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ANALISIS DE EXPRESION DE LOS GENES 520, 538 y 1280 DE Porphyromonas
gingivalis EN PRESENCIA DE NICOTINA

RESUMEN

INTRODUCCION: El humo de tabaco y cigarro electronico favorece la creacion de
biofilm que estimulan el desarrollo de ciertas bacterias periodontales tal como la
Porphyromonas gingivalis. Se ha encontrado en esta bacteria una serie de factores de
virulencia tales como HmuY vy las gingipains Kgp/RgpA, los cuales han sido relacionados
con la periodontitis e inclusive con enfermedades sistémicas. OBJETIVO: Determinar la
expresion de genes de Porphyromonas gingivalis en presencia de nicotina del cigarro
electronico y tabaco. METODOLOGIA: Se llevo a cabo la metilacion de tabaco para
obtener concentrado de nicotina, preparando medios de cultivo con tripticaseina de soya
y diferentes compuestos. Se activo la bacteria Porphyromonas gingivalis, y se evalu6 la
formacion de biofilm en dientes expuestos a medios con nicotina. Se aplicd la técnica de
PCR RNA por medio de fluorescencia y tincion de Gram para analizar la interaccion
bacteriana en cortes dentales. RESULTADOS: La nicotina modul6 significativamente la
expresion génica en P. gingivalis, destacando el gen 520 como el mas afectado con una
disminucion altamente significativa (p < 0.001), mientras que el gen 538 presentd una
sobreexpresion también relevante en presencia de nicotina. En la formacion de biofilm, el
grupo expuesto a cigarro electrénico mostro consistentemente los valores mas altos frente
al tabaco, aunque sin alcanzar significancia estadistica (p > 0.05). CONCLUSION: Este
estudio evidencid que la nicotina modula de manera distinta la expresion de los genes 520,
538 y 1280 de P. gingivalis, donde el gen 520 fue significativamente inhibido, el 538 se
sobreexpresd con vapeo y el 1280 aumentd con tabaco; ademas, aunque no se encontraron
diferencias significativas en la formacion de biofilm, el cigarro electronico mostrd

consistentemente valores mas elevados.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Tobacco smoke and electronic cigarette vapor promote the
formation of biofilms that stimulate the development of certain periodontal bacteria such
as Porphyromonas gingivalis. A series of virulence factors, such as HmuY and the
gingipains Kgp/RgpA, have been found in this bacterium, which have been associated
with periodontitis and even systemic diseases. OBJECTIVE: Determine the expression
of genes in Porphyromonas gingivalis in the presence of nicotine from electronic
cigarettes and tobacco. METHODOLOGY: Tobacco was methylated to obtain nicotine
concentrate, and culture media were prepared with soy trypticasein and various
compounds. Porphyromonas gingivalis was activated, and biofilm formation was
evaluated on teeth exposed to nicotine-containing media. PCR RNA technique with
fluorescence and Gram staining were applied to analyze bacterial interaction on dental
sections. RESULTS: Nicotine significantly modulated gene expression in P. gingivalis,
with gene 520 showing the most pronounced decrease (p < 0.001), while gene 538
exhibited relevant overexpression under nicotine exposure. Regarding biofilm formation,
the e-cigarette group consistently displayed higher values compared to tobacco, although
the differences did not reach statistical significance (p > 0.05). CONCLUSION: This study
showed that nicotine differentially modulates the expression of P. gingivalis genes 520,
538, and 1280, with gene 520 being significantly inhibited, gene 538 overexpressed with
vaping, and gene 1280 increased with tobacco; additionally, although no significant
differences were observed in biofilm formation, e-cigarettes consistently showed higher

values.
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1. INTRODUCCION

El proceso de formacion de biofilm bacteriana ocurre en dos etapas principales:
una inicial, caracterizada por la adhesion de los microorganismos a la superficie, seguida

de una fase de multiplicacion y organizacion celular que da lugar a estructuras complejas.

El tabaquismo constituye actualmente uno de los principales problemas de salud
publica, siendo responsable de cerca de nueve millones de muertes anuales a nivel

mundial, lo que representa alrededor del 15 % de la mortalidad global.

El humo del tabaco interrumpe el funcionamiento de practicamente todos los
sistemas de oOrganos humanos, causando la mayoria de las muertes por céncer,
enfermedades cardiacas y enfermedades respiratorias no cancerosas. A pesar de la
promocion de los cigarrillos electronicos como una alternativa menos dafiina, existe
evidencia que sugiere que sus componentes también pueden inducir efectos adversos en
la salud.

El liquido utilizado en los e-cigarrillos tiene el potencial de causar cambios
quimicos que resultan en la produccion de sustancias, como las emisiones de carbonilo,

que podrian tener el riesgo de causar dafo a los pulmones.

Cada vez hay mas informacion que sugiere que el humo del tabaco favorece la
creacion de biofilm en multiples tipos de bacterias que causan enfermedades. Existen
reportes que demuestran la relacion entre la nicotina y la biofilm dado que el extracto del
humo de cigarro estimula a P. gingivalis y contribuye a que se desarrolle una enfermedad
periodontal. En este estudio se busca comprobar si la nicotina del cigarro electronico esta
en relacion con la bacteria Porphyromonas gingivalis en la formacion de biofilm y su

actividad metabolica.



Debido a lo anterior surge la siguiente pregunta de investigacion: ;Como se
comportan los genes de virulencia 520, 538 y 1280 de la bacteria Porphyromonas

gingivalis en presencia de nicotina de cigarrillo electronico y cigarrillo?

Se llevd a cabo la metilacion de tabaco para obtener concentrado de nicotina,
preparando medios de cultivo con tripticaseina de soya y diferentes compuestos. Se activod
la bacteria Porphyromonas gingivalis, y se evalud la formacion de biofilm en dientes
expuestos a medios con nicotina. Se aplicd la técnica de PCR RNA por medio de

fluorescencia y tincion de Gram para analizar la interaccion bacteriana en cortes dentales.

El analisis de expresion relativa (2°-AACt) mostré que la presencia de nicotina
indujo cambios diferenciales en los genes evaluados. El gen 520 present6 una disminucion
significativa en su expresion en comparacion con el control (p < 0.001). Por el contrario,
el gen 538 evidencid un ligero incremento en su expresion, también estadisticamente
significativo (p < 0.001). Finalmente, el gen 1280 mostré una marcada reduccion en sus
niveles de expresion, lo que sugiere un efecto regulador negativo asociado a la exposicion

a nicotina.

Por el contrario, el analisis estadistico del segundo estudio mostrd que las areas
pigmentadas de biofilm fueron consistentemente mayores en las muestras expuestas a
extractos de cigarro electronico, tanto en concentracion 10%, como en 100%, en
comparacion con el tabaco. Estos hallazgos sugieren que, aunque existe una tendencia
hacia una mayor formacién de biofilm inducida por el cigarro electronico, sera necesario

ampliar el tamafio muestral para confirmar este efecto.



2. HIPOTESIS

Hi: La expresion de genes 520, 538 y 1280 de la bacteria Porphyromonas gingivalis

es mayor en nicotina del cigarro electronico, que en nicotina de tabaco.

Ho: La expresion de genes 520, 538 y 1280 de la bacteria Porphyromonas gingivalis

es menor en presencia de nicotina del cigarro electronico y nicotina del tabaco.

Ha: La expresion de genes 520, 538 y 1280 de la bacteria Porphyromonas gingivalis

no hay diferencia en presencia de nicotina del cigarro electronico y nicotina del tabaco.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general
Determinar la expresion de genes de Porphyromonas gingivalis en presencia de nicotina

del cigarro electronico.

3.2 Objetivos especificos

e Comparar la expresion de genes 520, 538 y 1280 de la bacteria Porphyromonas
gingivalis en presencia de la nicotina del cigarro electronico con el cigarro
convencional de tabaco.

e [Evaluar la formacion de biofilm en superficies radiculares con nicotina y con cigarro

electronico.



4. ANTECEDENTES

4.1 Salud periodontal

La definiciébn mas practica de salud periodontal seria un estado sin enfermedad
periodontal inflamatoria, lo cual implica la falta de inflamacion relacionada con gingivitis
o periodontitis, evaluada clinicamente, como un requisito previo para considerar que
alguien tiene salud periodontal (West, 2018). Existe un debate sobre si condiciones
morfologicas alteradas resultantes de exposiciones previas a la enfermedad, como
recesion gingival, pérdida de insercion y pérdida dsea, pueden ser consideradas como
nuevas condiciones saludables en ausencia de signos y sintomas clinicos de inflamacion

(Mariotti & Hefti, 2015).

La salud puede ser evaluada desde una perspectiva tanto histologica, como clinica, y
debe ser contemplada en el contexto de un enfoque preventivo inicial y un objetivo
terapéutico final. Por lo tanto, la salud periodontal puede existir antes de que la
enfermedad se manifieste, pero, a su vez, la salud periodontal puede ser restaurada en un

periodonto que ha sufrido cambios anatdmicos (Wehmeyer et al., 2014).

Se define a través de la completa ausencia de infiltrado inflamatorio, junto con
indices gingivales y de placa dental que resultan en valores iguales a cero. En los seres
humanos, un estado de encias clinicamente saludables, incluso si se mantiene durante un
periodo prolongado, siempre se caracteriza histologicamente por un pequeio infiltrado de

células inflamatorias (Lang & Bartold, 2018).

La salud periodontal se definiria como la ausencia de evidencia histoldgica de
inflamacion periodontal y la ausencia de cambios anatdmicos en el periodonto. Sin
embargo, es importante reconocer que en la mayoria de los adultos, esto es poco probable.
Por lo tanto, el término "clinicamente saludable" debe ser adoptado para abarcar la
ausencia o una reducciéon muy significativa de inflamacion periodontal clinica en un

periodonto que esta anatdmicamente intacto o en uno que ha sufrido cambios.



Ademas, es necesario desarrollar una definicion o modelo comprometido para la
salud periodontal clinica en personas que han experimentado enfermedad periodontal
(gingivitis o periodontitis), han recibido tratamiento y luego han regresado a un estado de
salud clinica en un periodonto completo (en el caso de la gingivitis) o en uno que ha

sufrido cambios (en el caso de la periodontitis) (Mahanonda ef al., 2016).

Los determinantes de la salud periodontal clinica se dividen en determinantes
microbioldgicos, que dependen de la composicion de la placa supragingival y de la
biopelicula subgingival, determinantes del huésped, que pueden ser factores locales como
bolsas periodontales, restauraciones dentales, anatomia de las raices y posicion de los
dientes, o factores sistémicos como la funcion inmunolédgica del huésped, la salud general
y la genética, y determinantes ambientales, que dependen del tabaquismo, medicamentos,

estrés y nutricion (Darveau et al., 2012).

Estas 4 categorias incluyen: 1) salud periodontal pristina, definida como la completa
ausencia de inflamacion clinica y vigilancia inmunolégica fisioldgica en un periodonto
con soporte normal (sin pérdida de insercidon o de hueso). La salud periodontal pristina es
poco probable que se observa clinicamente; 2) salud periodontal clinica, caracterizada por
la ausencia o niveles minimos de inflamacion clinica en un periodonto con soporte normal;
3) estabilidad de la enfermedad periodontal en un periodonto que ha sufrido cambios; 4)
remision/control de la enfermedad periodontal en un periodonto que ha sufrido cambios

(Lang & Bartold, 2018).

4.2. Clasificacion de enfermedades periodontales

En lugar de considerar las enfermedades periodontales como simples infecciones
bacterianas, deben ser comprendidas como enfermedades complejas de naturaleza
multifactorial que involucran una complicada interaccion entre la microbiota subgingival,
las respuestas inmunolégicas e inflamatorias del huésped y factores ambientales que las
modifican (Lang & Bartold, 2018).

El pH cambia de la neutralidad en el surco gingival sano a un pH por encima de 8.0

en bolsas periodontales inflamadas o enfermas (Forng et al., 2000).



4.2.1. Gingivitis

La gingivitis es una condicion iniciada por acumulamiento de placa dentobacteriana
la cual causard inflamacion y es caracterizada por signos tales como encia enrojecida y
edema, sin embargo, no es dolorosa y tiene ausencia de insercion clinica (Murakami et al.,

2018).

Es importante mencionar que, a diferencia de la periodontitis, la gingivitis es
reversible si se elimina el factor causante. Ademas, es un proceso inflamatorio limitado a
la encia, que no es destructivo, solo afecta la encia, un sintoma importante que ocurre al

sondear es el sangrado (Makkar et al., 2018).

De acuerdo a la AAP (American Academy of Periodontology) la definicién de caso
de gingivitis es pérdida de insercion clinica < 3 mm, profundidad de bolsa < 4 mm ,
sangrado al sondaje > 20 % y sin pérdida de hueso alveolar radiografico (Trombelli ef al.,

2018).

La gingivitis localizada, se define como un paciente que presenta un indice de
sangrado al sondaje >10% y <30%, sin pérdida de insercion clinica y sin pérdida dsea
radiografica; o la gingivitis generalizada, definida como un paciente que presenta un
indice de sangrado al sondaje >30%, sin pérdida de insercion y sin pérdida Osea

radiografica (Holmstrup et al., 2018).

4.2.2. Periodontitis

La periodontitis es la sexta patologia mas comin en el mundo, afectando
aproximadamente a 750 millones de personas, y son la principal causa de pérdida dental,
lo que resulta en disfuncidon masticatoria que afecta la calidad de vida, la nutricién y la
autoestima de los pacientes, lo que resulta en un alto costo en salud y un impacto
econdmico en los diversos sistemas de salud (Lopez-Valverde ef al., 2023;Chapple et al.,
2015).

Se caracteriza por una inflamacién mediada por microorganismos y el huésped que

resulta en la pérdida de la insercion clinica periodontal (Caton et al., 2018).



Ademas, la periodontitis a diferencia de la gingivitis es una condicion irreversible
por lo que se caracteriza por la inflamacion de las encias que se propaga mas alla de la
encia, lo que conduce a la descomposicion de la unidn del tejido conectivo alaraizy a la
reabsorcion del hueso alveolar (D’ Ambrosio et al., 2022).

La destruccion progresiva de la union del tejido conectivo y la reabsorcion del hueso
alveolar provocan la migracion apical del epitelio gingival y la formacion de bolsas

periodontales (Makkar et al., 2018).

Un paciente se considera un caso de periodontitis si se cumplen las siguientes
condiciones:
Es detectable una pérdida de insercion clinica interproximal en >2 dientes que no son
adyacentes. Se detecta una pérdida de insercion clinica vestibular o palatino/lingual de >3

mm con formacién de bolsa >3 mm en >2 dientes (Wehmeyer ef al., 2014).

Ademas, la pérdida de insercion observada no puede atribuirse a causas no
relacionadas con la enfermedad periodontal, como: 1) recesion gingival de origen
traumadtico; 2) caries dental que se extiende en la zona cervical del diente; 3) la presencia
de pérdida de insercion en el aspecto distal de un segundo molar y asociada a la mal
posicion o extraccion de un tercer molar; 4) una lesion endodontica que drena a través del
periodonto marginal; y 5) la ocurrencia de una fractura vertical de la raiz (Tonetti et al.,

2018).

4.3. Placa dentobacteriana
La pelicula adquirida que se adhiere a la superficie dental es el primer paso para la
formacion del biofilm dental, seguido por la unién de las células bacterianas a la pelicula

adquirida ( Zhang et al., 2019).

Los biofilms bacterianos son agrupaciones de bacterias que estan adheridas a una
superficie y/o entre si y estdn incrustadas en una matriz autogenerada, lo que les permite
sobrevivir son entornos ecologicos complejos con abundantes y diversos

microorganismos orales, asociados con diversas enfermedades bucales (Huang ef al.,



2014). Esta matriz estd compuesta por sustancias como proteinas ,polisacéridos, asi como

eDNA. (Donlan & Costerton, 2002)

Ademas de la proteccion ofrecida por la matriz, las bacterias en los biofilms pueden
emplear varias estrategias de supervivencia para evadir los sistemas de defensa del
huésped (Hall-Stoodley & Stoodley, 2009). Al permanecer en estado latente y ocultas del
sistema inmunologico, pueden causar dafo tisular local y posteriormente provocar una
infeccion aguda (Rath e al., 2021). Dentro del biofilm, las bacterias se adaptan a la anoxia
ambiental y a la limitacion de nutrientes exhibiendo un metabolismo alterado, expresion
génica y produccion de proteinas, lo que puede llevar a una tasa metabolica mas baja y

una reduccion en la tasa de division celular (Vestby et al., 2020).

Basandose en la pelicula adquirida formada por proteinas salivales, las bacterias
colonizadoras iniciales, como Streptococcus gordonii, Streptococcus mitis, Streptococcus
oralis y Streptococcus sanguinis, se unen especificamente a sus receptores salivales

complementarios a través de sus adhesinas superficiales (Kolenbrander et al., 2010).

Durante la maduracion de los biofilms de microorganismos orales, las principales
bacterias de los biofilms cambian de Streptococcus en la etapa inicial a anaerobios
obligados mas tarde, como Capnocytophaga, Fusobacterium, Porphyromonas y

Prevotella, y especialmente Actinomyces (X. Li et al., 2022).

Las més desarrolladas estan compuestos por bacterias, sustancias polisacaridos fuera
de las células, ADN que se encuentra fuera de las células y proteinas. Dada su alta
resistencia tanto al sistema inmunologico humano como a los antibioticos méas modernos,
ademas de que desempefian un papel significativo en la aparicion de muchas infecciones

cronicas en humanos (Rabin ef al., 2015).



4.3.1. Factor de virulencia

La comunicacion entre especies iguales o diferentes estd mediada por sefiales
quimicas sintetizadas y secretadas por las bacterias. Estas sefiales se pueden dividir en dos
grupos. Un grupo esta relacionado con la densidad celular y el quérum sensing (QS), y el
otro grupo implica sefiales producidas por bacterias en varias etapas de crecimiento (X. Li

etal., 2022).

QS es un proceso de comunicacion microbiana de célula a célula principalmente
dependiente de la densidad poblacional (Zhao et al., 2020). Este mismo regula varios
procesos celulares, que principalmente implican la regulacion de la luminiscencia
bacteriana, factores de virulencia, tolerancia a desinfectantes, formacion de esporas,
produccion de toxinas, motilidad, formacion de biofilm y resistencia a farmacos (Azimi

et al., 2020; Nag et al., 2021).

A medida que aumenta la densidad poblacional, las sefales se acumulan localmente
y, una vez que se alcanza una concentracion umbral, el autoinductor interactia con la
proteina receptora. Cuando se activan diferentes genes objetivos, el comportamiento
fisiologico de las bacterias, como su virulencia, competencia, patogenicidad, se altera
(Abisado et al., 2018). Esta extraordinaria capacidad para adaptarse y modificar
diferentes microhdbitats permite a las bacterias en los biofilms soportar diversas y
estresantes condiciones, facilitando la supervivencia a nivel poblacional (Hall-Stoodley &

Stoodley, 2009).

Es evidente que la exposicion al tabaco crea un entorno estresante al cual los
patdgenos periodontales, especialmente Porphyromonas gingivalis, pueden adaptarse

cambiando sus expresiones génicas y proteicas (Silva, 2021).
A pesar de que un exceso en la expresion de factores de virulencia, como las

exotoxinas, puede aumentar la capacidad de las bacterias para causar enfermedades en el

huésped, también puede desencadenar respuestas inmunoldgicas mas intensas.
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Esto, a su vez, puede llevar a inflamaciones agudas, hipersensibilidad y, en Gltima
instancia, a la rapida eliminacion de las células bacterianas. Por lo tanto, la regulacion de
la actividad génica relacionada con la virulencia es esencial para que las bacterias

sobrevivan y se adapten en el organismo huésped (Shi et al., 2019).

4.4. Tabaco convencional

El consumo de tabaco es responsable de casi 9 millones de muertes anuales en todo
el mundo (aproximadamente el 15% de todas las muertes a nivel mundial), lo que lo
convierte en el factor de riesgo conductual mas letal, superado unicamente por la presion
arterial sistolica alta en su contribucion a la mortalidad humana (7abaco, s. f.; Le Foll
etal., 2022).

El humo del tabaco interrumpe el funcionamiento de practicamente todos los
sistemas de oOrganos humanos, causando la mayoria de las muertes por céncer,
enfermedades cardiacas y enfermedades respiratorias no cancerosas (GBD 2019 Risk

Factors Collaborators, 2020).

El hébito de fumar cigarrillos aumenta el riesgo de practicamente todas las afecciones
orales que los profesionales dentales tienen la tarea de tratar y reduce las posibilidades de
que muchos tratamientos dentales sean exitosos. El tabaquismo estd fuertemente
relacionado con un mayor riesgo de cancer en la cavidad oral o la faringe, con evidencia
que respalda una relacion dosis-respuesta y un riesgo sinérgico con el consumo de alcohol

(Chaffee et al., 2021).

4.4.1. Componentes quimicos del tabaco convencional

El humo de los cigarrillos contiene mas de 7000 sustancias quimicas toxicas, siendo
la nicotina el componente principal (Haghighi ez al., 2022; Soleimani et al., 2022).

Entre sus componentes se encuentran nitrogeno, oxigeno, diéxido de carbono,
monoxido de carbono, agua, argdn, hidrogeno, acetona, 6xidos de nitrégeno y compuestos
de azufre volatiles (Hong et al., 2022;Y. Li & Hecht, 2022; Richardot et al., 2024). Estas

sustancias quimicas estan ligadas a particulas de aerosol o estan libres en la fase gaseosa.
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Los compuestos quimicos presentes en el tabaco pueden evaporarse en el humo o
reaccionar para formar otras sustancias quimicas (Counts et al., 2005;Dobaradaran et al.,
2020). La fase particulada puede quedar atrapada en el filtro e incluye el resto del peso
del humo con mas de 3500 compuestos quimicos individuales, como la nicotina,
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP), metales pesados, nitrosaminas, carbonilos,
fenoles, insecticidas, BTEX (benceno, tolueno, etilbenceno y xileno) y otros compuestos
(Baker et al., 2004;Brunnemann et al., 1989;Counts et al., 2004;Dobaradaran et al.,
2019).

El humo producido por el consumo de cigarrillos contiene cantidades significativas
de agentes conocidos por su capacidad de inducir el cancer, asi como de sustancias que
podrian tener el potencial de ser cancerigenas, entre las cuales se encuentran los
hidrocarburos arométicos policiclicos, las N-nitrosaminas, las aminas aromaticas y

metales (Bhat et al., 2023).

Entre los principales agentes cancerigenos se incluyen los hidrocarburos policiclicos
aromaticos, como el benzopireno, las nitrosaminas, aldehidos y elementos inorganicos
como el niquel, el plomo y el polonio-210. Los hidrocarburos policiclicos aromaticos
(HPA) se forman cuando la materia organica se quema de manera incompleta (Etemadi

et al., 2023; Martos Berbel, 2018).

Las N-nitrosaminas se encuentran en el humo del cigarrillo en forma volatil y estan
relacionadas con la nicotina y otros alcaloides del tabaco (Ballén et al., 2006).
Las aminas aromaticas fueron los primeros carcinégenos que se confirmaron debido
a su presencia en entornos industriales.
Los hidrocarburos volatiles, como el benceno, son causantes de leucemia en seres
humanos, y el niquel y el cadmio (metales) también han sido confirmados como

carcinogenos en seres humanos (Ilies et al., 2020).
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Estos compuestos provocan la apoptosis celular y dafian el ADN celular. En
principio, los mecanismos de reparacion pueden corregir la informacion genética dafiada,
pero la exposicion prolongada a los carcindgenos puede dar lugar a mutaciones en los

genes que controlan la division, proliferacion y crecimiento de las células (Hecht, 2003).

4.4.2. Efectos del tabaco en la salud oral
La nicotina, un componente altamente toxico del tabaco, se encuentra en niveles
significativamente elevados en la saliva de los fumadores, con concentraciones que

pueden alcanzar hasta 2.3 mg/mL (Shi ef al., 2019).

Por otro lado, el acto de fumar también se ha asociado con la disminucion de la
produccion de saliva, la calidad de la misma y el pH salival, lo que a su vez contribuye a
la proliferacion de las bacterias Streptococcus mutans y Porphyromonas gingivalis
(Nelson et al., 2019).

El acto de fumar cigarrillos desempefia un papel significativo en el desarrollo de las
caries dentales. Varios estudios epidemioldgicos a nivel global han documentado una

fuerte conexion entre fumar y la incidencia de caries dental (Han, 2021).

Durante el periodo de 125 afios siguiente, se han realizado diversos estudios clinicos
y poblacionales que han evidenciado vinculos significativos entre el habito de fumar
cigarrillos y afecciones de las encias, una disminucion en la sujecion del tejido epitelial y
la altura del hueso alveolar, asi como la pérdida de dientes. Estos estudios también han

sefialado en general una mayor acumulacion de placa y célculos en las personas que fuman

(Chaftee et al., 2021).

El consumo de cigarrillos aumenta el riesgo de todos los tipos histoldgicos de cancer
de pulmon, incluyendo el carcinoma de células escamosas, el carcinoma de células
pequetias, el adenocarcinoma (incluyendo el carcinoma bronquioloalveolar) y el
carcinoma de células grandes. Esta asociado causalmente con el cancer de la cavidad oral

(incluyendo el labio y la lengua (Hecht, 2003; Ford & Rich, 2021).
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Muchos de los componentes quimicos del tabaco, asi como sus productos finales de
combustidn, son sustancias irritantes capaces de producir alteraciones leucoplésicas en la

mucosa bucal (Schepman et al., 2001).

Otro efecto del tabaco en la cavidad oral es la gingivitis y periodontitis ya que se ha
demostrado que la nicotina induce un efecto vasoconstrictor periférico que minimiza la
entrega de oxigeno a los tejidos, lo cual aumenta el riesgo, la patogénesis y la exacerbacion
de la enfermedad periodontal mediante una combinacién de varios mecanismos: 1)
Disminucion de la perfusion gingival, lo que restringe la entrega de nutrientes y oxigeno,
asi como la eliminacion de productos de desecho; 2) supresion de la respuesta inmunitaria,
especialmente la inflamacion; 3) supresion de la recuperacion morfoldgica y funcional del
periodonto; y 4) disbiosis y aumento de la infectividad de la microbiota oral. Estos factores
combinados dificultan la cicatrizacion de heridas y aceleran la enfermedad periodontal

(Akinkugbe et al., 2016; Silva, 2021;Yaragani et al., 2020).

4.4.3. Cambios en la microflora oral debido al tabaco

Los cambios en el microbioma oral, a menudo asociados con una salud deficiente del
huésped (es decir, higiene oral deficiente, uso de tabaco, etc.), rompen el vinculo
simbidtico con el huésped. La subsiguiente disbiosis conduce a la acumulacion de
bacterias patdgenas en el margen subgingival y la liberacion de patrones moleculares
asociados a patdégenos (PAMPs). La inflamacién local resultante provoca un aumento en
el fluido gingival crevicular (GCF) derivado de la sangre, lo que proporciona un entorno

adecuado para la proliferacion de bacterias. (Farias ef al., 2024).

La comunidad bacteriana subgingival que crece en la bolsa periodontal la cual
impulsa la respuesta inmune innata, que consiste en el reclutamiento de neutrdfilos y
células asesinas naturales (NK). El entorno proinflamatorio rico en citocinas resultante
refuerza el reclutamiento de mas células inmunologicas y la degradacion del tejido

circundante (Silva, 2021; Farias et al., 2024).
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La concentracion de nicotina en la saliva de los fumadores puede variar en un rango
de 0.07 y 1.56mg/ml y aunque esta cantidad puede parecer pequeia, es capaz de contribuir
al desarrollo de enfermedades bucales graves (Haghighi ef al., 2022).

Ademas de esto, la nicotina tiene un impacto critico en el microbioma oral al alterar
el crecimiento, la adherencia y la formacion de biofilm de microorganismos patdégenos

(Wuet al., 2018).

Investigaciones recientes han demostrado que los posibles efectos del tabaquismo en
el microbioma oral incluyen la creacion de un entorno anaerobico, dafio a la inmunidad
del huésped, alteracion del pH de la saliva oral y la adhesion de bacterias orales, asi como
los efectos antibacterianos de las sustancias toxicas en el humo del cigarrillo (X. Li et al.,

2022).

Finalmente, parece que el tabaquismo disminuye la capacidad reparadora de las
células periodontales, incluyendo fibroblastos, osteoblastos y cementoblastos, reduciendo
la capacidad de formar nuevo tejido e interrumpiendo potencialmente la capacidad de

respuesta a la terapia periodontal (Chaffee ef al., 2021).

El tabaquismo puede perturbar la homeostasis de la composicion microbiana
comensal oral, enfermedades de las encias y alteraciones dentales, lo que desempena un
papel importante en la remodelacion de la comunidad microbiana oral (Wang et al., 2022).
Cada vez hay mas informacion que sugiere que el humo del tabaco favorece la creacion

de biofilm en multiples tipos de bacterias que causan enfermedades (Smiga et al., s. f.).

4.5. Cigarrillo electronico
El uso de cigarrillos electronicos se conoce comunmente como vapeo, técnicamente
el dispositivo emite y el usuario inhala un aerosol, compuesto por una suspension de una

mezcla de gases, vapores y particulas acuosas (Holliday et al., 2021;Sapru et al., 2020).
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Los cigarrillos electronicos estan disefiados para proporcionar un aerosol que
contiene nicotina al usuario. Entre las 20 muestras de 10 marcas diferentes, el rango de
nicotina en las etiquetas fue de 6 a 30 mg (Stratton et al., 2018).

Al activar el cigarrillo electrénico, la nicotina se libera del liquido electronico en
particulas de aerosol o se volatiliza a nicotina en fase gaseosa, que luego se inhala.

Al igual que con el humo del tabaco, se espera que la nicotina en fase gaseosa se absorba
en la boca y las vias respiratorias superiores, lo que puede contribuir a los efectos

sensoriales de la nicotina en la boca y la garganta (Balfour et al., 2021).

El liquido utilizado en los cigarrillos electronicos (e-cigarrillos) tiene el potencial de
causar cambios quimicos que resultan en la produccion de sustancias, como las emisiones
de carbonilo, que podrian tener el riesgo de causar dafio a los pulmones (Nelson et al.,

2019;Marques et al., 2021).

Se estd indicando que a pesar de la promocion de los e-cigarrillos como una opcion
mas segura que los cigarrillos tradicionales (D’ Ambrosio ef al., 2022). A pesar de estas
afirmaciones, se informé que los e-cigarrillos inducen inflamacion y generan radicales
libres destructivos que afectan al sistema inmunoldgico innato y aumentan las infecciones

bucales (Haghighi et al., 2022).

Para los jovenes en particular, la exposicion a la nicotina puede afectar
negativamente el desarrollo del cerebro en la adolescencia y aumentar el riesgo de

dependencia a la nicotina a largo plazo (Chaffee et al., 2021).

Se han reportado lesiones por explosiones intraorales causadas por cigarrillos
electronicos y representan una complicacion poco comun del uso de cigarrillos
electronicos. Las lesiones por explosion resultantes del sobrecalentamiento de la bateria
interna de iones de litio durante el proceso de vapeo han resultado en varias lesiones orales
que incluyen, entre otras, fractura dental, avulsion dental, fractura dentoalveolar,
formacion de hematomas, ulceracién traumadtica y tatuajes, quemaduras intraorales y

necrosis subsiguiente, perforacion palatal con extension hacia la cavidad nasal y déficits
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extensos de tejido blando que requieren cirugia correctiva considerable tanto

cosmetologica como funcional(Sultan et al., 2021) (Irusa et al., 2020).

4.5.1. Ingredientes en los liquidos de los cigarrillos electronicos
Los liquidos electronicos estdn compuestos tinicamente por unos pocos ingredientes,
como el propilenglicol o la glicerina vegetal con o sin nicotina y saborizantes (Walley

etal., 2019).

En contraste con el aerosol generado por los cigarrillos electronicos genéricos, la
inhalacion de aerosoles que contienen productos de cannabis, especialmente aquellos
adquiridos en el mercado negro, se sabe que contienen acetato de vitamina E, una
sustancia quimica que ha demostrado ser extremadamente peligrosa, causando lesiones

pulmonares graves e incluso la muerte (Nelson et al., 2019;Gaiha et al., 2022).

También se ha encontrado que contienen sustancias como formaldehido,
acetaldehido, acroleina y distintos metales pesados. Algunas de estas sustancias son

catalogadas como citotdxicas y carcindgenas (Llambi et al., 2020;McLeish et al., 2022).

4.5.2. Efectos de los componentes especificos de los cigarrillos electronicos en el
microbioma oral

Se ha demostrado que el biofilm expuesta al aerosol de cigarrillos electronicos son
ricos en material de matriz y tenian una mayor area y volumen que los biofilms de control
(Yang et al., 2023). Es importante destacar que estos efectos se deben a componentes de
los cigarrillos electronicos como glicerol o polietilenglicol que se utilizan como vehiculos
en los cigarrillos electronicos y pueden ser una fuente de nutrientes para los

microorganismos (Ganesan et al., 2020; Yang ef al., 2020).

También es posible que los cigarrillos electronicos modulen el microbioma bucal de
manera indirecta. De hecho, se ha demostrado que afectan los niveles de proteinas
antimicrobianas y citoquinas en la saliva (Cichonska et al., 2019). In vitro, la exposicion

a cigarrillos electronicos aument6 la produccion de citoquinas proinflamatorias por lineas
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celulares premalignas y malignas, asi como acelerd la infeccion por bacterias bucales

(Pushalkar et al., 2020).

El microbioma salival parece ser diferente en los usuarios de cigarrillos electronicos
sin historial de tabaquismo en comparacion con fumadores o nunca fumadores. Se observo
un aumento en la B-diversidad (variacion de las comunidades microbianas entre muestras)
y niveles mas altos de Actinomyces, Porphyromonas y Veillonella en los usuarios de

cigarrillos electronicos (Pushalkar et al., 2020;Thomas et al., 2022).

Estudios microbiologicos han indicado que los usuarios de cigarrillos electrénicos
tienen un microbioma distintivo, y hay indicios de que esto podria ser mas patéogeno en

comparacion con los no usuarios (Holliday ef al., 2021).

Los e-cigarrillos modulan el microbioma oral y aumentan la abundancia de
patdgenos orales, alteran la respuesta del huésped y promueven la inflamacion de las
encias (Wang et al., 2022). Los resultados de estudios in vitro mostraron que el uso de
cigarrillos electronicos es capaz de alterar la diferenciacion de los miofibroblastos, causar
dano al ADN, inducir estrés oxidativo y aumentar las citoquinas inflamatorias en la encia

humana y los fibroblastos del ligamento periodontal (D’ Ambrosio ef al., 2022).

Un estudio reciente también ha demostrado que las concentraciones de albiimina y
acido urico detectables en la saliva completa difieren entre fumadores y no fumadores,

siendo mas bajas en los no fumadores (Zarabadipour ef al., 2022).

Estudios in vitro han mostrado que la exposicion a cigarrillos electronicos tiene un
efecto relativamente modesto en el crecimiento y supervivencia de los estreptococos

orales en comparacion con el humo del cigarrillo (Cuadra ef al., 2019).

El propilenglicol es un compuesto presente en todos los dispositivos el cual irrita las
mucosas de las vias respiratorias al ser inhalado, La glicerina se considera segura cuando
es consumida por via oral, pero se desconocen sus efectos cuando es inhalada. Con el

proposito de que al fumador le resulte mas agradable el sabor se le agregan saborizantes
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lo cual esta comprobado que algunos de ellos podrian incrementar los efectos
inflamatorios sobre las mucosas del sistema respiratorio y son considerados

potencialmente peligrosos (Llambi et al., 2020).

4.5.3. Nicotina y su impacto en la salud oral

La nicotina es el principal componente psicoactivo y quimicamente adictivo en el
humo del tabaco (Holliday et al., 2021). La nicotina podria afectar directamente la
respiracion mitocondrial, la autofagia celular y las moléculas de sefializacion celular en

un entorno con un pH adecuado (pKa de la nicotina = 7.9)(W. Zhang et al., 2022).

La estimulacion inducida por la nicotina en el sistema nervioso central resulta en la
liberacion de multiples neurotransmisores en el cerebro, siendo la dopamina dominante,
que se ha relacionado con los efectos farmacodindmicos de la nicotina, y esta asociada

con el placer (Stratton et al., 2018).

Una revision reciente de la evidencia in vitro concluyd que la nicotina, el componente
altamente adictivo, por si sola es poco probable que sea citotoxica para los tejidos bucales
a niveles fisiologicos (Chaffee et al., 2021).

Sin embargo en estudios se ha demostrado que puede inhibir la diferenciacion de los
osteoblastos y que fumar dificulta la respuesta de cicatrizacion después de una cirugia

periodontal (Saito et al., 2013).

La nicotina es capaz de inducir la migracion de células displésicas orales mediante
la activacion del receptor del factor de crecimiento epidérmico dependiente de la sintasa

de acidos grasos y contribuye a la patogénesis de la periodontitis (W. Zhang et al., 2022).

Se informé de una prevalencia significativamente aumentada estadisticamente de
estomatitis nicotinica, lengua peluda y queilitis angular en un estudio reciente prospectivo
de casos. Es plausible que los usuarios puedan experimentar una incidencia aumentada de
estomatitis nicotinica considerando que el liquido dentro de los cigarrillos electronicos es
vaporizado por calor y este calor, a su vez, puede causar estomatitis nicotinica.

(Sultan et al., 2021).
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El uso de cigarrillos electronicos se asocia con una mayor diversidad alfa en la
microbiota oral, lo que sugiere disbiosis y un posible riesgo de enfermedad periodontal.
Ademas, bacterias del complejo rojo, como Porphyromonas gingivalis y Fusobacterium
nucleatum, se han relacionado con el desarrollo de carcinoma oral. Asimismo, los géneros
Lactobacillus y Treponema se han detectado en pacientes con carcinoma oral asociado al

tabaquismo (Miluna-Meldere ef al., 2024).

4.6. Porphyromonas gingivalis

Es una bacteria anaerobia, gramnegativa,se considera colonizador tardio, en forma
de baston, que forma colonias negras en agar sangre y requiere la presencia de hemo o
hemina y vitamina K en su medio de crecimiento. Ademads, es conocido que P. gingivalis

favorece el desarrollo de la enfermedad periodontal (Yilmaz, 2008).

Es un colonizador del epitelio oral y un componente importante de los microbiomas
subgingivales. P. gingivalis es responsable de la forma crénica de la periodontitis, ya que
puede remodelar la comunidad bacteriana comensal para promover un estado de disbiosis

(Mei et al., 2020;0lsen et al., 2017).

P. gingivalis se considera el principal agente etiologico y patogeno clave responsable
de la alteracion de la homeostasis del huésped, el aumento de la formacion de biofilm
polimicrobiana, la causacion de disbiosis y el desarrollo de la periodontitis (Xu et al.,

2020; Reyes, 2021).

Esta bacteria también participa en un papel crucial en el desarrollo de enfermedades
periodontales severas al colonizar el surco subgingival. Su presencia es notablemente mas
alta en fumadores que en no fumadores, y la infeccion tiende a ser mas persistente en
individuos que fuman en comparacién con aquellos que no lo hacen (Y. Zhang et al.,

2019;0rrego-Cardozo et al., 2015a).
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La persistencia de P. gingivalis en la cavidad oral de fumadores puede atribuirse a
una respuesta inmunoldgica comprometida y/o a una mayor virulencia bacteriana

(Bagaitkar et al., 2009).

Estudios recientes han demostrado que los anaerobios periodontales,
principalmente P. gingivalis, también desempefian un importante papel contributivo en
enfermedades sistémicas, como la diabetes, la artritis reumatoide, Alzheimer y también se
ha establecido una conexion en ateroesclerosis ya que esta bacteria penetra en el flujo
sanguineo y provoca la formacion de células de espuma (Nelson et al., 2019;Dominy

et al., 2019;Johansson et al., 2016).

4.6.1 Rol de Porphyromonas gingivalis en enfermedades periodontales

El andlisis de las especies bacterianas asociadas con enfermedades periodontales
ha revelado un aumento en la abundancia de aquellas pertenecientes al filo Bacteroidetes,
con una prevalencia de miembros del "complejo rojo" (porphyromonas gingivalis,
tannerella forsythia,treponema denticola y Agreggatibacter actinomycetemcomitans),
que estan relacionados con las caracteristicas clinicas de las enfermedades periodontales

(Xu et al., 2020).

El pH 6ptimo para el crecimiento de P. gingivalis se encuentra dentro del rango de

7.5 a 8.0 (Forng et al., 2000).

Los componentes bacterianos de Porphyromonas gingivalis tienen la capacidad de
penetrar y causar dafio a las células epiteliales, lo que se evidencia por las respuestas
inmunolodgicas locales y sistémicas que se desencadenan contra estos antigenos. Factores
como la colagenasa, toxinas macromoleculares, lipopolisacaridos, vesiculas de membrana
externa y proteasas asociadas pueden penetrar en los tejidos gingivales, provocando una
respuesta del huésped que resulta en la destruccion directa del tejido (Orrego-Cardozo

et al., 2015b).
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Por otra parte, se ha observado que P. gingivalis tiene la capacidad de evadir la
respuesta del huésped. Su colonizacion se ve influenciada por la saliva, que actlia como
un vehiculo para la transmision y la colonizacion inicial en el entorno bucal. Ademas, la
pelicula adquirida que cubre las superficies dentales proporciona puntos de anclaje para
las fimbrias bacterianas, las cuales también tienen afinidad por otras bacterias que

colonizan los tejidos.

Durante el proceso de infeccion, P. gingivalis puede llegar al surco gingival mediante
proliferacion y difusién, o mediante el transporte de bacterias desalojadas. Ademas de
proporcionar sitios de unidn, P. gingivalis altera la composicion y cantidad de la
microbiota comensal, lo que contribuye a la pérdida de hueso alveolar (Cutler et al.,

1995;Hajishengallis et al., 2011).

Se ha demostrado ademas que la bacteria, destruye el tejido conectivo y el hueso
alrededor de la raiz del diente, provoca la liberacion de interleucina 8 (IL-8) y TNFa, lo
que conduce a un aumento en el nimero y la actividad de los polimorfonucleares (PMN),
que causan la producciéon de ROS como respuesta del huésped a la infeccion. Como
resultado, los pacientes con enfermedad periodontal tienen un aumento en el nimero y la
actividad de los PMN, asi como un alto nivel de liberaciéon de ROS, lo que lleva a un
aumento del dafio oxidativo en el tejido gingival, el ligamento periodontal y el hueso

alveolar (Lopez-Valverde et al., 2023; Sculley & Langley-Evans, 2002).

4.6.2 Virulencia de Porphyromonas gingivalis

Recientemente se ha demostrado, que P. gingivalis se adapta al estrés ambiental
presentado por el extracto de humo de cigarrillo (CSE) al alterar la expresion de varios
genes y proteinas de la membrana externa que son clave para disminuir su potencial

inflamatorio (Bagaitkar et al., 2011).

Las estrategias de supervivencia y patogenicidad de P. gingivalis dependen en gran

medida de sus diversos factores de virulencia, que incluyen sus propios componentes
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estructurales (lipopolisacaridos, fimbrias, hemaglutinina, HmuY ,proteinas de choque
térmico, etc.) y componentes secretorios (gingipainas y vesiculas de membrana externa)
(Xu et al., 2020) Su expresion estéa relacionada principalmente cuando P. gingivalis crece
en condiciones ricas en fuentes de hierro y hemo, similares a las que se encuentran en la

periodontitis grave (Smiga et al., s. f. ;Mulhall ez al., 2020).

Las fimbrias son cruciales para permitir que P. gingivalis se una especificamente a
las células eucariotas y a otras especies de bacterias para mejorar la motilidad bacteriana,
la formacion de biofilm y la invasion bacteriana de las células. También puede acti
var diversas células del huésped y subvertir el aclaramiento inmune del huésped (Enersen

etal., 2013).

El lipopolisacarido (LPS) de P. gingivalis puede desencadenar la respuesta inmune
innata mediante la activacion de los receptores tipo Toll (TLRs). EI componente lipidico
A del LPS de P. gingivalis exhibe dos variaciones predominantes de acilaciéon que se
atribuyen a diferentes cepas y condiciones microambientales: el LPS penta-acilado activa
el TLR4, mientras que el LPS tetra-acilado actiia como antagonista del TLR4 y agonista
del TLR2. La proteina de choque térmico 60 (HSP60) de P. gingivalis es nota.blemente
inmunogénica y desempeia un papel critico en las enfermedades autoinmunes inducidas

por P. gingivalis (Jeong et al., 2012).

Las gingipainas, que consisten en lisina-gingipaina (Kgp) y arginina-gingipaina
(Rgp), tienen multiples impactos tanto en la inmunidad innata como en la adquirida. Estas
enzimas desempenan roles esenciales en la colonizacion del huésped, la desactivacion de
la defensa del huésped, la destruccion de tejidos y la adquisicion de nutrientes (Xie, 2015).
Las vesiculas de membrana externa (OMVs) de P. gingivalis estan enriquecidas en
mediadores de virulencia importantes, como gingipainas, LPS y la capsula, y participan
en el desarrollo de biofilm, la interaccidon con el huésped, la colonizacion y la evasion de

la defensa inmune(Guo et al., 2010).
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Ademas, sus caracteristicas distintivas, como las gingipainas concentradas, junto con
su capacidad para viajar a sitios distantes, podrian participar en trastornos sistémicos

asociados a P. gingivalis (Gui et al., 2016;Mei et al., 2020).

4.6.3. Expresion de genes de P. gingivalis

Los microorganismos tipicamente se adaptan a las sefiales ambientales activando y
desactivando la expresion de genes de virulencia, lo que a su vez permite un crecimiento
y supervivencia Optimos en diferentes nichos ambientales. Esta estrategia de adaptacion
incluye detectar y responder a cambios en nutrientes, pH, temperatura, tension de
oxigeno, potencial redox, flora microbiana y osmolaridad. Para que una bacteria pueda
adherirse, penetrar, replicarse y colonizar células hospederas, es critico que los genes de
virulencia se expresen durante ciertos periodos del proceso infeccioso (Wright et al.,

2013).

Asi, a lo largo de las diferentes etapas de una infeccion, se activan y desactivan
diferentes conjuntos de factores de virulencia en respuesta a diferentes senales
ambientales, permitiendo que la bacteria se adapte eficazmente a su nicho variable.

El término "factores de virulencia", en un sentido amplio, se ha utilizado para definir
cualquier factor bacteriano que confiera a una bacteria la capacidad de adherirse, penetrar,

replicarse y colonizar células hospederas (Forng et al., 2000).

Una respuesta dramadtica a la formacion de biofilm de monoespecie es exhibida por
P. gingivalis, con un 18% del genoma regulado diferencialmente en comparacion con
organismos planctonicos. Muchos de los genes regulados estan asociados con la
biogénesis del envoltorio celular, la replicacion del ADN y el metabolismo, apoyando el
concepto de que las células en transicion del estado planctonico al estado de biofilm

exhiben una tasa mas baja de crecimiento y metabolismo celular (Lo ef al., 2009).

Los genes involucrados en la adhesion y la formacion temprana de biofilm, fimA y

mfal, fueron regulados al alza en biofilm temprana, mientras que fimA fue regulado a la
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baja en las etapas posteriores (Yamamoto ef al., 2011).Las condiciones ambientales
predominantes, influenciadas por la dieta o factores externos como lo es la nicotina del
tabacco y cigarro electronico pueden tener un papel importante en la regulacion de la

actividad génica dentro de la comunidad microbiana oral (Bradshaw et al., 1989).

Diferentes azlicares o carbohidratos complejos influyen en la expresion de vias
metabolicas especificas y tienen un impacto en los mecanismos que controlan la integridad
celular y la secrecion de la matriz de biofilm extracelular.El metabolismo de carbohidratos
estd integrado con sistemas de sefializacion célula-célula, como la via del autoinductor-2

(LuxS/AI-2, ver abajo) (Klein ef al., 2010).

Una cepa deficiente en LuxS de S. mutans se vio afectada en la expresion de genes
involucrados en el metabolismo de carbohidratos, reparacion del ADN, sintesis de
aminodcidos y proteinas y tolerancia al estrés (Wen et al., 2011). Un resultado fenotipico
de la pérdida de LuxS es una diferencia fundamental en la arquitectura de la biofilm. La
correlacion entre los niveles de ARNm y las cantidades de proteinas no siempre es fuerte
y, por lo tanto, también es importante comprender la adaptacion de la comunidad a nivel

de proteoma (Nealson & Hastings, 1979).

P. gingivalis muestra una abundancia diferencial de 47 proteinas cuando se cultiva
en condiciones plancténicas versus de biofilm (Ang et al., 2008).Un alto porcentaje de
estos cambios estaban asociados con el envoltorio celular. La presencia aumentada de
proteinas asociadas con el transporte y metabolismo de hemina indicaba que las células

de P. gingivalis estaban entrando en un estado de inanicion (Ang et al., 2008).
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Disefo
En la presente investigacion se realizd un estudio de tipo comparativo, abierto,

experimental, prospectivo y transversal.

5.2. Universo de estudio.

e Cepa bacteriana Porphyromonas gingivalis (ATCC W83) y medios de cultivo.

e Porphyromonas gingivalis se incuba a 37 grados antes de su uso. Seguido por el
crecimiento durante la noche en el caldo de Tripticaseina de soya.

e Nicotina de tabaco

e Liquido de cigarro electronico

5.3. Tamaino de la muestra.

El estudio es un ensayo in vitro, por lo que las pruebas seran realizadas por triplicado.

5.4. Criterios de seleccion:
5.4.1. Criterios de Inclusion.
o Se incluird la cepa Porphyromonas gingivalis ATCC W8§3.
o Liquido de cigarrillo electrénico con nicotina (Ragnarok Legend).

o Cigarrillos Marlboro rojo®.

5.4.2. Criterios de exclusion.

o Liquido de cigarrillo electrénico sin nicotina.

o Cigarrillos de saborizantes artificiales u otra marca que no sea Marlboro rojo.
5.4.3 Criterios de eliminacion.

o Cepas contaminadas.

o Tubos contaminados.

o Otras marcas de cigarrillos.

o Otra marca de liquido de cigarrillo electronico.
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5.5 Descripcion de procedimiento

5.5.1 Preparacion del tabaco

En un matraz de 500ml se colocd 21.32g de tabaco. Se agregaron 250 ml de alcohol
metilico (96%) y se colocod en la incubadora orbital a 37 grados durante 2 dias. La
metilacion de tabaco se vertio en 4 cajas de Petri estériles, cubriéndolas con aluminio con

pequetios orificios para que asi el alcohol etilico se evapora. Una vez ya evaporado el

alcohol se procedi6 a recolectar el concentrado de la nicotina.

Fig 1 A)Tabaco B)Tabaco con alcohol C)Concentrado de nicotina D)Concentrado
de nicotina

5.5.2 Medios de cultivo

En un matraz de 500ml se colocd 300 ml de agua destilada y se agregaron 9 gr de
Tripticaseina de soya. Se llevo a la placa agitadora hasta que se cred una mezcla
homogénea. Se introdujo a la autoclave para su esterilizacion y posteriormente se llevo a

la campana de flujo para activar la bacteria Porphyromonas gingivalis.

5.5.3 Medio de cultivo de Tripticaseina de soya + Nicotina de tabaco

En un matraz de 500 ml se colocaron 300 ml de agua destilada y se agregaron 9 gr de
Tripticaseina de soya. Se coloco en la placa agitadora hasta que se cred una mezcla
homogénea. Posteriormente se dividen los 300 ml de medio de cultivo en 6 matraces de
50 ml cada uno y se llevan a la campana de flujo y se coloca en cada matraz las
concentraciones de nicotina de tabaco (0, 250ug/ml) al 100% y 1/10.. Se colocan en la

placa agitadora para poder esterilizar el medio en la autoclave. Una vez terminado el ciclo

27



de esterilizacion se llevd de nuevo a la campana de flujo para activar la bacteria
Porphyromonas gingivalis. Se retiraron 1000 micro litros del medio de cultivo y se

colocaron 1000 microlitros de la bacteria.

Fig 2 Cultivo de Tripticaseina de soya + Nicotina de tabaco

5.5.4 Medio de cultivo de Tripticaseina de soya + Liquido de cigarrillo electronico

En un matraz de 500 ml se colocaron 300 ml de agua destilada y se agregaron 9gr de
Tripticaseina de soya. Se coloco en la placa agitadora hasta que se cred una mezcla
homogénea. Posteriormente se dividen los 300 ml de medio de cultivo en 6 matraces de
50 ml cada uno y se llevan a la campana de flujo y se coloca en cada matraz las
concentraciones de nicotina de tabaco (0, 250ug/ml) al 100% y 1/10.. Se colocan en la
placa agitadora para poder esterilizar el medio en la autoclave. Una vez terminado el ciclo
de esterilizacion se llevd de nuevo a la campana de flujo para activar la bacteria
Porphyromonas gingivalis. Se retiraron 1000 micro litros del medio de cultivo y se

colocaron 1000 micro litros de las bacterias.

Fig 3 Cultivo de control y Cultivo de Tripticaseina de soya + Nicotina de tabaco

5.5.5 PCR RNA

Pasadas las 24 horas de incubacién de las bacterias con el medio de cultivo el siguiente

paso es la extraccion de RNA, se tomd 1ml de muestra en tubo Eppendorf'y se centrifugd
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por 90 segundos a 13rpm. Se coloc6d 1ml de agua estéril y se homogeniza con el vortex y

centrifugadora otra vez por 90 segundo. Se repitio ese paso por triplicado.

Fig 4 Tubos Eppendorf

Posteriormente se coloco 1 ml de Trisol en cada una de las muestras y se dejo reposar
por 5 minutos. Se coloco 0.2 ml de cloroformo y se pone en el vortex, se dejo incubar 15

minutos a temperatura ambiente y luego se centrifuga durante otros 15 minutos a 12 rpm
de 2-8°C.

Luego se coloco el RNA con pipeta y se paso a tubo nuevo, se le coloco 0.5ml de
Isopropanol. Se incubo de 5-10 minutos a temperatura ambiente y se centrifugo por 10

minutos a 12 rpm a temperatura 2 a 8°C.

Se colocd el DNA con pipeta y se pasa a tubo nuevo, se le coloco 0.3ml de Etanol puro

Yy s€ pone en vortex.

Se incuba de 5-10 minutos a temperatura ambiente y se centrifuga 5 minutos a 7.5 rpm a

temperatura 2 a 8°C.

Se retira el Isopropanol del tubo y se coloca Iml de Etanol al 75%, se utiliza el vortex
por 10 segundos y se centrifuga a 7,500G por 5 minutos de 2-8°C. Se deja secar de 5a 10

minutos en el secado y se agrega agua libre de nucleo.
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Fig 5 Extraccion de RNA y DNA

5.5.6 Clasificacion y agrupacion de dientes

La seleccion de los dientes fue al azar. Antes de proceder a realizar los cortes fueron
lavados con pasta dental y posteriormente se esterilizaron. Una vez ya limpios se
realizaron cortes con disco de diamante, los cortes fueron longitudinales de las raices de
los dientes. Se procedio a lavar los cortes con agua bidestilada y posteriormente secados.
El montaje de los cortes obtenidos se realizo sobre un portaobjetos pegandolos con

cianocrilato.

%‘éaﬁt i

Fig 6 Cortes longitudinales de dientes

5.5.7 Medios de cultivo

En un matraz de 500ml se colocé 300 ml de agua destilada y se agregaron 9 gr de

Tripticaseina de soya. Se llevd a la placa agitadora hasta que se cred una mezcla
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homogénea. Se introdujo a la autoclave para su esterilizacion y posteriormente se llevo a

la campana de flujo para activar la bacteria Porphyromonas gingivalis.

5.5.8 Evaluacion de la formacion de biofilm en el esmalte

Tras la activacion de Porphyromonas gingivalis y la preparacion de los medios con
nicotina proveniente de tabaco y de cigarro electronico, se colocaron en cajas de Petri
esterilizadas los cortes de raices fijados sobre portaobjetos.
En tres de las cajas se empled una concentracion de 1.23g al 100 % de nicotina de tabaco
y, en otras tres, nicotina de cigarro electronico al 100 %. Adicionalmente, se prepararon
tres cajas con 0.00123gr de concentracion de nicotina de tabaco a una dilucion 1/10 y tres
con nicotina de cigarro electronico en la misma dilucion. Antes de la incubacion, se
afiadieron 1000 pL de la suspension bacteriana y 1000 uL. del medio de cultivo a cada caja
de Petri.

Posteriormente, las cajas se colocaron en la incubadora y se mantuvieron durante 12 horas.

Fig 7 Adicion del concentrado de nicotina y medio con P. gingivalis en superficie
radicular

5.5.9 Tincién de Gram

Pasadas las 24 horas desde la activacion de la bacteria la cual fue determinada a través
de cinéticas realizadas a P. gingivalis, estd ademas calculada a través de la escala de Mc

Farland para determinar la proporcion de bacterias utilizadas para el experimento.

Se retiraron los grupos de los tubos con las laminas de los cortes de las raices de los
dientes y una vez ya secas y fijadas, se coloco cristal violeta (1 gota en cada diente) y se

dejo6 actuar por un minuto. Se enjuaga con agua corriente. Se colocéd yodo lugol y se esperd
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1 minuto y se enjuago de nuevo con alcohol-cetona. Posteriormente se colocd safranina
al 0.25% y se permitido reposar durante 1 minuto con enjuague posterior de agua
corriente. Se dejaron las laminas con los cortes sobre una superficie a que se secaran para
después poder llevarlos al microscopio y poder observar los resultados. Evaluacion de

biofilm: Estereoscopio (10X) + andlisis de area con ImageJ.

Fig 9 Visualizacién microscopica del biofilm de cigarro eléctronico en raiz radicular tras
tincion de Gram
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Fig 10. Visualizacién microscopica del biofilm de tabaco en raiz radicular tras tincion de
Gram

5.6 Analisis estadistico
Se utilizé la prueba t de Student y ANOVA para el analisis de datos de ¢ PCR. Se

considerd que P <0.001 era significativamente diferente.

5.7 Consideraciones éticas

“Todos los procedimientos estaran de acuerdo con lo estipulado en el Reglamento de
la ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud.

Titulo segundo, capitulo I, Articulo 17, Seccidn I, investigacion sin riesgo, no requiere
consentimiento informado.

Titulo segundo, Capitulo VI De la investigacion en organos, tejidos y sus derivados,
productos y cadaveres de seres humanos articulos 59 (obtencidn, conservacion, utilizacion
preparacion suministro y destino final.) y 60 (ademds del debido respeto al cadaver
humano, la observacion del titulo decimocuarto en cuanto a la materia de control sanitario
de la disposicion de 6rganos, tejidos y cadaveres de seres humanos.)

El protocolo de investigacion este aprobado por el comité de Bioética SPSI- 010613.
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6. RESULTADOS

Esta investigacion se realiza con el fin de dar a conocer el comportamiento de los genes
520, 538 y 1280 de la bacteria Porphyromonas gingivalis en respuesta a ambos tipos de

nicotina, comparando los resultados con un grupo control.

6.1 Expresion del Gen 520

El analisis de expresion relativa evidencio que el gen 520 presentd una disminucion
significativa en presencia de nicotina de tabaco, con respecto al grupo control (2*-AACt
< 1; p<0.001). Este hallazgo sugiere que la nicotina ejerce un efecto regulador negativo
sobre este gen, el cual se encuentra asociado con un efecto inhibitorio directo sobre los
mecanismos asociados a la degradacion del tejido conectivo gingival y la destruccion del
ligamento periodontal (Patel et al., 2021). Su menor expresion en presencia de nicotina

sugiere que esta podria alterar la capacidad invasiva de P. gingivalis (Hirano et al., 2012).

6.2 Expresion del gen 538

En contraste, el gen 538 mostro6 una ligera sobreexpresion bajo la condicion de tabaco,
en comparacion con el control (2*-AACt > 1; p < 0.001). Dado que este gen esta
relacionado con la respuesta inflamatoria, los resultados sugieren que la exposicion a
nicotina puede favorecer la activacion de vias inflamatorias, contribuyendo al
establecimiento de un microambiente mas propicio para la progresion de la periodontitis
y favoreciendo la supervivencia bacteriana en un entorno hostil. Su mayor expresion en
el grupo del vaper podria indicar una adaptacion de P. gingivalis a la exposicion de

nicotina vaporizada, lo que podria aumentar la inflamacion gingival (Park et al., 2004).

6.3 Expresion del gen 1280

El gen 1280 present6 una reduccion marcada en sus niveles de expresion en presencia
de nicotina (2*-AACt < 1), lo que apunta hacia un efecto inhibitorio significativo. Este
gen estd implicado con la produccion de proteasas que degradan la matriz extracelular,

facilitando la invasion bacteriana. Su mayor expresion en el grupo de tabaco sugiere que
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la nicotina tradicional podria potenciar la agresividad de P. gingivalis, contribuyendo a
una mayor destruccion del hueso alveolar y predisposicion a la periodontitis severa

(Solbiati et al., 2020).

6.4 Expresion de genes 520, 538 y 1280 de la bacteria Porphyromonas gingivalis en el
grupo control

Se obervd que en el grupo que esta al 100%, el gen 520 en el grupo control de P.
gingivalis hubo mas incremento en comparacion con el de tabaco por 4.94 y en el del
vaper por 4.77. Se obervo que en el grupo que esta diluido 1/10 en el gen 520 en el grupo
control de P. gingivalis hubo mas incremento, en comparacion con el de tabaco por 5.77
y en el del vaper por 4.47. En el gen 538 hubo un mayor incremento en el grupo de control

por 1.28. en comparacion con el grupo vaper y 1.7 con el grupo de tabaco (Tabla 1 y Fig.

).

Grupo control

84
Diluido 100%

m Diluido (1/10)

82
80

78
76 I I
74
Gen 520 Gen 538 Gen 1280 GAPDH

Figura 11. Grupo control

6.5 Expresion de genes 520, 538 y 1280 de la bacteria Porphyromonas gingivalis en el
grupo experimental de tabaco

Se obervo que en el grupo que esta diluido 100% en el gen 1280 se observo que en el
grupo de tabaco hubo un mayor aumento, con el grupo control hay una diferencia de 1.66
en comparacion con el del vaper y de 1.09 con el grupo control. En el grupo que esta

diluido 1/10 en el gen 1280 se observa que en el grupo de tabaco hubo un mayor aumento,
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con el grupo control hay una diferencia de 1.15 y en comparacion con el del vaper 1.56

(Tabla 1y Fig. 2).

81 Grupo Tabaco
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Figura 12. Grupo de cigarro de tabaco

6.6 Expresion de genes 520, 538 y 1280 de la bacteria Porphyromonas gingivalis en el

grupo experimental de nicotina de cigarro electrénico

En el grupo que esta diluido al 100% en el gen 538 hubo un mayor incremento en el
vaper por 0.41 en comparacion con el grupo control y 0.96 con el grupo de tabaco (Tabla

ly Fig. 3).
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Figura 13. Grupo de cigarro electronico
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6.7 Comparacion de expresion de genes 520, 538 y 1280 de 1a bacteria Porphyromonas
gingivalis entre grupos

En el Gen 520 con la dilucion al 100% el grupo control de P. gingivalis mostré un
mayor incremento comparado con el grupo de tabaco (4.94) y el grupo del vaper (4.77).
Y en la dilucion al 1/10 en el grupo control tuvo mas incremento frente al tabaco (5.77) y
el vaper (4.47) (Tabla 1).

En el Gen 538 con la dilucion al 100% se mostré que el incremento fue mayor en el
grupo del vaper por 0.41 comparado con el grupo control, y por 0.96 frente al grupo de
tabaco. Y en la dilucién al 1/10 en el grupo control mostr6 un incremento mayor por 1.28
frente al grupo del vaper y por 1.7 frente al grupo de tabaco (Tabla 1).

En el Gen 1280 con la dilucién al 100% en el grupo de tabaco se mostrd el mayor
aumento, con una diferencia de 1.66 frente al vaper y de 1.09 frente al grupo control.Y en
la dilucion al 1/10 el tabaco present6 el mayor aumento, con una diferencia de 1.15 frente

al grupo control y de 1.56 frente al vaper (Tabla 1).

Tabla 1

Resultados de expresion de genes en dilucion al 100% y 1/10%

Dilucién 100% (1/10)
Gen |520 538 1280 16s GAPDH 520 538 1280 16S GAPDH

Tabaco | 7839 79.81 7947 82.6  76.99 76.73 78.17 7898 82.16 76.59
Vaper | 7856 80.77 77.81 7827 784 78.03 78.59 77.42 7791 78.13
Pg 83.33 80.36 7838 8141 782 82.5 79.87 77.83 8l.12 779

En el valor de la prueba T student (p) hubo un cambio significativo de 0.001% en el

gen 520 con respecto al gen calibrado GAPDH.

6.8 Formacion de biofilm en concentracion 1/10

En la concentracion al 10 %, las areas pigmentadas de Porphyromonas gingivalis

mostraron promedios semejantes entre las fuentes de nicotina evaluadas. El grupo
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expuesto al cigarro electronico presentd un area media de 297,545 pm? (£154,146),

mientras que en el grupo tratado con tabaco el promedio fue de 246,186 um? (£2,291).

La prueba t de Student indicé que esta diferencia no es significativa (p = 0.684).
Aunque la media del grupo de cigarro electronico fue mayor, la variabilidad de los datos
en este grupo fue amplia, lo que disminuy6 la posibilidad de detectar significancia

estadistica.

Area de concentraciones de cigarro eléctronico y
tabaco

500,000
450,000
400,000
< 350,000
E 300,000
= 250,000
$ 200,000
< 150,000
100,000
50,000

0

10 % 100 % 10 % 100 %

Cigarro electrénico Tabaco

Figura 14. Area de concentraciones del grupo de cigarro eléctronico y tabaco

6.9 Formacion de biofilm en concentracion 100%

En la concentraciéon 100%, se observaron diferencias més marcadas. El grupo de
cigarro electronico alcanzo6 un area promedio de 358,099 um? (£94,266), mientras que el
grupo de tabaco presentd un drea media de 167,846 pum? (£100,752).En términos
comparativos, la nicotina proveniente del cigarro electronico favorecid consistentemente
una mayor formacion de biofilm en ambas concentraciones evaluadas, siendo esta
diferencia mas pronunciada en la concentracion al 100%.

A pesar de la diferencia evidente en los promedios, la prueba t de Student tampoco

mostrd significancia estadistica (p = 0.720). Esto indica que la mayor formacion de
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biofilm con cigarro electrénico corresponde a una tendencia y no a un hallazgo

concluyente.

Comparaciones de t de Student (Media + Desviacion estandar)
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Figura 15 Comparaciéon de medias + desviacion estdndar del area pigmentada de

Porphyromonas gingivalis en los grupos experimentales.
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Figura 16. Comparacion de la formacion de biofilm entre grupos de nicotina de tabaco y
cigarro electronico (100% y 1/10)
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7. DISCUSION

Los genes estudiados en Porphyromonas gingivalis estan involucrados en mecanismos
que afectan la patogenicidad de la bacteria y su impacto sobre los tejidos periodontales.
La presente investigacion exploré la modulacion genética de Porphyromonas gingivalis
en respuesta a la exposicion a nicotina proveniente del tabaco convencional y del cigarro

electronico, y sus implicaciones en la patogenicidad periodontal.

En este estudio se observo que el gen 520 presentd una disminucion significativa de
expresion en presencia de nicotina, tanto en tabaco como en cigarro electronico, en
comparacion con el grupo control. En la dilucién al 100 %, el control mostré valores 4.94
veces mas altos que tabaco y 4.77 veces mas que vaper, mientras que en la dilucién 1/10
la diferencia fue aun mayor 5.77 y 4.47 veces mas, respectivamente; p < 0.001. Estos
resultados sugieren que la nicotina actia como un regulador negativo, reduciendo la
expresion de este gen y con ello la capacidad de P. gingivalis de participar en procesos
asociados a la destruccion del tejido conectivo gingival. Comparando con lo descrito por
Lihui (2005), se observa un comportamiento opuesto, ya que en el mutante /uxS este
mismo gen fue sobreexpresado 2.26 veces en microarreglos y 3.14 veces en PCR en
tiempo real. Esto indica que mientras la ausencia de /uxS activa al gen 520 como respuesta
de adaptacion, la nicotina lo inhibe, reduciendo potencialmente la capacidad invasiva

bacteriana (Lihui, 2005).

En contraste, el gen 538 mostrd una ligera sobreexpresion bajo la influencia de
nicotina. En la concentracion al 100 %, el grupo de cigarro electronico presentd un
incremento de 0.41 veces frente al control y de 0.96 frente al tabaco. Aunque en la dilucion
1/10 el control tuvo valores superiores 1.28 veces mas que vaper y 1.7 mas que tabaco, la
tendencia en el grupo de nicotina vaporizada fue hacia una mayor activacion. Dado que
este gen se asocia con procesos inflamatorios, su incremento podria indicar una adaptacion
de P. gingivalis a la exposicion de nicotina, favoreciendo un microambiente
proinflamatorio. Estos resultados concuerdan parcialmente con lo reportado por Lihui

(2005), quien encontré que el gen 538 estaba sobreexpresado en el mutante /uxS hasta
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4.05 veces mas en PCR, reforzando la idea de que tanto la nicotina como la ausencia de
luxS pueden estimular mecanismos que incrementan la supervivencia bacteriana en

condiciones adversas (Lihui, 2005).

Por otro lado, el gen 1280 mostrd incrementos significativos principalmente en el
grupo de tabaco. En la dilucion al 100 %, los niveles fueron 1.66 veces més altos que en
vaper y 1.09 veces mas que en el control; en la dilucién 1/10 también se observaron
diferencias relevantes 1.56 veces mas que vaper y 1.15 mas que control; p < 0.001. Esto
sugiere que la nicotina del tabaco potencia la expresion de este gen, posiblemente
incrementando la agresividad de P. gingivalis y contribuyendo a la destruccion tisular
asociada a periodontitis. En contraste, Lihui (2005) encontrd que este gen se regulaba a la
baja en el mutante /uxS, con una reduccion cercana al 50 % de su nivel normal. Estas
diferencias muestran que la regulacion de este gen depende fuertemente del estimulo:
mientras la ausencia de /uxS reprime su expresion, la exposicion a nicotina, especialmente

la del tabaco, lo estimula (Lihui, 2005).

En el presente estudio, el gen 520 mostré una disminucion significativa en presencia
de nicotina, tanto de tabaco como de cigarro electronico, con reducciones de hasta 5.7 y
4.4 veces frente al control en dilucion 1/10 (p < 0.001). Este hallazgo sugiere un efecto
inhibitorio sobre los mecanismos asociados a la degradacion del tejido conectivo gingival.
En contraste, De la Garza-Ramos et al. (2011) reportaron que este gen (PG0520) se
incrementd de forma importante al co-cultivarse con Streptococcus intermedius,
alcanzando valores de hasta 3.1 veces mas que en cultivo puro, lo que confirma que la
regulacion de este locus depende fuertemente del microambiente bacteriano (De La

Garza-Ramos et al., 2011).

En cuanto al gen 538, en nuestro modelo se observo una ligera sobreexpresion, mas
marcada en el grupo de cigarro electronico, mientras que el tabaco presentd valores
menores. Estos cambios, aunque modestos, apuntan hacia la activacion de vias
inflamatorias. De manera consistente, De la Garza-Ramos ef al. (2011) evidenciaron un

aumento mucho mayor en este gen (PG0538), con valores que alcanzaron 8.89 veces en
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condiciones de co-cultivo, lo que refuerza su papel como un marcador de adaptacion a

condiciones de estrés y potenciador de la inflamacion (De La Garza-Ramos et al., 2011).

Finalmente, el gen 1280 mostr6 en nuestro analisis una mayor expresion en el grupo
de tabaco, con diferencias de hasta 1.66 veces frente al vaper y 1.09 frente al control. Este
resultado indica que la nicotina tradicional podria potenciar la agresividad de P. gingivalis
al favorecer la degradacion de matriz extracelular. De forma semejante, De la Garza-
Ramos et al. (2011) documentaron que este gen (PG1280) también se incrementa en
condiciones de interaccion bacteriana, alcanzando hasta 5.02 veces en co-cultivo, lo cual
confirma que tanto factores quimicos como microbianos modulan su expresion y, con ello,

la capacidad destructiva de la bacteria (De La Garza-Ramos et al., 2011).

En el segundo estudio, se observo una tendencia hacia mayor area de biofilm en los
grupos expuestos a nicotina de cigarro electronico, tanto en 100 % (358,099 um? £94,266
vs. 167,846 pm? £100,752 en tabaco; p = 0.720) como en 1/10 (297,545 pm? £154,146 en
vaper vs. 246,186 pm? £2,291 en tabaco; p = 0.684). ArRejaie et al. (2024) obtuvieron un
patron similar al evaluar la formacion de biofilm de P. gingivalis en presencia de extractos
de humo de tabaco y vapor de cigarro electronico, encontrando que ambos estimulos
aumentaban la biomasa respecto al control, pero sin diferencias significativas entre
fuentes. Li et al. (2025) reportaron, en un modelo polimicrobiano con flujo salival
simulado, que el aerosol de cigarro electronico generé un aumento significativo de la
biofilm total, incluso superior al del tabaco, lo que atribuyeron a la presencia de
compuestos higroscopicos como glicerina y propilenglicol. (Y. Li & Hecht, 2022)
(ArRejaie et al. 2024).

En el estudio de Bagaitkar et al. (2011), se evalu6 el efecto del humo de tabaco en la
formacién de biofilm de Porphyromonas gingivalis y Streptococcus gordonii. Los
resultados mostraron que la exposicion al humo de tabaco aument6 significativamente la
formacion de microcolonias de biofilm en comparacion con los controles, tanto en nimero
como en altura promedio, con valores de p < 0.05 y p < 0.01, respectivamente. Ademas,
se observo un incremento en la expresion de la proteina fimbrial principal FimA en P.

gingivalis expuesta al humo de tabaco, lo que favoreci6 la interaccion con S. gordonii y
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la formacion del biofilm dual. Por otro lado, la exposicion al humo de tabaco redujo la
capacidad proinflamatoria del biofilm de P. gingivalis, con niveles de TNF-a e IL-6
significativamente mas bajos en comparacion con los controles (p < 0.01) (Bagaitkar
etal,2011).

Estos hallazgos sugieren que el humo de tabaco promueve la formacion de biofilm de P.
gingivalis y S. gordonii al aumentar la expresion de FimA y favorecer las interacciones
interbacterianas, mientras que reduce la respuesta inflamatoria asociada al biofilm.
Comparando estos resultados con los obtenidos en tu estudio, donde se observd una
tendencia hacia mayor area de biofilm en los grupos expuestos a nicotina de cigarro
electronico, tanto en 100 % como en 1/10, aunque sin diferencias estadisticamente
significativas (p = 0.720 y p = 0.684, respectivamente), se puede inferir que la nicotina en
los cigarrillos electronicos podria tener un efecto similar al humo de tabaco en la

formacion de biofilm de P. gingivalis (Bagaitkar et al., 2011).

En este estudio se empled una concentracion total de 1.23 g de nicotina (1,230 mg), lo
que permite dimensionar la magnitud de la exposicion en términos de productos de
consumo habituales. Considerando que un cigarrillo tradicional aporta en promedio 1-1.5
mg de nicotina absorbida, la cantidad utilizada equivale aproximadamente a 820—1,230
cigarrillos. En el caso de los cigarrillos electronicos, la equivalencia depende de la
concentracion de nicotina y la capacidad de los dispositivos; en promedio, esta dosis
corresponderia a un rango cercano a 12,000-15,000 inhalaciones (puffs) en algunas
presentaciones comerciales de alta concentracion. De manera complementaria, también se
emple6 una dosis menor de 0.0023 g (2.3 mg) de nicotina, la cual corresponde
aproximadamente al consumo de 1-2 cigarrillos tradicionales o 20-30 inhalaciones de
cigarrillo electronico, dependiendo de la concentracion del dispositivo. Estas estimaciones
permiten contextualizar que la exposicidon experimental abarc tanto dosis altas como
bajas de nicotina, evidenciando la dificultad de establecer una equivalencia uniforme entre
cigarrillos convencionales y electronicos debido a la variabilidad en sus formulaciones y

disefios (Ann Tee-Melegrito, 2023).
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Nuestros datos, que evidenciaron un area de biofilm mayor en cigarro electronico
(297,545 pm? a 10 % y 358,099 um? a 100 %) en comparacion con tabaco (246,186 um?
y 167,846 um?, respectivamente), asi como diferencias en la expresion génica —con una
reduccion de hasta 5.7 veces en el gen 520 frente al control, una ligera sobreexpresion en
el gen 538 (0.41 veces mas en vaper que en control a 100 %), y un incremento notable en
el gen 1280 en tabaco (1.66 veces mas que vaper a 100 %) — apoyan la hipdtesis de que
el cigarro electronico no es microbioldgicamente mas seguro, ya que puede estimular vias

de virulencia equivalentes o superiores al tabaco.

Estos hallazgos tienen implicaciones relevantes para la salud periodontal, dado que la
virulencia de P. gingivalis no depende unicamente de la biomasa del biofilm, sino también
de la expresion de factores de adhesion, resistencia y destruccion tisular. En este sentido,
la combinacion de andlisis fenotipicos y moleculares proporciona una vision mas
completa del riesgo. Los resultados aportan evidencia a la creciente discusion sobre los
efectos del cigarro electronico, indicando que su impacto bacteriano podria ser
comparable al del tabaco convencional, pero que se requiere de estudios adicionales, con
un mayor tamafio de muestra y condiciones experimentales que simulen mas fielmente el

ambiente oral, para confirmar estas observaciones.
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8. CONCLUSION

El presente estudio permite comprender el comportamiento de los genes 520, 538 y
1280 de la bacteria Porphyromonas gingivalis en respuesta a la exposicion a nicotina
proveniente del tabaco y del cigarro electronico, en comparacion con un grupo control.
Los resultados obtenidos muestran que la expresion de estos genes varia
significativamente seglin el tipo de nicotina a la que esta expuesta la bacteria, lo que
sugiere que la nicotina desempefa un papel importante en la regulacion génica de P.

gingivalis y en su potencial patogénico dentro del entorno periodontal.

El gen 520 mostr6 una mayor expresion en el grupo control en comparacion con los
grupos expuestos a nicotina de tabaco y nicotina de cigarro electronico. Esto indica que la
presencia de nicotina puede modular negativamente la expresion de este gen, lo que podria
tener implicaciones en la adhesion bacteriana y la colonizacion de la biofilm subgingival.
Dado que este gen estd involucrado en la regulacion de mecanismos de virulencia, su
menor expresion podria influir en la capacidad de la bacteria para persistir en el medio

oral y provocar dafios en los tejidos periodontales.

El gen 538 presentd un aumento significativo en su expresion en el grupo expuesto a
vapeo en comparacion con el grupo control y el grupo expuesto a tabaco. Este hallazgo
sugiere que la nicotina presente en los cigarros electronicos podria inducir cambios en la
actividad de P. gingivalis, favoreciendo la expresion de genes relacionados con la
inflamacion y la destruccion del tejido periodontal. Este gen se asocia con la regulacion
de proteasas implicadas en la degradacion de la matriz extracelular y la disrupcion de la
integridad gingival, lo que podria explicar su incremento en presencia de nicotina de vapeo

y su posible participacion en la progresion de la periodontitis.

Por otro lado, el gen 1280 exhibi6 una mayor expresion en el grupo expuesto a tabaco,
con diferencias significativas respecto al grupo de vapeo y el grupo control. Este gen esta

relacionado con la regulacion de factores de virulencia clave para la supervivencia de P.
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gingivalis en un ambiente hostil, lo que sugiere que la exposicion a la nicotina del tabaco
podria potenciar la agresividad de esta bacteria dentro del ecosistema periodontal. Su
sobreexpresion en presencia de tabaco indica que la nicotina de origen convencional puede
generar un entorno favorable para la proliferacion bacteriana, exacerbando los dafios en

el tejido gingival y favoreciendo la progresion de la enfermedad periodontal.

Los resultados de la investigacion refuerzan la hipotesis de que la nicotina,
independientemente de su origen, es un factor determinante en la modulacién de la
expresion génica de P. gingivalis, afectando su virulencia y su capacidad de causar dafio
en los tejidos periodontales. Sin embargo, se observan diferencias en la respuesta
bacteriana segun la fuente de nicotina. La nicotina del cigarro eléctronico parece inducir
la expresion de genes asociados con la inflamacion y la destruccion del tejido, mientras
que la nicotina del tabaco promueve la expresion de genes vinculados con la supervivencia
y la virulencia bacteriana. Esto sugiere que, si bien ambos tipos de nicotina pueden agravar
la enfermedad periodontal, sus mecanismos de accion podrian ser distintos y merecen una

investigacion mas profunda.

Los hallazgos de esta investigacion tienen implicaciones clinicas relevantes, ya que
evidencian el impacto del consumo de nicotina en la microbiota oral y en la progresion de
la enfermedad periodontal. La modulacion de la expresion génica de P. gingivalis podria
ser un factor clave en la exacerbacion de la periodontitis en pacientes fumadores, ya sea
de tabaco tradicional o de cigarro electronico. Ademas, los resultados resaltan la necesidad
de estrategias preventivas y terapéuticas dirigidas a reducir los efectos de la nicotina en la
salud periodontal, asi como la importancia de la educacion del paciente sobre los riesgos

asociados al consumo de nicotina en cualquier forma.

Ademas en el segundo estudio en el cual se analizd la formacion de biofilm de
Porphyromonas gingivalis en presencia de nicotina proveniente de tabaco convencional y
cigarro electronico, a concentraciones del 10 % y del 100 %, los resultados obtenidos
mediante la prueba t de Student mostraron que no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas (p > 0.05) entre los grupos evaluados.
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A pesar de ello, se identificaron tendencias relevantes: el cigarro electronico presentd
valores promedio més elevados de biofilm en ambas concentraciones, mientras que el
tabaco mostr6 una reduccion al pasar de 10 % a 100 %. Estas observaciones sugieren que,
aunque la nicotina del cigarro electronico no evidencid un efecto concluyente en este
modelo experimental, podria favorecer una mayor formacion de biofilm en comparacion

con el tabaco.

La falta de significancia estadistica puede atribuirse al nimero reducido de muestras y a
la alta variabilidad en los grupos, particularmente en los expuestos a cigarro electronico.
Por lo tanto, los resultados deben interpretarse como tendencias preliminares y no como

conclusiones definitivas.

En conjunto, los hallazgos refuerzan la necesidad de continuar investigando el impacto
del cigarro electronico sobre la microbiota oral y su potencial relacion con la
patogenicidad de P. gingivalis. Estudios futuros con mayor tamafio de muestra, modelos
polimicrobianos y condiciones experimentales mas cercanas a la cavidad oral permitiran
esclarecer si el cigarro electronico constituye un factor de riesgo equiparable o incluso

superior al tabaco en el desarrollo de enfermedad periodontal.
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