, o hasta inclusive diferir dependiendo de la
zona geografica donde se encuentren estos individuos, con lo cual, es de suma
importancia describirla, dependiendo de los factores enddgenos y exdgenos en los
que se encuentren involucrados. La aparatologia fija en ortodoncia, como un factor

exogeno, puede actuar como modificador de la microbiota subgingival.




4. JUSTIFICACION

Estudios de pacientes con aparatologia fija (brackets), reportan la alteracién en
la composicion de la microbiota subgingival con aumento en la prevalencia de
bacterias periodontopatdégenas como: A. actinomycetemcomitans, T. denticola, P.
gingivalis, P. intermedia T. forsythia, C. rectus, C. gingivalis, P. intermedia, P.
nigrescensy E. corrodens. Sin embargo, el nimero de especies evaluadas ha sido bajo,
y no hay reportes de otras bacterias comunmente encontradas en la placa subgingival.
Por lo tanto, en el presente estudio, se realizé la descripcidn de las especies presentes
en la microbiota subgingival de pacientes periodontalmente sanos y con gingivitis,
que se encuentren bajo tratamiento ortoddncico con aparatologia fija (brackets
metalicos), con la finalidad de describir un mayor nimero de especies involucradas

en pacientes con gingivitis, lo cual indica un alto riesgo para presentar periodontitis.




5. OBJETIVOS

5.1 GENERAL

El objetivo del presente estudio fue describir la microbiota subgingival de

pacientes periodontalmente sanos y con gingivitis, que se encontraron bajo

tratamiento ortoddncico con aparatologia fija (brackets), por medio de la técnica de

“Checkerboard” para hibridaciones DNA-DNA.

5.2 ESPECIFICOS

Realizar una historia clinica general y periodontal, que incluyd los
registros de las caracteristicas clinicas y periodontales de cada sujeto de
estudio evaluado, con la finalidad de poder clasificarlo

periodontalmente.

Tomar muestras de placa dentobacteriana subgingival de las zonas
mesiovestibular de boca completa en pacientes con brackets metdlicos

y con tratamiento de ortodoncia mayor o igual a doce meses.

Describir la prevalencia de 40 especies bacterianas, representativas de
la microbiota subgingival de sujetos periodontalmente sanos y con
gingivitis, bajo tratamiento ortoddncico o aparatologia fija (brackets

metalicos).




6. MATERIALES Y METODOS

6.1 TIPO DE ESTUDIO

Se realizé un estudio transversal en el que fueron evaluadas hasta 28 muestras
de placa dentobacteriana subgingival de 4 sujetos de estudio. Todas las muestras
fueron analizadas para determinar las cuentas, prevalencia y proporcion de 40
especies bacterianas.

Los procedimientos fueron realizados en una sola sesién, en la que se evalud el
estado de salud general y periodontal de los sujetos de estudio, se registraron los
datos clinicos generales, se recolectaron datos clinicos periodontales, asi como las

muestras de placa dentobacteriana.

6.2 POBLACION Y MUESTRAS DE ESTUDIO

La poblacion de estudio para la recoleccion de muestras, de placa
dentobacteriana subgingival, consistié en 4 sujetos mexicanos de nacimiento, con
tratamiento ortoddncico fijo (brackets metadlicos), de los cudles 2 se encontraron con
salud periodontal (SP) y 2 con gingivitis (G) (figuras 3 y 4).de acuerdo a la clasificacidon
de Armitage de 1999 %,

El propdsito y naturaleza del estudio, incluyendo los procedimientos clinicos
para la recoleccién de muestras, fueron explicados a cada sujeto potencial de estudio.
Los sujetos recibieron copia de la forma de consentimiento informado en la que se

delined explicitamente el protocolo del estudio. Se pidid a los sujetos que firmaran




dicha forma, con lo cual establecié su entendimiento sobre el estudio y el deseo

voluntario de participar (ver anexo 1).

6.3 Criterios de inclusion

Todos los sujetos incluidos en el estudio fueron mexicanos por nacimiento con
ascendencia de padres y por lo menos dos abuelos mexicanos. Ademas, todos los
sujetos fueron individuos mayores de 20 afios, en buen estado de salud general y

presentaron por lo menos 20 dientes naturales en boca.

6.4 Criterios de exclusion

Los criterios de exclusion comprendieron a todas aquellas mujeres que
presentaron embarazo o lactancia, aquellos que hubieran tomado cualquier clase de
antimicrobiano sistémico en los tres meses previos a su evaluacion para el estudio, y
gue presentaron condiciones sistémicas que pudieran influir sobre el curso o
severidad de la enfermedad periodontal tales como: VIH/SIDA, diabetes, hemofilia,
enfermedades autoinmunes, etc. En la tabla 3 se resumen los criterios que fueron
considerados para la seleccion de los sujetos de estudio.

A los sujetos de estudio, se les solicitdé informacién general que incluydé una
historia clinica médica y datos como edad, género, estatus de fumador, tiempo de uso
de aparatologia ortodoncia fija “brackets”. Se consideré que no hubieran sido
sometidos a ningun tratamiento periodontal como corticotomias y cirugia

ortognatica, asi como haber sido tratado con mini implantes (tabla 3).

26



7. VARIABLES DE ESTUDIO

7.1 Evaluacion clinica

Cada sujeto de estudio recibié una evaluacidn periodontal completa realizada
por un clinico calibrado para este propdsito.

Todas las mediciones clinicas fueron tomadas en una sola visita y registradas de
6 sitios por diente (mesiobucal, bucal, distobucal, distolingual, lingual y mesiolingual)
de todos los dientes en la boca de cada sujeto de estudio excluyendo los terceros
molares (maximo 168 sitios por sujeto dependiendo del nimero de dientes faltantes)
de acuerdo con procedimientos previamente descritos en la literatura “°,

Los parametros clinicos y el orden de las mediciones se realizaron de la siguiente
manera con medidas dicotomicas:

1. Acumulacién de placa (PLA)

2. Enrojecimiento gingival (ENR)

3. Profundidad de bolsa (PB)

4. Nivel de insercion (NI)

5. Sangrado al sondeo (SS)

6. Supuracion al sondeo (SUP)

La profundidad de bolsa y el nivel de insercion se registraron al mm mas cercano
utilizando una sonda periodontal “Carolina del Norte” (UNC) de 15mm de longitud
con marcas en intervalos de Imm y marcas distintivas en los intervalos de 5mm (Hu-

Friedy, Chicago, IL). Estas medidas fueron registradas dos veces por el mismo clinico




y el promedio de las dos mediciones se utilizé para el analisis de datos. El resto de los
parametros clinicos se evaluaron en una sola ocasion con mediciones dicotdmicas de

presencia (1) o ausencia (0).
7.2 Evaluacion microbiolégica

7.2.1 Recoleccion y procesamiento de muestras.

Las evaluaciones microbioldgicas mediante la técnica de “checkerboard” para
hibridaciones DNA-DNA *#! se realizaron con la recoleccién de un méaximo de 28
muestras de placa dentobacteriana subgingival de los sitios mesiobucales de todos los
dientes excluyendo los terceros molares en cada sujeto de estudio.

Después de secar y aislar el area de muestreo con rollos de algoddn, la placa
supragingival fue eliminada con una cureta Gracey 13/14 (Hu-Friedy). Las muestras
de placa subgingival se tomaron utilizando curetas Gracey estériles y colocadas en
tubos para microcentrifugacion de 1.5ml que contenian 150ul de buffer TE pH 7.6
(10mM Tris-HCl, 1ImM EDTA). Se agregaron 150ul de NaOH (0.5 M, Sigma) a cada tubo
y las muestras fueron dispersadas. Los tubos se hirvieron durante 10min. y el pH
neutralizado con 800l de acetato de amonio (5M, Sigma). El DNA de cada muestra
fue colocado en uno de los canales abierto de un Minislot-30, concentrado en una
membrana de nylon de carga positiva de 15 x 15 cm y fijado a la membrana mediante
entrecruzamiento con luz ultravioleta seguido por incubacion a 120°C durante 20min.

Dos canales de estandares microbioldgicos fueron colocados en cada membrana.




Dichos estandares consistieron en mezclas ajustadas a 10> y 108 células de cultivos
puros de todas las cepas bacterianas que fueron analizadas.

El empleo de la técnica de “checkerboard” permitio la identificacion de 40
especies bacterianas en cada una de las muestras de placa dentobacteriana de cada
sujeto de estudio en un mismo experimento. Asimismo, fue posible cuantificar la
prevalencia de cada una de las 40 especies. De tal manera que los datos
microbioldgicos obtenidos de cada sujeto de estudio incluyeron 3 matrices de datos
(niveles, prevalencia y proporcién), cada una con un total de 1,120 posibles puntos de

informacidn (40 sondas de DNA x 28 muestras).

7.2.2 Especies bacterianas y condiciones de cultivo

La lista de las 40 cepas bacterianas de referencia que fueron utilizadas en el
presente estudio para la preparacion de sondas de DNA, comprende especies
bacterianas representativas de cada complejo bacteriano 3. Todas las cepas fueron
adquiridas como cultivos liofilizados del ATCC (American Type Culture
Collection)(tabla 4) Las cepas fueron rehidratadas en caldo para Mycoplasma vy
cultivadas en agar enriquecido (17g Mycoplasma agar base, 5ml solucidn stock de
Hemina, 500ml - agua destilada UV/UF, 5ml vitamina K, 25ml sangre de carnero
desfibrinada) a 35°C de 3 a 7 dias dentro de una cdmara de anaerobiosis con ambiente
de 80% N2, 10% CO? y 10% H? (exceptuando Neisseria mucosa, cultivada
aerébicamente en agar base sin enriquecimiento). Las cepas que se mencionan a
continuacion fueron sembradas en medios suplementados: Campylobacter sp.: agar

enriquecido suplementado en la superficie con 0.5ml de formato (60mg/ml) -




fumarato (60mg/ml); T. denticola: caldo para Mycoplasma suplementado con glucosa
(Img/ml), niacinamida (400ug/ml), tetrahidrocloruro de esparmina (150ug/ml),
isobutirato de sodio (20ug/ml), L-cisteina (1mg/ml), pirofosfato de tiamina (5ug/ml)

y suero bovino (0.5%).

7.2.3 Purificaciéon de DNA y preparacion de sondas

El crecimiento después de 3 a 7 dias de cultivo fue recolectado y colocado en
tubos para microcentrifugacion de 1.5ml que contenian 1ml de buffer TE pH 7.6. Las
células fueron lavadas dos veces mediante centrifugaciéon a 3,500rpm en buffer TE
durante 10min. Posteriormente, fueron resuspendidas mediante sonicacion durante
15seg. y lisadas a 37°C durante 1 hora ya sea con 10% SDS y proteinasa K (20mg/ml|,
Sigma) para las especies Gram negativas, o con una mezcla enzimatica que contenia
15mg/ml de lisozima (Sigma) y 5mg/ml de Achromopeptidasa (Sigma) en buffer TE
(pH 6.5) para las especies Gram positivas. EIl DNA fue aislado y purificado utilizando

42 la concentracién de DNA fue

una técnica estandar previamente descrita
determinada mediante mediciones espectrofotométricas de la absorbancia a 260nm.
La pureza de las preparaciones fue valorada mediante el calculo de la relacién entre
las mediciones de las absorbancias a 260nm y 280nm. Las sondas de DNA gendmicas
fueron preparadas para las 40 especies bacterianas mediante el marcaje con

digoxigenina (Roche) de 1ug de DNA purificado utilizando la técnica de primers

aleatorios (random primer technique) previamente descrita 3.




7.2.4 Hibridaciones DNA-DNA

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

de fosfato (0.1x SSCy 0.1% SDS) utilizando un bafio con circulacion.

7.2.5 Deteccion y cuantificacion de microorganismos.
Las membranas fueron bloqueadas mediante su incubacion durante 1 hora en
buffer bloqueador que contiene 1% de caseina en buffer de maleato (100mM acido

maleico, 150mM NaCl, pH 7.5). Los hibridos fueron detectados incubando las




membranas en una dilucién de 1:50,000 de anticuerpo contra digoxigenina conjugado
a fosfatasa alcalina (Roche) utilizando la modificacién previamente descrita **Después
de ser lavadas, las membranas fueron incubadas en un agente quimioluminiscente de
deteccion (CDP-Star, Roche) a 37°C durante 1 hora y las sefiales fueron detectadas
mediante la exposicidon de las membranas a peliculas autoradiograficas dentro de
cassettes a temperatura ambiente durante 35min. Las peliculas fueron reveladas
siguiendo el procedimiento estdndar y posteriormente fueron fotografiadas con
camara Digital (Kodak Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA.). Con ayuda de un sistema
digital de fotodocumentacion (DigiDoc. BioRad) se enviaron a un programa (Quantity
One. BioRad), en el cual se detectaron y analizaron las sefiales obtenidas en los

checkerboards.




8. ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS

8.1 Parametros clinicos y periodontales
Se realizé un analisis descriptivo de los pardmetros generales previamente descritos,
asi como de los parametros clinicos periodontales tales como nimero de dientes
faltantes, PLA, ENR, PB, NI, SS y SUP, los cuales se expresaron como media * error
estandar de la media (EEM) del promedio de muestras totales de cada sujeto de

estudio.

8.2 Analisis microbiologicos para checkerboard.

La composicidon de la placa dentobacteriana subgingival en cada sujeto de
estudio fue determinada calculando la prevalencia de cada una de las 40 especies
bacterianas evaluadas (ver tabla 4) en cada muestra de manera individual, en
promedio de boca completa por especie de cada sujeto de estudio, y en promedio de
todas las especies por diente muestreado de cada sujeto de estudio (tabla 6). En los
analisis se describié la composicion microbioldgica entre sujetos de cada grupo de
estudio (SP y G). Los datos microbiolégicos fueron expresados como la media * error
estandar de la media (EEM) de la prevalencia (porcentaje de sitios colonizados)
calculada para cada especie bacteriana en cada sitio muestreado y promediado en los
sitios totales de boca completa. Por otro lado, se reporté la prevalencia promedio

para el total de las especies identificadas en cada uno de los sitios muestreados.




9. RESULTADOS

Los sujetos de estudio fueron codificados como: Px 1 - Px 4. Dos pacientes
presentaron salud periodontal (SP Px 1 y Px 2), de acuerdo con los criterios de
seleccion (tabla 3) y dos presentaron Gingivitis (G Px 3y Px 4).

Las caracteristicas generales y periodontales de los sujetos de estudio se
describen en las tablas 5a y 5b. Se reporta de cada parametro clinico la media + el
error estandar de la media. Solo Px 1 fue mujer y Px 2 - 4 fueron hombres. La edad
minima de los sujetos de estudio fue de 20 y como mdaxima 27 teniendo como media
24.2 aifios. La media de los dientes presentes fue de 26, teniendo un maximo de 28 y
como minimo 25, todos los sujetos de estudio estaban en tratamiento con brackets
metalicos con promedio de 20 meses de duracidn con tratamiento ortoddncico y con
una media 2.75 de bandas metdlicas en OD 16, 26, 36 y 46. En este caso sélo el Px 2
no presenté bandas metdlicas en molares. El Px 1 fue el Unico sujeto que presentd dos
sitios con malposicién dental en OD 34 y 44. Los pardmetros generales como consumo
de antibidtico en los ultimos 3 meses y fumador actual presentaron 0% de
prevalencia.

Dentro de las caracteristicas periodontales evaluadas, ninguno de los sujetos de
estudio presentd PB con media mayor a 2.4mm y NI con media mayor a 1.2mm.
Ninguno de los sujetos evaluados presenté sitios mayores o igual a 5mm de NI,

gueriendo decir que los datos periodontales fueron concordantes con los criterios de

seleccion establecidos (tabla 3).




Los Px 1 y Px 4 presentaron el mayor nivel de placa (63% y 95%
respectivamente), a pesar de que el Px 1 fue un paciente clasificado como SP, por el
valor de los parametros periodontales PLA: 63% y ENR: 55%. Los sujetos que
presentaron mayor indice de ENR (Px 3: 67% y Px 4: 89%) y SS (Px 3: 11% y Px 4: 41%)
fueron los clasificados como pacientes con Gingivitis.

En las figuras 3 y 4 se observan las imagenes fotograficas dos sujetos de estudio,
asi como la descripcion detallada de la aparatologia fija de cada paciente. En la figura
3 se presenta el paciente SP Px 2, con brackets de autoligado y sin bandas metalicas.
El estado de salud periodontal del paciente Px 2 se determind ya que al sondeo periodontal
present6 0 sitios con 23mm de PB/NI. Con presencia de placa con 39%, enrojecimiento
gingival de 20% y sangrado al sondeo con 2% de los sitios evaluados (N=168). Se observd la
encia rosada, delimitada con festoneado y las papilas interdentales en forma de cuchillo,
algunos puntos localizados en la encia marginal con eritema. El estado de enfermedad gingival
del G Px 4 se determind ya que al sondeo periodontal presento 0 sitios con >3mm de PB/NI.
Con presencia de placa con 95%, enrojecimiento gingival de 89% y sangrado al sondeo con
41% de los sitios evaluados (N=150). Presenté ademads la encia marginal con edema y eritema,
con perdida de festoneo.

Un total de 105 muestras de placa dentobacteriana subgingival fueron
evaluadas microbiolégicamente de los 4 sujetos de estudio. En la tabla 6 y figura 7 se

describe la prevalencia promedio de cada una de las 40 especies evaluadas en los 4

sujetos de estudio.




La tabla 6 se encuentra ordenada por especies representativas de cada uno de
los complejos bacterianos. Las especies del complejo azul representaron la menor
prevalencia de todas las especies en la mayoria de los sujetos: A. georgiae (Px 1: 4%,
Px 2: 7% Px 3: 12% y Px 4: 8%), A. israelii (Px 1: 68%, Px 2: 57% y Px 3: 12%), A.
naeslundii (Px 1: 20%, Px 2: 31% Px 3: 12% y Px 4: 50%) y A. viscosus (Px 1: 54%, Px 2:
50% Px 3: 42% vy Px 4: 54%) (ver tabla 6).

Las especies que se encontraron en mayor prevalencia en la mayoria de los
sujetos de estudio, fueron principalmente del complejo amarillo: S. anginosus (Px 1:
93%, Px 3: 81% y Px: 4 65%), S. gornodii (Px 1: 100%, Px 3: 92% y Px 4: 92%), S.
intermedius (Px 1: 100%, Px 2: 89%, Px 3: 92% y Px 4: 96%) y S. mitis (Px 1: 79%, Px 3:
92% y Px4: 92%) (ver tabla 6).

Las especies que se encontraron con menor porcentaje de sitios colonizados en
los cuatro sujetos de estudio fueron: A. odontolyticus (Px 1: 4%, Px 2: 7%, Px 3: 12% vy
Px 4: 8%) y V. parvula (Px 1: 32%, Px 2: 36%, Px 3: 35% y Px 4: 58%) y en mayor
porcentaje: C. gingivalis (Px 1: 29%, Px 2: 46%, Px 3: 62% vy Px 4: 27%) C. ochracea (Px
1: 46%, Px 2: 50%, Px 3: 54% y Px 4: 12%), C. sputigena (Px 1: 61%, Px 2: 57%, Px 3:
35% vy Px4:23%)y E. corrodens (Px 1: 25%, Px 2: 71%, Px 3: 23%y Px 4: 38%)(ver figura
7).

Las Unicas especies que se encontraron en mayor porcentaje de sitios colonizados
en salud periodontal en comparacién a gingivitis fueron: E. saburreum (SP: 67.5% y G:

30.5%); P. loescheii (SP: 73% y G: 40%) y C. sputigena (SP: 59% y G: 46.5%) (ver tabla

6).




Las especies que se encontraron en mayor prevalencia en por lo menos tres de
los cuatro sujetos evaluados fueron: P. gingivalis (Px 1: 71%, Px2: 68% y Px 4: 81%),
Fusobacterium nucleatum subsp. nucleatum (Px 1: 93% Px 2: 68% y Px 4: 69%), A.
actinomycetemcomitans (Px 1: 100% Px 2: 89% y Px 4: 96%), F. alocis (Px 1: 92% Px 2:
79%, Px3:92%y Px 4: 60) y S. noxia (Px 1: 64%, Px 2: 61%, Px 3: 85% y Px 4: 77%) y en
menor prevalencia: T. denticola (Px 1: 36%, Px 2: 18%, Px 3: 54% y Px 4: 19%) (ver
tabla 6 y figura 7), P. acnes (Px 2: 21%, Px 3: 12% y Px 4: 15%), G. morbillorum (Px 2:
7%, Px 3: 0% y Px 4: 23%) y A. odontolyticus (Px 1: 4%, Px 2: 7% Px 3: 12 y Px 4: 8%).

En la tabla 7 se describe |la prevalencia promedio del total de las especies
evaluada, por muestra en cada uno de los OD de los 4 sujetos de estudio. Se observo
una mayor prevalencia de las 40 especies evaluadas, en las muestras de: Px 1, sitios
de OD 12(89%), 13(90%), 16(73% + banda)y 17(70%), y Px 2 en OD 11 (88%), 12 (68%),
y 13(70%), en Px 3 en OD 11(84%), 17(81%), 26(76%+banda) y en el Px 4 OD 11(97%),

13(95%) y 25(87%).




10. DISCUSION

La aparatologia fija en ortodoncia se ha considerado como un factor exégeno
modificador de la microbiota subgingival. Sin embargo, no existe en la actualidad
algln estudio que defina un perfil microbioldgico con una amplia gama de especies
colonizadoras de la placa subgingival. El presente estudio, no permitié acercarnos a
cuales son las posibilidades de describir a dos pacientes sanos y dos con gingivitis que,
a pesar de su clasificacion clinica (SP o G), presentan muchas similitudes en la
microbiota.

Clinicamente, ningun sujeto de estudio presentaba periodontitis, sin embargo,
el Px 1 que fue clasificado como SP, presentd altos porcentajes en los pardmetros
clinicos periodontales (PLA y ENR), con lo cual podemos inferir que es un posible
candidato para presentar enfermedad gingival por tener una alta prevalencia (>50%)
en 22 de las 40 especies evaluadas. La literatura reporta, que el aumento generalizado
de especies de la placa subgingival lleva a alteraciones inflamatorias, lo cual puede
aumentar el riesgo de presentar enfermedades periodontales. !

En la mayoria de los sujetos evaluados, las especies de A. georgiae, A. israelii, A.
naeslundii y A. viscosus se encuentra en menor prevalencia, a pesar de ser
consideradas especies compatibles con salud periodontal. 3% 8. Nuestros resultados
no concuerdan con la literatura, ya que dichas especies no se han encontrado
modificadas en la flora de pacientes con aparatologia fija. En el presente estudio, se

puede inferir en el desbalance de la microbiota subgingival, por carecer de especies
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periodonto-benéficas. Por otro lado, otro grupo de especies consideradas
compatibles con salud periodontal son Streptococcus sp., > % & mismas que en el
presente estudio se encontraron en mayor prevalencia, por lo menos 4 de las 6
especies evaluadas del complejo amarillo. Dicho resultado concuerda con los altos
niveles bacterianos de S. mitis y S. gordonii entre otras especies de Streptococcus en
el estudio de Andrucioli y col, quienes evaluaron la placa subgingival de sujetos con
aparatologia fija por medio de la técnica de checkerboard. En este estudio se hace
inferencia de la alta predisposicién de dichas especies por su realciéon con la caries
dental.

Las especies que se encontraron en mayor prevalencia en por lo menos tres de
los cuatro sujetos evaluados fueron: P. gingivalis, F. nucleatum subsp. nucleatum, A.
actinomycetemcomitans, F. alocis y S. noxia. Sélo una de las 3 especies
periodontopatégenas del complejo rojo, se encontré en mayor prevalencia, sin
embargo A. actinomycetemcomitans y S. noxia son también son especies relacionadas
con una mayor predisposicidén de los sujetos con aparatologia ortoddncica a presentar
enfermedades periodontales.® 38 463337 o que nos parece interesante del estudio,
fue que a pesar de que Px 1y 2 presentaran SP, tuvieron alta prevalencia de especies
relacionadas con periodontitis agresiva como son A. actinomycetemcomitans y F.
alocis®, y una especie patdgena putativa (F. nucleatum subsp. nucleatum), con ello se
podria pensar que existe una relacidon con los cambios en el periodonto y las
respuestas tisulares cuando se exponen los dientes a fuerzas ortoddncicas, con una

flora mas relacionada con un tipo de infeccién crénica o agresiva. 31
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En los sujetos con salud periodontal particularmente, se encontraron en mayor
prevalencia las especies E. saburreum, P. loescheii y C. sputigena comparado con los
pacientes con gingivitis. Lo cual puede indicar que sean especies que participen en la
transicidon de salud enfermedad y en el desequilibrio de la flora, por lo tanto, pueden
jugar un papel de patogenicidad putativa, como sucede en pacientes
inmunocomprometidos o con diabetes sanos periodontales’. Por otro lado, la
literatura reporta alta prevalencia de especies como: E. nodatum y C. gracilis en

47 que aunque no presenten aparatologia fija, presentan

sujetos con gingivitis
transicion de salud a enfermedad gingival.

En el presente estudio, se evalla una mayor prevalencia promedio de especies
en placa dentobacteriana subgingival, en dientes anteriores superiores tal como
afirma Harfin32, quien concluye que tanto la mal posicion dental como la aparatologia
fija, pueden influir en la alteracién de la placa subgingival. En el presente estudio los
pacientes no presentaron apifiamiento, sin embargo, dos de los sitios con mayor
prevalencia del promedio de las 40 bacterias, presentaron bandas metalicas.

Los métodos utilizados para la evaluacién de la microbiota subgingival en su
mayoria has sido fenotipicos 3% 3% 45y de PCR 3 46, Ginicamente existe un reporte con
la técnica de checkerboard para dicha evaluacién. La técnica de checkerboard nos

ofrece la posibilidad de evaluar de manera cuantitativa la cantidad de bacterias que

se tienen, la prevalencia y la proporcidn representativa de todos los dientes en boca.




11. CONCLUSIONES

En el presente estudio pudimos identificar la importancia de la realizacién de un
periodontograma completo para el andlisis de cada sitio evaluado, con la finalidad de
presentar un estado real de los parametros clinicos periodontales (PLA, ENR, PB, NI,
SAS y SUP) y por lo tanto una adecuada clasificacidon periodontal.

El presente estudio nos permitié analizar los resultados concordantes con la
literatura mencionada. Existe una mayor predisposicién de los sujetos con
aparatologia fija, con brackets metalicos y tratamiento mayor a doce meses, para
presentar enfermedades periodontales, independientemente que su estado
periodontal actual sea de salud. Esto se debe al aumento en la prevalencia de P.
gingivalis, F. nuecleatum subsp. nucleatum y la disminucidn de especies de
Actinomyces, lo cual indica el desequilibrio de la flora, aunado a la alta prevalencia de
especies como A. actinomycetemcomitans, S. noxia y F. alocis, tanto en salud
periodontal como en gingivitis, representando una flora muy particular de especies
predominantes en periodontitis agresiva.

Analizando el alcance del presente trabajo, pudimos darnos cuenta de que,
como estudio piloto los resultados fueron relevantes, sin embargo, se desearia
analizar un mayor nimero de pacientes tanto sanos como con gingivitis, con el fin de

determinar las diferencias significativas entre grupos de estudio.
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TABLAS

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de gingivitis. 3

Parametros

Color

Contorno
Consistencia

Sangrado

Exudado gingival

Salud gingival

Rosado palido (relacionado con la pigmentacién
mucocutanea)
Festoneado; encia marginal dentro del espacio cervical e
interdental y en forma de filo de cuchillo.
Firme y resiliente

Negativo

Minimo

Gingivitis

Rojo brillante

Edema deforma el margen gingival de la enciay esta
pierde. La papila es bulbosa.
Suave y con edema

Positivo

Notable aumento




Tabla 2. Estudios microbiolégicos subgingivales en pacientes con brackets. 33353845

A Metodo de identificaciol Especies evaluadas Cuentas/prevalencia/pr
Paolantonio { 1999 | Identificaciéon fendtipica/ TSBV |A. actinomycetemcomitans Proporcion 6.31+0.5
A. actinomycetemcomitans 10.8
T. forsythia 48.5
P. gingivalis 24.7
Lee 2005 PCR P. intermedia Prevalencia 15.1
P. nigrescens 47.3
T. denticola 36.3
Naranjo 2006 | Identificacion fendtipicay sistema |Fusobacterium sp. Proporcion 5.70+10.46
de micométodo TSBV P. gingivalis 0.70+1.40
L L A. actinomycetemcomitans 0.754
Ristic 2007 Identlfl.caCIon fen?tlplca con P. intermedia Prevalencia 0.754
Kanamycin vacomycin lakes agar L
sangre y TSVB P. gingivalis 0.754
F. nucleatum 0.754
A. actinomycetemcomitans Nm
A. israelii Nm
A. odontolyticus Nm
A. viscosus Nm
Blue 2008 Nm F. nucleatum Prevalencia Nm
P. anaerocius Nm
P. gingivalis Nm
Streptococcus sp. Nm
T. forsythia 1
P. gingivalis 1
Choi 2009 PCR E. corrodens Prevalencia 1
T. denticola 1
V. parvula 2.0 x 107
L. bucalis 1.0 x 10°
S. gordonii 1.5 x 10°
S. mitis 1.0 x 10°
S. oralis 1.0 x 10°
S. sanguinis 1.5 x 10°
C. gingivalis 1.5 x 10°
L Checkerboard hibridacion DNA - E corer.LJ'Iens LOx 102
Andrucioli {2012 C. gracilis Cuentas 1.0x 10
DNA
C. showae 1.0 x 10°
C. ochracea 1.0 x 10°
F. nucleatum subsp. nucleatum 1.5 % 108
F. nucleatum subsp. vicentii 1.25 x 10
F. nucleatum subsp. polymorphum 1.5 x 10°
F. periodonticum 1.5 x 10°
P. intermedia 1.0 x 10°
P. melaninogenica 2.0 x 10°
P. nigrescens 1.0 x 10°
S. noxia 1.0 x 10°

DNA: Deoxyribonucleic acid; PCR: Polymerase chain reaction; Nm: No se menciona.
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Tabla 3. Criterios de seleccién de los sujetos de estudio.

No. de

Grupo Edad

Nivel de insercion

Criterios de exclusion

dientes

SP (2)

20-27 <20

G(2)

<4 sitios entre 3-4 mm y Ositios
25mm

>5sitios 3-4 mm 0 sitios 2>5mm

Lactancia / embarazo
Fumadores actuales
Enfermedad de Chron
Tratamiento ortoddntico <1 afio
Brackets estéticos
Cirugias ortognéticas
Corticotomias
Minimplantes

SP: Salud periodontal; G: Gingivitis.




Tabla 4. Listado de 40 cepas de referencia empleadas para la elaboracion de sondas de DNA.

Especie Complejo Especie Complejo

Al 19696 Otros
Azul 33270 Naranja
Azul Porphyromonas endodontalis 35406 Otros
Morado Porphyromonas gingivalis 33277 Otros
No-agrupado Prevotella loescheii 15930 Otros
Naranja Prevotella melaninogenica 25845 Otros
Naranja 33563 Naranja
Naranja Propionibacteriumacnes | 6919 |  Otros
Verde Selenomonas noxia 43541 No-agrupado
Verde Streptococcus anginosus 33397 Amarillo
Verde 27823 Naranja
Corynebacterium matruchotii Otros Streptococcusgordonii 10558  Amarillo
Verde Streptococcus intermedius 27335 Amarillo
Naranja Streptococcus mitis 49456 Amarillo
Eubacterium saburreum | Otros Streptococcus oralis 35037 Amarillo
Filifactor alocis | Otros Streptococcus sanguinis 10556 Amarillo
I Naranja - 43037 Rojo
Naranja 35405 Rojo
Rojo - 10790 Morado

Las especies se presentan en orden alfabético. ATCC: Numero de referencia del American Type Culture Collection (Rockville, MD, EU). Complejo: Las
especies fueron agrupadas lo mas similarmente posible a la descripcién de complejos microbianos en la placa dentobacteriana subgingival® con la
siguiente excepcion: C. matruchotii, D. pneumosintes, E. saburreum, E. sulci, F. alocis, L. buccalis, N. mucosa, P. asaccharolytica, P. endodontalis, P.
loescheii, P. melaninogenica, P. acnes y S. artemidis se encuentran agrupados como "Otros".
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Tablas 5a y 5 b. Caracteristicas generales y periodontales de los sujetos de estudio.

5a. Caracteristicas generales .
Media %

ELERIHIEY 07-oct-17  06-oct-17 12-sep-17  09-sep-17
Y EX ey 14-ago-92 18-may-93  04-nov-97  15-may-90 NA
Género 1 0 0 0 15
LED| 25 25 20 27 24
Antibidtico meses 0 0 0 0 0
Fumador actual 0 0 0 0 0
# Dientes presentes 28 28 24 25 26
Tx de brackets metalicos (meses) 13 22 16 30 20
N° Bandas metalicas (16, 26, 36, 46) 2 0 4 5 3
N° OD con apiitamiento dental 2 0 0 0 0.5

PX: Paciente; Género: 1 mujer, 0 hombre; Tx: tratamiento; OD: diente; NA: No aplica.

5b. Caracteristicas periodontales

Profundidad de bolsa (PB mm)
Nivel de Insercion (NI mm)
Numero de sitios con NI 25

Placa (PLA %)

Enrojecimiento (ENR %)
Sangrado al Sondeo (SS %)
Supuracion (SUP %)

PX: Paciente; EEM: Error estandar de la media.
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Tabla 6. Prevalencia promedio (% sitios colonizados + EEM) de las 40 especies
bacterianas evaluadas en las muestras de los 4 sujetos de estudio (N= 105).
Px 1

% de sitios colonizados

Media

0.04 0.05 12 0.06 0.05

777777777777777 68 0.09 57 0.10 73 0.09 12 0.06
50 0.10 61 0.09 12 0.06 50 0.10

............................... ................ | o PP i 10 = 010 o 1o
S. anginosus 93 0.05 64 0.09 81 0.08 65 0.10
S. gordonii 100 0.00 64 0.09 92 0.05 92 0.05
S. intermedius 100 0.00 89 0.06 92 0.05 96 0.04
S. mitis 79 0.08 46 0.10 92 0.05 92 0.05
S. oralis 25 0.08 14 0.07 35 0.10 15 0.07
S. sanguinis 0 0.00 0 0.00 0 0.00 4 0.04
0.04 7 0.05 12 0.06 8 0.05

32 0.09 36 0.09 35 0.10 58 0.10

29 0.09 46 0.10 62 0.10 27 0.09

46 0.10 50 0.10 54 0.10 12 0.06

61 0.09 57 0.10 35 0.10 23 0.08

25 0.08 71 0.09 23 0.08 38 0.10

32 0.09 25 0.08 35 0.10 96 0.04

18 0.07 25 0.08 8 0.05 12 0.06

29 0.09 39 0.09 31 0.09 12 0.06

21 0.08 7 0.05 54 0.10 15 0.07

93 0.05 68 0.09 27 0.09 69 0.09

32 0.09 36 0.09 69 0.09 15 0.07

100 0.00 75 0.08 65 0.10 88 0.06

64.3 0.09 25 0.08 35 0.10 12 0.06

54 0.10 43 0.10 81 0.08 42 0.10

89 0.06 79 0.08 35 0.10 96 0.04

71 0.09 68 0.09 38 0.10 81 0.08

32 0.09 25 0.08 88 0.06 27 0.09

36 0.09 18 0.07 54 0.10 19 0.08

A.a. b 100 0.00 89 0.06 54 0.10 96 0.04
S. noxia 64 0.09 61 0.09 85 0.07 77 0.08
C. matruchotii 100 0.00 68 0.09 42 0.10 96 0.04
E. saburreum 71 0.09 64 0.09 38 0.10 23 0.08
F. alocis 92 0.05 79 0.08 92 0.05 60 0.10
P. endodontalis 100 0.00 100 0.00 81 0.08 81 0.08
N. mucosa 18 0.07 68 0.09 85 0.07 31 0.09
G. morbillorum 36 0.09 7 0.05 0 0.00 23 0.08
P. loescheii 82 0.07 64 0.09 19 0.08 42 0.10
P. melaninog. 46 0.10 36 0.09 31 0.09 27 0.09
P. acnes 100 0.00 21 0.08 12 0.06 15 0.07

EEM: Error estandar de la media; A. a. a.: Aggregatibacter actinomycetemcomitans stp. b. Se
marcan casillas con color rosa con prevalencia > 80% y con color verde <80%.

51



Tabla 7. Prevalencia promedio bacterianas (% sitios colonizados + EEM)
por muestras evaluadas de los 4 sujetos de estudio (N= 105).

Px1 Px2 Px3 Px4
Media Media Media Media
70 88 84 97
89 68 57 51
90 70 54 95
79 45 NOD NOD
69 65 59 51
73 65 76 33
70 90 81 28
38 65 32 49
45 38 51 44
85 65 38 46
53 53 NOD NOD
80 65 51 87
43 53 76 28
38 68 70 26
50 73 68 36
55 55 68 24
43 48 59 44
53 30 NOD 51
55 25 54 54
60 28 38 56
53 18 49 51
43 48 51 44
50 18 49 44
35 18 62 41
33 58 38 33
38 8 NOD 31
40 8 43 28
45 13 24 NOD

NOD: No presenta érgano dentario.




FIGURAS

Actinomyces

species SUBGINGIVAL MICROBIAL
COMPLEXES

S. mitis
S. oralis
S. sanguinis
P. intermedia
Streptococcus sp. P. nigrescens P. gingivalis
S. gordonii P. micros T. forsythia
S. intermedius F. nuc. vincentii T. denticola

F. nuc. nucleatum

F. nuc. polymorphum
F. periodonticum

E. corrodens N subi B
C. gingivalis subjects = 185

C. sputigena N samples = 13,261

C. ochracea Cluster analyses

2’ :ggﬁés“;s A. actino. b S. noxia Community ordination

Figura 1. Diagrama de especies bacterianas agrupadas por complejos de la placa dentobacteriana
subgingival. Se encuentran agrupados de esta manera por sus asociaciones (coagregacién) entre
especies. Se pueden reconocer por su periodonto-patogenicidad de izquierda a derecha, siendo los
complejos de Actinomyces, morado, amarillo y verde representados con especies colonizadoras
tempranas de la placa dentobacteriana subgingival, posteriormente el complejo naranja con especies
patégenas putativas y por ultimo el complejo rojo, con especies patdgenas reconocidas. Asi mismo se
representan especies no agrupadas, ya que no se asocian con otras bacterias de la biopelicula.?
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Figura 2. Respuesta inflamatoria en la evolucién de las enfermedades periodontales.
(a) Proceso inflamatorio basal considerado “normal” en salud periodontal. Infiltrado de células inflamatorias primordialmente
neutroéfilos asociados a epitelio y linfocitos en tejido conectivo.
(b) Lesién temprana. Infiltrado de leucocitos polimorfonucleares(LPN) al tejido conectivo debido a la quimiotaxis del hospedero.
Citocinas proinflamatorias por el aumento de leucocitos y migracién a vasos sanguineos a través del fluido crevicular.
(c) Lesién avanzada. Infiltrado inflamatorio en tejido conectivo, citocinas proinflamatorias persistentes activacién de lineas celulares de
destruccion de hueso, dafio en las fibras periodontales y migracién de la unién cemento esmalte.*
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Figura 3. Paciente sano periodontal bajo tratamiento de ortodoncia con aparatologia fija.

El estado de salud periodontal del paciente Px 2 se determind ya que al sondeo periodontal
presento 0 sitios con 23mm de PB/NI. Con presencia de placa con 39%, enrojecimiento gingival de
20% y sangrado al sondeo con 2% de los sitios evaluados (N=168). Se observé la encia rosada,
delimitada con festoneado y las papilas interdentales en forma de cuchillo, algunos puntos
localizados en la encia marginal con eritema.




Figura 4. Paciente con gingivitis bajo tratamiento de ortodoncia con aparatologia fija.

El estado de enfermedad gingival del G Px 4 se determind ya que al sondeo periodontal presenté 0
sitios con 23mm de PB/NI. Con presencia de placa con 95%, enrojecimiento gingival de 89% vy
sangrado al sondeo con 0.41% de los sitios evaluados (N=150). Presentd ademas la encia marginal
con edema y eritema, con perdida de festoneo.




Salud periodontal Periodontitis crénica

No agrupados
3.4% No agrupados
2.6%

Figura 5. Proporcion de complejos bacterianos en condiciones de salud periodontal y periodontitis crénica en la
poblacién mexicana. Se encuentra en mayor proporcion el complejo azul y “otras especies” en estado de salud
periodontal comparado con periodontitis, mientras que en periodontitis se encuentran en mayor proporcién especies
del complejo rojo, comparado con salud periodontal.*
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2% .
5% 11% m Cluster of Actinomyces

M Purple complex

22% Yellow complex
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® Red complex + T. socranskii

M Cariogenic microorganisms

Figura 6. Proporcion promedio de complejos bacterianos presentes en la microbiota supragingival de sujetos con brackets
metalicos. Se encuentra en mayor proporcion los complejos naranja y morado, en menor proporcién especies relacionadas con la
caries dental.®®
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Figura 7. Prevalencia promedio (% sitios colonizados + EEM) de las 40 especies bacterianas evaluadas en las muestras de los 4 sujetos de

de colores representa a cada uno de los sujetos de estudio (Px1-Px4). Se observa la prevalencia promedio por

105). El patrén
sitios colonizados de las especies

estudio (N

, ordenadas de mayor a menor respecto al Px1.
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ANEXOS

ANEXO 1. FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO.

COPIA ARCHIVO

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

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

INVESTHGADOR RESPOMSABLE: Dra. Laurie Ann Ximénez-Fyvie.
CLINICOS RESPONSABLES:
®  Mtra. Adriana-Patricia Rodriguez-Hemnandez.
*  Esp. Velia lacobo-Soto.
# Dra. Gaby Esthela-Tiznado.
*  Mira. Ma. de Lourdes Marguez-Corona.
INSTITUCION: Laboratorio de Genética Molecular.
Division de Estudios de Posgrado e Investigacion.
Facultad de Odontologia, UNAM.
TELEFOMO: {044) 55-2699-7530 [horas y dias hibiles)
E-MAIL" contacto@ jabeenmol onmicrosoft com

TITULD DEL PROYECTO: Factores microbiologicos ¥ genéticos relacionados con las enfermedades pericdontales en
Meéxico [DGAPA # IN213006-2).

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

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

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

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

* La realizacion de una evaluacion pericdontal completa, la cual consistira en medir la profundidad de las
pequeiias “bolsas” que se encuentran entre sus dientes y sus encias. Estas medidas serdan tomadas con un
instrumento especial llamado senda que serd introducido en dichas “bolsas” en 6 lugares diferentes alrededor
de cada diente de su bora. Este es un procedimiento de rutina ampliamente utilizado en la practica dental.
Ademas de lo anterior, se le realizard una evaluacion general de la salud de sus encias para saber si sangran, si
estan inflamadas, si estan enrojecidas, etc.

* La obtencion de algunos de sus datos generales y medicos, lo cual consistira en el llenado de una historia
clinica con preguntas que le serdn leidas por el clinico que lo atienda y la medicion de su peso, estatura, presicn
sanguinea, pulse y porcentaje de grasa corporal.

Iniciales del pariente Circuito de la Investigacién Clentifica

Cd. Universitaria 04510, COML

FE-GMLIFO-005




COPIA ARCHIVO

Laboratorio de Genética Molecular
Facultad de Odontologia
Universidad Nacional Autonoma de Meéxico
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(FOLIO NO. 001)

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

* Latoma de 1 muestra de maximo 11 ml de sangre, lo cual se realizard siguiendo los procedimientos
que se llevan a @bo en laboratorios de diagndstico clinico acreditados. Dicho procedimiento consiste en
colocar una liga gruesa liperamente apretada alrededor de su brazo para fadlitar la visualizacion de sus venas.
Posteriormente, se introduce una aguja a una vena de algune de sus brazos y se deposita la sangre en uno o
dos tubos de vidrio conforme sale de la vena. La liga y aguja seran retiradas y el sitio de puncion sera cubierto
COon un curita una vez que el dinico determine que ha dejado de sangrar. Este procedimiento puede causarle
dolor o molestias principalmente en el sitio de la puncign.

* Latoma de 1 muestra de células epiteliales de la mucosa bucal, lo cual se realizard frotando un algeddn sobre
la superficie interna de sus mejillas, paladar, labios, encias y por debajo de la lengua durante aproximadamente
1 minuto. Este procedimiente no conlleva ninguna molestia. La muestra sera colocada sobre una tarjeta de
papel espedial.
Usted debe entender que todos los procedimientos serdn realizados en una sola visita que tendra una duracion maxima
de 2 horas y que en este estudio participaran aproximadamente 500 [quinientas) personas.

Usted debe entender que su participacion en el estudio no implica que serd sometido a ningdn tratamiento diferente
o adicional a aguellos tratamientos que su dinico tratante considere necesarios para su caso.

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

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

BEMNEFICIOS: Usted debe entender que su participacion no le proporcionara ningin beneficio inmediato ni directo. Sin
embargo, gracias a su participacion, se obtendra informacicn nueva y mas extensa sobre las causas y los factores que
intervienen en las enfermedades de las encias en la poblacion de México, lo cual pedria ayudar en un future no solo al
mejor entendimiente de dichas enfermedades, sino también a la bisgueda y empleo de nuevos tratamientos para
nuestra poblacion.

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

Circuito de la Investigacdn Clentifica
Cd. Universitaria 04510, COMX

FE-GMLIFC-005
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CONADENCIALIDAD: Usted debe entender que toda la informacion gue sea obtenida tanto en sus historiales dinicos
como en el andlisis de sus muestras serd mantenida en estricta confidencialidad. Asi mismo, si cualquier publicacidn
resultara de esta investigacion, no se le identificara jamas por nombre.

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

DERECHOS: Usted tiene el derecho de hacer preguntas y de que éstas le sean contestadas a su plena satisfacddn. Puede
hacer sus preguntas en este momento, antes de firmar la presente forma o en cualguier momento en el future. 5i desea
mayores informes acerca de su participacion en este estudio de investigacion o sobre sus derechos como sujeto de
estudio, puede contactar a cualquiera de los responsables llamando al nimero de teléfono que se encuentra en la parte
superior de la primera pagina de esta forma.

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

Mombre del Paciente Firma del Paciente Fecha
{Dia/mes/ano)
Mombre del Clinico Responsable Firma del Clinico Responsable Fecha
{Dia/mes/ano)
Iniriales del paciente

Circuito de la Investigadén Clentifica
Cd. Universitaria 04510, COMX

FE-GMLIFC-005
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