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Resumen. El periodo normal de gestacién del ser humano es de 40 semanas,
considerandose dentro del rango normal entre 37 y 41 semanas. El parto prematuro
se define como un parto que ocurre en menos de 37 semanas o 259 dias a partir de la
fecha de la ultima menstruacion; la etiologia no esta clara, pero es multifactorial.
Existen numerosos factores de riesgo conocidos que pueden influir en el resultado del
embarazo, entre los que se incluye la periodontitis, la cual es el resultado de una
interrelacion de una infeccion oral que induce una respuesta inflamatoria en el
huésped. Existe una creciente evidencia que apoya el papel de periodontitis y sus
bacterias causales en la patogenia del parto prematuro. Los estudios sugieren que la
Porphyromonas gingivalis puede ser un factor importante en esta asociacion. Las
fimbrias de Porphyromonas gingivalis que promueven la adherencia del organismo a
los tejidos del huésped pueden desempenar un papel importante en la patogénesis de
la enfermedad periodontal el gen FimA que codifica las unidades estructurales de las
fimbrias, la fimbrilina. Hasta ahora, se han encontrado seis genotipos de FimA (I, Ib, I,
I, 1V, V) basados en su secuencia de nucledtidos.

Objetivo. Comparar los conteos de Porphyromonas gingivalis y los genotipos FimA

entre mujeres con parto pretérmino y a término.

Materiales y métodos.

Estudio: Transversal Analitico.

Muestreo:No Probabilistico consecutivo

Tamano de la muestra: 35 Mujeres puérperas divididas en dos grupos en base al
periodo gestacional.

Resultados.

En cuanto a la presencia de Porphyromonas gingivalis se encontré que en ambos
grupos fue similar 52.6% y 75% respectivamente, por otro lado los conteos de esta
bacteria si fueron mas altos en el grupo de parto pretérmino 3.7 x 10° mientras en parto
a término fue de 2.3 x 10* numero de copias/mg de placa.



De acuerdo a la distribucion de genotipos FimA de Porphyromonas gingivalis en ambos
grupos se encontro con mayor porcentaje el genotipo Il con un 31.57% y 50 %

respectivamente.

Se pudo observar que en el grupo de parto pretérmino se encontraron todos lo
genotipos a diferencia de el grupo de parto a término en donde no se encontraron
muestras positivas en el FimA 1 by lll. Aunque no se encontré diferencia entre grupos
se presentd una mayor frecuencia del genotipo FimA 1V y Fim Al en el grupo de parto

pretérmino y el genotipo V en el grupo a término.
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CAPITULO 1.
INTRODUCCION

1.1  ANTECEDENTES

El parto prematuro y el bajo peso al nacer representan los principales problemas de

salud publica en los paises en desarrollo. (1) (2)

El bajo peso al nacer (recién nacido con cifras inferiores a 2 500 g de peso), es una de
las causas mas importantes de morbilidad y mortalidad infantil y perinatal, se considera
que la mortalidad en el primer afio de vida es 14 veces mayor en los recién nacidos

con bajo peso, que los nifios que nacen con un peso normal. (3)

El parto prematuro es responsable del 75% de la mortalidad neonatal y del 50% de la

discapacidad a largo plazo en los nifios. (4)

La frecuencia de parto pretérmino oscila entre el 5 y 9%. La diversidad de factores
encontrados hace que aun se hable de una etiopatogenia multifactorial. (Barrios,
2014).

La Organizacion Mundial de la Salud define el parto prematuro o pretérmino (PP) como
aquel que ocurre antes de cumplirse las 37 semanas de gestacion o 259 dias a partir
de la fecha de la ultima menstruacién; siendo muy prematuro si se produce antes de
las 32 semanas, e inmaduro si es antes de 28 semanas. Por el contrario, gestacion a
término es aquella que ha cumplido las 37 semanas y sera postérmino si dura mas de
42 semanas; la duracion media de la gestacion es de 40 semanas. Se considera que
el recién nacido tiene un bajo peso al nacimiento (BPN) cuando éste no alcanza los
2.500 gramos. Dentro de esta categoria, hablamos de muy bajo peso al nacimiento
cuando éste es menor de 1.500 gramos, y sera extremadamente bajo si no alcanza
los 1000 gramos de peso. Dado que la edad gestacional y el peso al nacimiento se

encuentran en relacion directa, con frecuencia un recién nacido prematuro tendra un
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bajo peso al nacimiento, y nos referiremos entonces a un parto prematuro con bajo

peso al nacimiento. (5)

Los costos hospitalarios de los bebés prematuros son altos, aproximadamente 13,4
mil millones de dodlares se gastan anualmente y representan el 30% de los costos de

atencion médica del recién nacido en los Estados Unidos. (6)

Recientemente, se ha sugerido que la enfermedad periodontal durante el embarazo
podria tener una relacion causal con los bebés con bajo peso al nacer, que tiene un
tremendo impacto en el sistema de salud en general y en las familias afectadas en
particular. (7)

1.1.1 FACTORES DE RIESGO PARA PARTO PRETERMINO

Existen numerosos factores de riesgo conocidos que pueden influir en el resultado
desfavorable en el embarazo, entre ellos los que se incluyen: edad materna extrema
(mayor de 34 anos o menor de 20 anos), estado socio economico bajo, atencion
prenatal inadecuada, consumo de drogas, alcohol y tabaco, hipertension, diabetes,
embarazo multiple, infecciones del tracto geniturinario. (8) Existen estudios que han
sugerido que las mujeres con periodontitis tienen un mayor riesgo de parto con

producto de bajo peso al nacer. (9)

La evidencia sugiere que otros procesos infecciosos remotos pueden contribuir al parto
prematuro. Algunos informes han sido asociados a enfermedades periodontales y
bacterias periodontopatégenas como condiciones predisponentes. (9)

La hipdtesis de que las infecciones subclinicas asociadas con el parto prematuro y
bajo peso al nacer sugiere que los propios microorganismos o sus factores de
virulencia como antigeno lipopolisacarido se introducen en la cavidad uterina durante

el embarazo mediante un proceso de bacteriemia y activan la liberacién de TNF-q, IL-

15



1b, IL-6, IL-8 y PGE:2 en la placenta y sus efectos antiinflamatorios son el factor

desencadenante del parto prematuro. (10)

1.1.2 MECANISMOS PATOGENICOS

Los mecanismos por los que las infecciones en la madre pueden provocar el parto
prematuro o participar en la cadena de eventos que conducen a él han sido
ampliamente estudiados. En una primera via, las citocinas y otros mediadores
inflamatorios generados en la respuesta inmune frente a la infeccion se diseminarian
por via sanguinea hasta alcanzar la cavidad uterina, donde promoveran la sintesis de
prostaglandinas (PGs). Entre los diversos efectos producidos por estos mediadores de
la inflamacién se encuentran los siguientes: la prostaglandina E2 (PGEZ2) provoca
estrés oxidativo, contraccion del musculo liso y oxidacién de las lipoproteinas de baja
densidad (LDL), mientras que la interleucina 13 (IL-18), el factor de necrosis tumoral a
(TNFa) y la interleucina 6 (IL-6) son capaces de estimular la adhesiéon endotelial,
hiperlipidemia, liberacion hepatica de reactivos de fase aguda y catabolismo del tejido
conectivo entre otros efectos. Muchos de estos eventos estan implicados en la historia
natural del parto prematuro. Algunos estudios han mostrado que la cantidad de IL-6 en
liquido amnidtico se ve aumentada cuando el parto se produce antes de las 34
semanas de gestacion, y que la concentracion de |IL-6 en liquido amnidtico es un
marcador fiable de infeccion en mujeres que sufren un parto prematuro o ruptura
prematura de membranas. Se ha sugerido también que la IL-6 estimula la produccion
de prostaglandinas por las propias membranas placentarias. Las contracciones de la
musculatura uterina provocadas por las prostaglandinas conducen a una dilatacion del
cuello uterino que directamente podria desencadenar el parto, y que en cualquier caso
facilita la entrada de mas bacterias al utero, cerrando un circulo vicioso que finalmente

concluye con el parto prematuro.(11)
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1.1.3 ENFERMEDAD PERIODONTAL

La Enfermedad Peridontal es una enfermedad multifactorial, los factores etiolégicos
implicados son ambientales, genéticos, inmunoldgicos y bacteriolégicos. (11)

La Enfermedad Periodontal es una enfermedad infecciosa por bacterias anaerobias
Gram-negativas. (6) (12).

Es un importante problema de salud publica. (13). Afecta entre el 10 y el 60% de la
poblacién en funcién de los criterios que se utilicen para definir a la periodontitis. La
prevalencia de Enfermedad Periodontal reportada en México varia del 31.75% al
62.7%. (11)

La Enfermedad Periodontal (gingivitis y periodontitis) es causada por un crecimiento
excesivo de supuestos patdgenos periodontales en la placa subgingival seguida de
una respuesta inmunoinflamatoria en un huésped susceptible. (14)

Es una enfermedad relacionada con la placa iniciada por bacterias y dirigida por la
respuesta del huésped, la predisposicion genética y los factores de riesgo ambientales.
La periodontitis, si no se trata, a menudo conduce a la destruccion progresiva de los
tejidos de soporte del diente y a la pérdida del diente. (12)

Se asocia con un aumento de los niveles sistémicos de citocinas inflamatorias que

causan la destruccion de los tejidos duros y blandos. (6)

Uno de los factores desencadenantes de la enfermedad es la persistencia de la
biopelicula formada sobre las superficies dentales y en el entorno subgingival, que
estimula la respuesta inmune del huésped e induce la producciéon de citocinas
proinflamatorias y la liberacion de enzimas lisosomales por los macrofagos, ademas
de la sintesis reducida de colageno por fibroblastos y aumento de metaloproteinasas

de tejido conectivo con reducciéon concomitante de sus inhibidores. (15)
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Las manifestaciones clinicas de la Enfermedad Periodontal resultan de la compleja
interaccion entre el agente etioldgico, en este caso las bacterias encontradas en la
placa dental y los tejidos del huésped. (16)

La masa bacteriana aumenta debido al crecimiento continuo de los microorganismos
adheridos, a la adhesion de nuevas bacterias y la sintesis de polimeros extracelulares.
Con el aumento del espesor, la difusion hacia dentro y fuera de la biopelicula se
dificulta. Se genera un gradiente de oxigeno como resultado del rapido consumo por
parte de las cepas bacterianas superficiales y un déficit en la difusion de oxigeno a
través de la matriz de la biopelicula y produciéndose condiciones completas de
anaerobiosis en las capas mas profundas de los depositos, induciendo una
disminucion de gradiente de los nutrientes provistos por una fase acuosa, es decir la
saliva. Como resultado del metabolismo bacteriano, se desarrollan gradientes

inversos de productos de fermentacion. (14)

Los productos de la dieta disueltos en la saliva son una fuente importante de nutrientes
para las bacterias de la placa supragingival. Mientras que, en las bolsas periodontales
profundas, cambian las condiciones nutricias de las bacterias debido a que esta muy
limitada la penetracién de sustancias disueltas en la saliva. Dentro de la bolsa
periodontal profunda, la fuente de nutricion principal para el metabolismo de las

bacterias proviene de los tejidos periodontales y la sangre. (14)

1.1.4 BACTERIAS PERIODONTOPATOGENAS

Las bacterias causantes de la periodontitis pueden clasificarse en diferentes grupos
de acuerdo a sus genotipos, asi como segun la funcion en las interacciones que se

establecen entre las diferentes especies a la hora de colonizar el surco periodontal.
(17)
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Segun el orden de colonizacién se han asociado en diversos complejos tales como:

e Complejo Amarillo: Integrado por bacterias del género Streptococcus, como S.

mitis, S. sanguinis, S. oralis, etc, las cuales son colonizadores iniciales.

e Complejo Verde: Capnocytophaga gingivalis, C. sputigena, C. ochraceae,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans serotipo a, Eikenella corrodens y

Campylobacter concisus.

e Complejo Purpura: Actinomyces odontoliticus, Veillonella parvula. Estos grupos

de especies son colonizadores tempranos de la superficie dental.
e Complejo Azul: Actinomyces ssp.

e Complejo Naranja: Campylobacter gracilis, Campylobacter rectus, Eubacterium
nodatum, Campylobacter Showae, Fusobacterium nucleatum, Fusobacterium
periodonticum, Peptostretococcus micros, Prevotella intermedia, Prevotella

nigrescens y Streptococcus constellatus.

e Complejo Rojo: Tannerella forsythia, Treponema denticola y Porphyromonas

gingivalis.

Estos dos ultimos complejos se componen de especies que son los principales agentes
etiologicos de la periodontitis, existen bacterias que no pertenecen a ningun complejo,
como es el caso de A. actinomycetemcomitans serotipo b. (17)

Estas bacterias forman biopeliculas, las cuales habitan en el interior del surco gingival
e incitan a la formacion de bolsas periodontales y la destruccion del hueso y fibras

colagenas de union del ligamento periodontal. (6)

Los datos microbiolégicos indican que 4 microorganismos, asociados con placa
madura y periodontitis progresiva (Bacteriodes forsythus, Porphyromonas gingivalis,
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Actinobacillus, actinomycetemcomitans y Treponema denticola) se detectaron a
niveles mas altos en las madres en comparacion con los controles de peso normal al

nacer. (7)

Esta asociacion se ha demostrado ademas al encontrar niveles mas altos de
anticuerpos séricos maternos a mediados del trimestre contra estos microorganismos,

especialmente Porphyromanas gingivalis y Capnocytophaga. (7)

1.1.5 Porphyromonas Gingivalis

Es el segundo patégeno periodontal mas estudiado. Mide de 0.5-0.8 um x 1 - 3.5 um.
(18)

Porphyromonas gingivalis es un cocobacilo Gram negativo anaerébio, no mévil, que
esta relacionado con el inicio y la progresion de la enfermedad periodontal crénica y
agresiva; Puede considerarse uno de los principales agentes etiolégicos de la
enfermedad periodontal destructiva, aunque es un microorganismo que también se ha

aislado en la gingivitis y en pacientes sanos en bajas proporciones. (15)

Esta bacteria se ha detectado con mayor frecuencia en bolsas periodontales profundas
y ha exhibido una baja prevalencia en tejidos periodontales sanos sin inflamacién

destructiva. (19)

Porphyromonas gingivalis tiene varios factores de virulencia, que incluyen:

lipopolisacarido, hemaglutinina, hemolisina, proteinasas extracelulares y fimbrias. (20)

Entre los factores de virulencia que se desarrollan en la encia, hay fimbrias, que son
estructucturas filamentosas en la superficie bacteriana, que se han considerado como
el principal mecanismo de accion de este microorganismo, dado que le confiere la
capacidad de adherirse e invadir tejidos periodontales, y la formacion de biopeliculas,

lo que caracteriza su alta patogenicidad. (15) (19)
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Se ha demostrado que el microorganismo se adhiere a los fibroblastos gingivales y a
los monocitos / macréfagos a través de sus microfibras. (13)

Porphyromonas gingivalis generalmente posee dos genes que codifican para las
unidades estructurales de las fimbrias, el gen FimA y Mfa1. Las fimbrias de
Porphyromonas gingivalis y sus genes codificantes fueron descubiertas hace mas de
30 afos. (21)

Las microfibras de Porphyromonas gingivalis que promueven la adherencia del
organismo a los tejidos del huésped pueden desempefar un papel importante en la
patogénesis de la enfermedad periodontal. (15)

FimA es el gen que codifica las subunidades de fimbrilina. Hasta ahora, se han
encontrado seis genotipos de FimA (1, Ib, Il, 1ll, IV, V) basados en su secuencia de
nucleétidos. (15)

El genotipo esta relacionado con las caracteristicas morfolégicas de FimA fimbriae y
la virulencia de las cepas de Porphyromonas gingivalis. (21)

En base al gen FimA que codifica la fimbrilina, muchos estudios han demostrado que
los clones de los genotipos FimA Ib, Il y IV son significativamente mas agresivos, como
las condiciones in vitro e in vivo en comparacion con otros genotipos y podrian
desempefiar un papel importante en la adhesion para hospedar tejidos y la progresiéon
de la enfermedad periodontal, mientras que los tipos | y Ill se consideran menos
virulentos. (20)

1.1.6 ENFERMEDAD PERIODONTAL Y PARTO PRETERMINO

La salud sistémica a menudo esta estrechamente relacionada con el estado de la

cavidad oral. Muchas enfermedades y afecciones sistémicas tienen manifestaciones
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orales; Del mismo modo, las infecciones microbianas orales también pueden afectar

el estado general de salud. (7)

Se han asociado multiples factores con el parto prematuro con bajo peso al nacer y
algunos autores han enfatizado la heterogeneidad de las causas. Sin embargo, una
proporcién estadisticamente significativa de bajo peso al nacer todavia es de etiologia
desconocida. (7)

La hipotesis que vincula la infeccion subclinica y el bajo peso al nacer sugiere que las
toxinas microbianas, como las endotoxinas, ingresan a la cavidad uterina durante el
embarazo por la ruta ascendente desde el tracto genital inferior, o por la ruta sanguinea
desde un foco no genital. Las infecciones periodontales pueden mediar el bajo peso al
nacer a través de uno o mas de los siguientes mecanismos: (1) contaminacion de la
unidad fetoplacentaria por patégenos periodontales; (2) efectos del lipopolisacarido
(LPS) del reservorio periodontal en la unidad fetoplacentaria; y (3) efectos de los
mediadores inflamatorios (IL, prostaglandinas y TNF-a) del reservorio periodontal en
la unidad fetoplacentaria. (22)

Existe una creciente evidencia que apoya el papel de la infeccion intraamniodtica en la
patogenia del parto prematuro. Los estudios en humanos en pacientes con
periodontitis y estudios en animales han sugerido que Porphyromonas gingivalis puede
ser un componente importante en la asociacién subyacente para vincular la
periodontitis con el parto prematuro. La corioamnionitis y la inflamacion fetal se
consideran caracteristicas clave en los origenes de muchos casos de parto prematuro
y lesion fetal. (14)

Aunque la literatura generalmente no incluye la periodontitis como factor de riesgo para
el parto prematuro, la importancia de esta afeccidn se ha reconocido cada vez mas por
su asociacion con enfermedades sistémicas como hipertension, preeclampsia y

eclampsia, diabetes mellitus, sindrome metabdlico y enfermedad cerebrovascular.
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En 2002, McGaw et al identificaron la enfermedad periodontal como la causa del
18,2% de todos los casos registrados de parto prematuro. Por lo tanto, la investigacion
sobre la asociaciéon entre la enfermedad periodontal y los resultados adversos del
nacimiento ha ganado relevancia a nivel clinico y dentro del campo de la salud publica.
(23)

En 1931, Galloway sugiri6 que la enfermedad periodontal causada por bacterias
anaerobias gramnegativas podria generar cambios en la placenta que aumentan el
riesgo de parto prematuro y desarrollo fetal subdptimo. Los autores anteriores
informaron que la periodontitis comienza con una biopelicula bacteriana en la
superficie de la raiz, y la propagacion de varias toxinas a través del epitelio hacia los
tejidos generando una respuesta inflamatoria exagerada y destructiva en individuos
susceptibles. Esto causa ulceracion del epitelio, exponiendo el tejido conectivo y los
capilares sanguineos a la placa bacteriana y facilitando la entrada de bacterias en la
circulacion sistémica durante la ingesta de alimentos o el cepillado de dientes. Se
producen varios mediadores inflamatorios que afectan la unidad fetoplacentaria,
alterando el intercambio de nutrientes entre la madre y el feto y generando
contracciones uterinas prematuramente, lo que resulta en nacimientos prematuros y

bajo peso al nacer. (23)

En 1996 Offenbacher et al realizaron el primer estudio de casos y controles que reportd
un riesgo 7.5 veces mayor de parto prematuro en madres con enfermedad periodontal,
lo que provocd un renovado interés en esta enfermedad y su asociacién con el

embarazo y resultados de nacimiento. (23)

En 2016 se realizé un estudio en el cual el objetivo era Identificar la asociacion entre
la periodontitis y los patégenos periodontales con el nacimiento prematuro a pesar del
estricto control de algunos factores de confusion importantes, como los procesos
infecciosos y los criterios para el diagndstico de periodontitis durante el embarazo,
encontraron que no hubo asociacidon entre bacterias periodontopatdgenas,

periodontitis y parto prematuro es por eso que nosotros decidimos realizar un estudio
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donde ademas de la analizar si estaba presente la bacteria Porphyromonas gingivalis
también cuantificarla con el fin de saber si a mayor conteo de Porphyromonas
gingivalis mayor es la incidencia parto pretérmino y genotipificarla para conocer cual
era el gen mas virulento que se encuentra presente; ya que en estudios previos en
pacientes con artritis reumatoide que presentaban enfermedad periodontal tuvo mayor
prevalencia de FimA Il; esto puede explicar que este genotipo se encuentra en mayor

frecuencia y es mas virulento.

1.1.7 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

Muchos métodos se basan en el conocimiento de los mecanismos moleculares de
transcripcion y replicacion de acidos nucleicos. Una de las mas famosas es la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), que se basa en los mecanismos de replicacion del
ADN. (24)

La PCR, inventada por Kary B. Mullis, comenzé una revolucion en biologia molecular.
Requiere plantilla de ADN, desoxirribonucleotidos libres (dNTP), cebadores
(oligonucledtidos cortos que definen la secuencia amplificada) y ADN polimerasa
termoestable. (24)

Es un proceso ciclico para generar una gran cantidad de copias idénticas que pueden
analizarse facilmente. Esto hizo posible, por ejemplo, manipular el ADN con fines de

clonacion, ingenieria genética y secuenciacion. (25)
El método de PCR permite la amplificacion de genes y sus transcripciones de ARN

aisladas de varias fuentes, como saliva, piel, plasma, liquido crevicular gingival,

enjuague bucal, placa subgingival, semen y cabello. (24)
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1.1.7.1 LA REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA EN PUNTO FINAL
(PCR EN PUNTO FINAL)

Se realiza en un termociclador e implica tres pasos principales: desnaturalizacion de
la plantilla de dsDNA a 92-95 ° C, recocido de cebadores a 50-70 ° C y extension de
las moléculas de dsDNA a aprox. 72 ° C. Estos pasos se repiten durante 30 a 40 ciclos.
(26)

1. Amplificacion: EI ADN extraido con plantilla es la secuencia objetivo identificada
que requiere ser amplificada. La ADN polimerasa es una enzima clave para
replicar secuencias diana de ADN que une nucleédtidos individuales para
generar el producto de PCR. Las moléculas de cebador son secuencias de ADN
o ARN cortas y monocatenarias apropiadas disefadas para recocer
particularmente un acido nucleico diana deseado. Los pares de cebadores
directo e inverso tienen una longitud de 18 a 22 pares de bases. Para la
amplificacion por PCR, el ADN se extrae de una muestra deseada y se agrega
al tubo de mezcla de reaccién que incluye cebadores, tampon de PCR,
desoxinucledtidos (dNTP), MgCI2 y enzima ADN polimerasa en un tubo de
examen. El tubo de reaccion se ubica luego en un termociclador que ejecuta

ciclos repetidos de replicacion de ADN en los siguientes pasos.

2. Alineamiento: a 50-65 ° C, los cebadores directo e inverso se recogen en un
sitio particular en cada una de las plantillas de ADN monocatenario. La
temperatura de fusion de los pares de cebadores determina la temperatura de
recocido.

3. Extension o elongacion de la cadena: a 72 ° C, las nuevas cadenas

complementarias de ADN se sintetizan mediante el alargamiento de los
cebadores utilizando la enzima ADN polimerasa. (27)
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Ademas de las 3 etapas de cada ciclo, comunmente se anade una etapa previa y una
final al conjunto de todos los ciclos. La previa, a elevada temperatura (incluso superior
a la de las etapas de desnaturalizacién), sirve basicamente para inactivar proteasas y
nucleasas de la muestra, asi como para asegurar la desnaturalizacién completa del
DNA de partida, especialmente si este es de gran tamafio o posee regiones muy
compactadas. La etapa final, por su parte, consiste en una prolongacion de la ultima
elongacion, para permitir que se completen todos los fragmentos. (28)

Los productos amplificados por PCR se someten a electroforesis en gel y luego se
tifen usando un tinte fluorescente de unién a ADN tal como bromuro de etilo (EtBr). El
gel tefido se observa bajo luz ultravioleta. El método de electroforesis / tincion en gel
se ha utilizado para confirmar los productos finales de la PCR. (29)

Requiere un termociclador con un sistema 6ptico para capturar fluorescencia y una
computadora con software capaz de capturar los datos y realizar el analisis final de la
reaccion. Los programas disponibles de diversos fabricantes exhiben diferencias con
respecto a la capacidad de la muestra, el método de excitacién y la sensibilidad total.
(29)

1.1.7.2 LA REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA EN TIEMPO REAL
(PCR EN TIEMPO REAL)

Se introdujo por primera vez en 1992 por Higuchi y colaboradores y permite la
cuantificacion precisa de acidos nucleicos especificos en una mezcla compleja

mediante deteccion fluorescente de productos de PCR marcados. (30)

La PCR en tiempo real también necesita un indicador fluorescente que se una al
producto formado e informe su presencia por fluorescencia. El reportero genera una
sefial de fluorescencia que refleja la cantidad de producto formado. Durante los ciclos
iniciales, la sefal es débil y no se puede distinguir del fondo. A medida que se acumula

la cantidad de producto, se desarrolla una sefal que inicialmente aumenta
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exponencialmente. A partir de entonces, la senal nivela o se satura. La saturacion de
la sefial se debe a la reacciéon de algun componente critico. Estos pueden ser los
cebadores, el reportero o los dNTP. Ademas, el nUmero de moléculas de polimerasa
puede ser limitante, en cuyo caso la amplificacion exponencial pasa a la amplificacion
lineal. Vale la pena sefialar que en un experimento tipico de PCR en tiempo real, todas
las curvas de respuesta se saturan al mismo nivel. Por lo tanto, las mediciones de PCR
de punto final no nos dicen nada sobre las cantidades iniciales de moléculas objetivo
que estaban presentes en las muestras; solo distinguen una muestra positiva de una
negativa. Por otro lado, las curvas de respuesta se separan en la fase de crecimiento
de la reaccion. Esto refleja la diferencia en sus cantidades iniciales de moléculas de
plantilla. La diferencia se cuantifica comparando el nimero de ciclos de amplificacién
requeridos para que las curvas de respuesta de las muestras alcancen un umbral de
nivel de senal de fluorescencia de umbral particular. EI nUmero de ciclos necesarios

para alcanzar el umbral se denomina valor CT. (25)
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1.2 JUSTIFICACION

En la actualidad existe controversia en reportes de asociacion entre periodontitis, sus
bacterias periodontopatogenas y parto pretérmino; hay estudios previos en los que
detectan bacterias periodontales, anticuerpos, factores de virulencia en liquido

amniotico.

En 2016 nuestro equipo de trabajo realizé un estudio en mujeres con parto a término
y parto pretérmino donde no se encontro diferencia estadisticamente significativa en
la distribucion de bacterias periodontales entre ellas Porphyromonas gingivalis ni
periodontitis donde se controlaron variables confusoras como la edad, pero si se vio
diferencia en cuanto a la higiene oral, no se cuantificé la presencia de Porphyromonas
gingivalis ni se genotipificd el gen FimA tal vez esto podria ser responsable del parto
pretérmino y asi poder pensar que la presencia no se asocia pero tal vez la cantidad y
la virulencia de la bacteria si pudieran ser asociadas; esto con el fin de poder tener una
interconsulta con el ginecologo sefialandole que puede ser un factor desencadenante
de un parto pretérmino y poder posteriormente el odontologo revisar, y llevar un control

de las manifestaciones clinicas que se pueden presentar en el embarazo.
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1.3 HIPOTESIS

Las mujeres con parto pretérmino presentan mayores conteos de Porphyromonas
gingivalis y los genotipos FimA mas viruentos (Il y IV) en comparacion con mujeres

con parto a término.

1.4 OBJETIVOS

1.4.1 OBJETIVO GENERAL

Comparar los conteos de Porphyromonas gingivalis y los genotipos FimA entre

mujeres con parto pretérmino y a término.

1.4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Conocer y comparar la edad, edad gestacional, peso del recién nacido, en las
pacientes con parto a término y parto pretérmino.

2. ldentificar tipo e inicio de parto en las pacientes con parto a término y parto

pretérmino.

3. ldentificar y comparar la presencia de enfermedad periodontal en pacientes con
parto a término y en pacientes con parto pretérmino.

4. Identificar y comparar la presencia de inflamacion gingival en pacientes con

parto a término y en pacientes con parto pretérmino.
5. Evaluar y comparar el indice de placa (IP), indice gingival (1G), profundidad al

sondeo y nivel de insercion clinica en pacientes con parto a término y en

pacientes con parto pretérmino.
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. Cuantificar y comparar los conteos de Porphyromonas gingivalis en placa
bacteriana subgingival en pacientes con parto a término y en pacientes con

parto pretérmino por medio de PCR en tiempo real.

. Tipificar el gen FimA de Porphyromonas gingivalis en pacientes con parto a

término y en pacientes con parto pretérmino por medio de PCR en punto final.
. Identificar el promedio de profundidad de bolsa y perdida de insercién en
relacion al gen FimA en pacientes con parto a término y en pacientes con parto

pretérmino.

. Identificar la frecuencia y porcentaje de peso del recién nacido en relacion al
gen FimA.
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CAPITULO 2.

MATERIAL Y METODOS

2.1 PACIENTES Y METODOS

2.1.1 LUGAR DE RECOLECCION DE DATOS

Servicio de Obstetricia de la Division de Ginecologia y Obstetricia del Hospital Central

de San Luis Potosi “Dr. Ignacio Morones Prieto”

Laboratorio de Odontologia Gendmica de la Maestria en Ciencias Odontoldgicas de la
Facultad de Estomatologia.

2.1.2 DISENO DEL ESTUDIO

Se realiz6 un estudio Transversal Analitico.

2.1.3 MUESTREO

No Probabilistico consecutivo

2.1.4 TAMANO DE LA MUESTRA

35 Mujeres puérperas divididas en dos grupos en base al periodo gestacional.

2.1.5 GRUPOS DE ESTUDIO

Grupo 1: Pacientes con edad gestacional > 37 semanas: parto a término.
Grupo 2: Pacientes con edad gestacional < 37 semanas: parto pretérmino.
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2.2 CRITERIOS DE SELECCION
2.2.1 CRITERIOS DE INCLUSION

Mujeres puérperas.
Entre 20 y 30 afios de edad.
Sin enfermedades sistémicas.

Aceptacién del consentimiento informado por escrito.

CRITERIOS DE EXCLUSION

Procesos infecciosos activos.
Fecundacion in vitro.
Enfermedades croénicas.
Embarazo de alto riesgo.
Cesarea programada.

Cervix corto.

Fumadoras.

Alcohdlicas.

Tratamiento periodontal previo.

Ingesta de antibidticos en los ultimos 15 dias.

Mujeres a las que no fuera posible tomar las muestras.

2.2.3 CRITERIOS DE ELIMINACION

Donde no sea posible medir las variables del estudio.
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2.3 DEFINICION CONCEPTUAL Y OPERACIONAL DE LAS VARIABLES
2.3.1 VARIABLES INDEPENDIENTES

Tabla 1. Variables Independientes

Variable Clasificacion

Definicion Conceptual

Definicion operacional

Duracién del | Cualitativa
periodo Nominal

gestacional

Periodo que transcurre de la
ultima menstruacion a el dia del
parto.

Se estima basado en la
fecha de la ultima
menstruacion normal y/o
ultrasonido temprano
hasta la fecha de parto, se
clasifica en < 37 semanas

0 >37 semanas.

Mujeres en Cualitativa
etapa de Nominal

puerperio

Es el tiempo que pasa desde la
expulsion de la placenta o
alumbramiento hasta que tu
aparato genital vuelve al estado

anterior al embarazo.

Se estima basado en la
fecha de la expulsion
hasta el dia que vuelve al
estado normal anterior al

embarazo.

2.3.2 VARIABLES DEPENDIENTES

Tabla 2. Variables Dependientes

Variable Clasificacion Definicion Definicion operacional
Conceptual
Nivel de Insercion Cuantitativa de Distancia entre la Se establecio por medio
Epitelial razén base de la bolsa yla | de una sonda periodontal
union North Carolina calibrada
amelocementaria. en milimetros. Se midié
en milimetros.
Profundidad de Bolsa Cuantitativa de Distancia desde el indice de profundidad de
Periodontal razén margen gingival al sondeo. Sonda de
fondo de la bolsa Carolina del Norte.
periodontal.
Presencia de Cualitativa Enfermedad Se definio por la
Enfermedad Nominal infecciosa cronica profundidad de bolsa y el
Periodontal. que afecta a los nivel de insercion epitelial.
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tejidos de soporte
alrededor de los
dientes y esta
asociada a diferentes
especies
bacterianas.

El diagndstico de la
periodontitis se determiné
cuando la profundidad de
la bolsa era >3mm y la
perdida de insercion
epitelial de > 2mm.
Criterio segun la OMS
con una profundidad de
sondeo >4 mmen > 1

sitio sondeado.

indice de Placa (IP) Cualitativa Es el porcentaje de Se establecio por medio
Ordinal placa, deposito de indice de higiene Oral
blando que forman (IHO)
una biopelicula Control de Placa
adherida a la indice de O'Leary
superficie dentaria u
otras superficies
duras de la boca,
factor causal de
enfermedades
periodontales.
indice Gingival (IG) Cualitativa Evalua el tejido indice Lée y Silness
Ordinal gingival (estado

inflamatorio de la
encia), da a conocer
la intensidad de la
gingivitis y permite
establecer grados de
intensidad del

acumulo de placa.

Edad de la Madre

Cuantitativa de

Edad cronoldgica,

Interrogatorio directo con

Razon tiempo transcurrido el sujeto en el momento
desde el evento del de su ingreso al estudio.
nacimiento hasta el Numero de afios.
momento del parto.

Tipos de parto Cualitativa Culminacion del En base a la via de

Nominal embarazo o salida nacimiento del producto.
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del producto del

utero materno.

Vaginal o abdominal

(cesarea)

Pérdida o Nivel de

Cuantitativa de

Distancia de la linea

indice de nivel de

insercion Razon amelocementaria al insercion clinica. Sonda
fondo de la bolsa de Carolina del norte.
periodontal.
indice de higiene oral Cualitativa Mide la superficie del | Se utilizara el indice de
Ordinal diente cubierta con higiene oral de Greene &

desechos, placa
dentobacteriana y

Vermilion.

célculo.
Cuantificacion de Cuantitativa de | Bacilo Gram Técnica de PCR en
Porphyromonas razén negativo tiempo real en placa
gingivalis predominante en la bacteriana subgingival.

Periodontitis crénica,

sus multiples

factores de virulencia

la hacen sumamente

agresiva.
Genotipificacion de Cualitativa Es el gen que Técnica de PCR en punto
FimA de Nominal codifica las final en placa bacteriana

Porphyromonas

gingivalis

subunidades de

fimbrilina.

subgingival.

Peso del recién nacido

Cuantitativa de

razon

Peso del recién
nacido después del
parto definida en
kilogramos.

El peso se valora con una
bascula clinica, colocando
a el paciente en el centro

de la bascula.

Edad gestacional

Cuantitativa de

Intervalo

Periodo transcurrido
desde el primer dia
de la dltima
menstruacion
(concepcion) a el
nacimiento del

infante.

Se medira en semanas
desde el primer dia del
ultimo ciclo menstrual de
la mujer hasta la fecha del
nacimiento.
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2.4 PLAN DE TRABAJO
2.4.1 ESTANDARIZACION

Se realiz6 la calibracion del investigador en el diagndstico de periodontitis e indices
periodontales obteniendo una correlacién intraclase de = 0.80.

2.4.2 RECOLECION DE MUESTRAS

Se acuidi6 al Servicio de Obstetricia de la Division de Ginecologia y Obstetricia del
Hospital Central Ignacio Morones Prieto, Facultad de Medicina de la Universidad
Auténoma de San Luis Potosi, con el propésito de invitar a las pacientes a participar
en el estudio.

2.4.2.1 Explicacion Verbal

Se invitd a las personas a participar en el protocolo de investigacién y se les
proporcioné una pequena explicacion de la importancia de la salud bucal durante el

periodo del embarazo, asi como los cuidados dentales para el infante.

2.4.2.2 Consentimiento Informado

Se obtuvo el consentimiento informado por escrito, aclarando los beneficios e
inconvenientes de participar en este estudio, con fundamento en lo dispuesto en la
Norma Oficial Mexicana NOM-012-SSA3-2012, que establece los criterios para
ejecucion de proyectos de investigacion para la salud en seres humanos; se les
informo a las pacientes que los datos pueden ser publicados o difundidos con fines

cientificos, sin comprometer su identidad y manejados de manera confidencial.
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2.4.2.3 Historia Clinica
Se aplicé la anamnesis de forma directa. Esta contiene ficha de identificacion,
antecedentes patologicos y no patolégicos, enfermedad actual, enfermedades

sistémicas y medicamentos.

2.4.2.4 Historia Dental

En la historia dental se incluyo presencia de caries, perdida dental, causa de la perdida
dental, frecuencia de higiene bucal, auxiliares de higiene; se registro profundidad al
sondeo y el nivel de insercidén para establecer el diagnostico de periodontitis y ademas

se aplicé el indice gingival (IG), indice de placa (IP).

2.4.2.5 Periodontograma

Examen bucal/ Odontograma

Se incluyo un periodontograma para evaluar la presencia de Enfermedad periodontal,
asi mismo se realizé6 la evaluacion de los indices periodontales de interés en el estudio
tales como indice de higiene oral, indice de sangrado, indice gingival e indice de
control de placa.

2.4.3 INDICES BUCALES Y VALORACION DEL PERIODONTO

2.4.3.1 INDICE DE PLACA iNDICE DE HIGIENE ORAL (IHO)
Se utilizara el indice de higiene oral de Greene & Vermilion. Se indicara el valor a la
cara vestibular o palatina de los 6rganos dentarios de acuerdo a las siguientes

caracteristicas.

Tabla 3. Puntajes de higiene oral
Cédigo Criterio
0 No hay presencia de residuos o manchas

1 Residuos blandos que cubren menos de 1/3 de la superficie del diente
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2 Residuos blandos que cubren mas de 1/3 pero menos de 2/3 de la
superficie del diente

3 Residuos blandos que cubren mas de las 2/3 partes del diente

El IHO se obtiene del promedio (sumatorio del valor numérico de cada unidad gingival
dividido por el numero de unidades exploradas) del valor de los cadigos.

Tabla 4. Criterios de Higiene oral

0.0-1.0 Optimo
1.1-2.0 Regular
21-3.1 Malo
Mas de 3.2 Muy malo

2.4.3.2 iINDICE GINGIVAL
Se utilizara el de Loe y Silness, el cual mide la intensidad de la inflamacion gingival y
su localizacion en cuatro zonas posibles:

a) Papila distovestibular,

b) Margen vestibular gingival

c) Papila mesiovestibular

d) Margen gingival lingual completo.

La hemorragia se valorara con una sonda periodontal por la pared blanda del surco
gingival. Se sumaran los valores de las cuatro areas del diente y se dividieron entre
cuatro para obtener el valor del diente. Al sumar los valores del diente y dividirlos entre
el numero de dientes examinados, se obtendra el IG del sujeto.

Tabla 5. Puntajes y criterios de indice gingival

0.1-1 Inflamacion leve
1.1-2 Inflamaciéon moderada
>2.1 Inflamacion grave
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2.4.3.3 PROFUNDIDAD DE BOLSA

Definida como la “profundizacién patolégica del surco gingival”. Progresivamente
conduce a la destruccion de los tejidos de soporte, movilidad y exfoliacién de los
dientes.

Pueden estar presentes en una o mas superficies del diente y poseer diferentes
profundidades sobre las distintas caras del mismo diente y en superficies vecinas de
un mismo espacio interdental.

Clinicamente normal mide de 2 — 3 mm.

Se utilizara una sonda North Carolina calibrada en milimetros para realizar la medicion

en 6 sitios por diente:

a) Cara Vestibular
1. Mesial

2. Medio
3. Distal

b) Cara Palatina o Lingual
4. Mesial

5. Medio
6. Distal

2.4.3.4 NIVEL DE INSERCION EPITELIAL
Distancia entre la base de la bolsa y un punto fijo de la corona, como la union

amelocementaria.
Los cambios en el nivel de insercion se deben a la pérdida de la misma y son un

indicador del grado destruccion periodontal.
Se utilizara una sonda North Carolina.
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PARAMETROS DE INSERCION EPITELIAL
1. Cuando el margen gingival se localiza en la corona anatémica:
Distancia del Margen Gingival a la unién amelocementaria

- Profundidad de la Bolsa

Nivel de Insercién Epitelial

*Si ambas son iguales, la pérdida de insercion es cero.

2. Cuando el margen gingival coincide con la unién amelocementaria, la pérdida de

insercion es igual a la profundidad de la bolsa.

3. Si el margen gingival se localiza en sentido apical a la union amelocementaria, la
pérdida de insercion es mayor que la profundidad de bolsa. En consecuencia, la
distancia entre la union amelocementaria y el margen de la encia deben sumarse a la

profundidad de bolsa.

a) indice de Profundidad de Bolsa
b) indice de Pérdida de Insercién Epitelial

El diagndstico de enfermedad periodontal sera determinado cuando la profundidad de
la bolsa sea =23mm y la pérdida de insercion epitelial de 22mm en por lo menos 30%

de los sitios.

2.4.3.5 DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD PERIODONTAL

El diagndstico de la periodontitis se determind segun el criterio de la OMS con una

profundidad de sondeo >4 mm en > 1 sitio sondeado.

2.4.5 OBTENCION DE LA MUESTRA DE PLACA SUBGINGIVAL

Se obtuvo la placa dental subgingival de todos los érganos dentarios presentes en
boca. En primer lugar se limpio las superficies vestibular y lingual o palatina de todos
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los dientes con una gasa esteril, para posteriormente con una cureta Gracey obtener
la muestra de placa subgingival deslizando la punta de la cureta en el interior del surco
gingival de distal a mesial.

La muestra fue colocada en un tubo eppendorf con 1 ul de PBS y se les dio un codigo
para cada muestra.

*Las muestras se almacenaran a una temperatura de -40°C hasta su procesamiento.
2.4.6. IDENTIFICACION DE BACTERIA PORPHYROMONAS GINGIVALIS POR LA
TECNICA DE PCR EN PUNTO FINAL

2.4.6.1 Aislamiento de DNA bacteriano

Se aplicara un protocolo para bacterias Gram negativas con los siguientes pasos:

1. La placa bacteriana suspendida en 1 ul de PBS fue lavada con dicha solucion.

2. Se centrifugaron las muestras ya lavadas a 13,000 rpm por 10 minutos,

posteriormente se descarta el sobrante.

3. Se agregaron 30 pul de lisis y 30 pl de proteinasa Ky se resuspende la muestra.

4. Se incubd la muestra a 80°C durante 10 minutos.

5. Después se agreg6 1.5 ul de RNAsa, se mezclo por inversién manual 25 veces.

6. Se incubod la muestra a 37°C por 30 minutos.

7. Posteriormente se le agregaron 100 ul de solucién de precipitacion de proteinas

y se mezclo con vortex durante 20 segundos.
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8. Enseguida se centrifugo a 13,000 rpm por 10 minutos para luego depositar el
sobre nadante en un nuevo tubo al que se le agrego 600 pl de isopropanol al

100 % y se incubo en hielo durante 10 minutos.

9. Se mezclo por inversion manual 50 veces y se centrifugo a 13, 000 rpm por 10

minutos.

10. Se descarto el isopropanol y se seco con papel absorbente.

11.Enseguida se lavo el pellet con 300 ul de etanol al 70% y se mezclaron los tubos

por inversion manual 20 veces

12. Se centrifugo a 13,000 rpm por 10 minutos, y se descarto el etanol, se seco con
papel absorbente y se colocaron en el aparato speedVac para un secado por 30

minutos.

13.Finalmente se agregaron 25 pl de solucion de hidratacion de DNA y se incubaron

a 65° por 30 minutos.

2.4.6.2 Reaccion en cadena de la polimerasa en punto final

Se realiz6 la reaccion en cadena de la polimerasa en una mezcla maestra de 25 pl de

los siguientes compuestos:

- 17.3 pl de agua desionizada

- 2.5 ul de PCR buffer (10x PCR buffer Il, Roche, Penzberg, Alemania)

- 1.2 ul de cloruro de magnesio (Roche, Penzberg, Alemania)

- 0.5 pul de dNTP’s (Roche, Penzberg, Alemania)

- 0.75 pl del oligonucledtido forward y reverse correspondiente a la especie de

interés.

1 pl de Taqg de polimerasa
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- Ala mezcla se le agregd 1 ul de ADN bacteriano de las muestras y después se
colocé en un termociclador (iCycler, BIO- RAD, laboratorio Hércules, CA,
E.E.U.U) con las condiciones de ciclaje reportadas para cada especie en
particular.

OLIGONUCLEOTIDOS UTILIZADOS

Tabla 6. Oligonucledtidos utilizados por cada especie bacteriana

Bacteria Secuencia Tamano (pb) | Referencia
Porphyromonas TGT AGA TGA CTG ATG GTG AAA ACC 197 Tran et al.,
Gingivalis ACG TCATCC CCACCTTCCTC 1996
Tlpo | FimA CTG TGT GTT TAT GGC AAACTT C 392 Amano et a/_,
AAC CCC GCT CCC TGT ATTCCG A 1999
Tipo I b FimA CAG CAG AGC CAA AAA CAA TCG 271 Nakagawa et
TGT CAG ATAATT AGC GTC TGC al. 2002
Tlpo Il FimA ACA ACT ATACTT ATGACAATG G 257 Amano et a|_,
AAC CCC GCT CCC TGT ATTCCG A 1999
Tipo Il FimA ATT ACA CCT ACA CAG GTG AGG C 247 Amano et al.,
AAC CCC GCT CCC TGT ATTCCG A 1999
TIpO IV FimA CTATTC AGG TGC TAT TACCCAA 251 Amano et a|_,
AAC CCC GCT CCC TGT ATTCCG A 1999
TIpO VFimA AAC AAC AGT CTC CTT GAC AGT G 462 Nakagawa et
TAT TGG GGG TCG AAC GTT ACT GTC al.. 2000

2.4.6.3 Electroforesis

Se llevo a cabo en gel de agarosa al 2% utilizando un marcador de peso molecular de
100 pb (EZ loading 100 pb Molecular ruler, Bio Rad Laboratories, Hércules, CA, USA),
en una camara de anaerobiosis (Gel XL Ultra V-2 TM Electrophoresis System Labnet

International, Inc.) utilizando TBE (Tris, Boric Acid, EDTA).

2.4.6.4 Tincién

Cada gel se tifidé con bromuro de etilo (0.5 pl/ml) durante 10 min (Invitrogen Carlsbad,
CA, E.E.U.U).
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2.4.6.5 Lectura

Se hizo la lectura del gel bajo luz ultravioleta (Chemi-Doc, BIO RAD, laboratorios
Hércules, CA, E.E.U.U), se considero positiva cuando se presenté una banda definida
en el gel de agarosa al 2% con el tamano correspondiente a la especie bacteriana a

analizar.

2.4.7 Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
Se logra incorporando una molécula fluorescente que se asocia al ADN amplificado,
donde el incremento de esta fluorescencia es la proporcional al incremento de la

cantidad de moléculas de ADN amplificadas en la reaccion.

Demuestra la presencia o ausencia de un fragmento de ADN o ARN calculando el
numero de copias de ADN, que al compararse con una curva estandar, establece la

cantidad de microorganismos presentes en una muestra determinada.

2.4.7.1 Medicion de bacterias por pcr en tiempo real
Se realizara con el sistema Stepone (Applied biosystems) utilizando sondas TagMan.

Se pesara la cantidad de placa dentobacteriana recolectada.

Todas las muestras se procesaran en condiciones asépticas para evitar la
contaminacion del medio ambiente y durante el método de extraccion de ADN para los
ensayos de PCR.

Se realizara en una mezcla de 20 ml utilizando una placa de 48 pozos, con las
condiciones de ciclado indicados por el fabricante.

La curva estandar se preparara utilizando DNA plasmidico correspodiente al gen de
interés, para lo cual este fue clonado por un vector de celulas competentes para lograr
obtener concentraciones altas, las cuales seran diluidas en forma serial 1:10 para

abarcar el rango dinamico del ensayo. Los resutados de PCR en tiempo real se
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expresaran como numero de copias de Porphyromonas gingivalis por miligramo de

placa dentobacteriana subgingival.
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2.5 ANALISIS ESTADISTICO

El investigador fue calibrado en las variables del estudio con un experto, obteniendo
coeficientes de correlacion intraclase = 0.80.

Todas las variables cuantitativas se expresan como media, desviacién estandar y

rango. Las variables cualitativas se expresan como frecuencia y porcentaje.

Se utilizé6 una prueba de Kolmogorov-Smirnov para conocer la distribucion de la
variable y se aplicara el andlisis univariado o multivariado correspondiente. Para
variables cualitativas, se determino la distribucion mediante la prueba de x2 y para

variables cuantitativas U de Mann Whitney.

Se utilizé prueba exacta de Fisher debido a que le tamano de la muestra era muy

pequeno.
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2.6 CONSIDERACIONES ETICAS

El proyecto fue evaluado y aprobado por el comité de investigacion de la Maestria en
Ciencias Odontoldgicas en el Area de Odontologia Integral Avanzada de la
Universidad Auténoma de San Luis Potosi; Comité de Etica en Investigacion del
Hospital Central Dr. Ignacio Morones Prieto en el Departamento de Ginecologia y
Obstetricia.

Se explicd y se obtuvo el consentimiento informado por escrito de todos los
participantes aclarando los beneficios e inconvenientes de la colaboracion en el
estudio, de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-012-SSA3 -2012 en el cual se
dio al participante una explicacién verbal con el objetivo del estudio y la forma de como
se llevo a cabo.

Se aplico el reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacién en

seres humanos.

La evaluacion de los diferentes indices, asi como la toma de la muestra de saliva,
suero y sangre periférica se realizd bajo las indicaciones de la OMS y de acuerdo con
las medidas de control de infecciones de la NOM-013-SSA2.

Se basé en la NOM-087-ECOL-SSA1- 2002, para la Protecciéon ambiental — Salud
ambiental- para el manejo de residuos peligrosos bioldgico-infecciosos- Clasificacion

y especificaciones de manejo.

Se baso en las especificaciones de la NOM-004-SSA3-2012, Del Expediente Clinico,

respecto al manejo y confidencialidad de los datos.
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2.7 INFRAESTRUCTURA

El estudio se realizd en:

- Servicio de Obstetricia de la Divisién de Ginecologia y Obstetricia del Hospital

Central “Ignacio Morones Prieto”.

- Laboratorio de Odontologia Gendémica de la Maestria en Ciencias
Odontologicas de la Universidad Auténoma de San Luis Potosi.
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2.8 FINANCIAMIENTO

- Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por la beca No.

- Proyecto investigacion cientifica basica CB242939- 2014
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CAPITULO 3.

3.1 RESULTADOS

Para realizar este estudio se revisé un gran numero de pacientes, de las cuales
unicamente 35 cumplieron con los criterios de inclusion. 19 de estas pacientes
presentaron parto a término (periodo gestacional >37 semanas) y 16 presentaron parto

pretérmino (periodo gestacional <37 semanas).

El investigador fue estandarizado con un experto en el diagndstico de periodontitis y
se obtuvo un coeficiente de correlacion intraclase = 0.80 (profundidad de bolsa y nivel

de insercion).

Tabla 7. Edad, semanas gestacion y peso del neonato segin el periodo
gestacional.

Periodo gestacional Periodo gestacional P*
>37 semanas <37 semanas
n=19 n=16
X+ DE (Rango)

Edad (afios) 24,68 + 3.68 (20-35) 24.62 + 3.75 (20-32) 0.8814
Semanas de 39.25 + 1.07 (37.5- 41.4) 35.93 + 0.87 (34-37) <0.0001
gestacion

Peso del

neonato (q) 3158.42 + 368.3 (2525-3750) 2638.1£392.77 (1880-3330) 0.0003

Frecuencia (%)
Normopeso 19 (100%) 9 (56)

X: Media, DE: Desviacién Estandar.

* U de Mann-Whitney **Fisher.
En la tabla 1, se observa que el promedio de edad fue similar en ambos grupos
(p=0.8814), alrededor de 25 afos, con un rango de 20-35. En cuanto a las semanas
de gestacion, en el grupo >37 semanas, el promedio fue de 39.25 en comparacién con
el grupo <37 semanas en donde se obtuvo un promedio de 35.93, existiendo diferencia
estadistica significativa (p<0.0001). Con respecto al peso del neonato, se encontré un

mayor promedio en el grupo de edad de gestacion >37 semanas (3158.4 g), en
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comparacioén con el grupo <37 semanas (2638.1 g, p=0.0003). Se observé que el 100%
de los bebés de las mujeres con parto a término tuvieron un peso normal a diferencia

56% de las mujeres con parto pretérmino.

Tabla 8. Caracteristicas del parto.

Periodo gestacional Periodo gestacional P*
>37 semanas <37 semanas
n=19 n=16
Frecuencia (%)

Tipo de parto
Vaginal 15 (78) 16 (100) 0.1088
Cesarea 4 (21) 0(0)
Inicio de parto
Espontaneo 15 (78) 16 (100) 0.1088
Inducido 4(21) 0(0)

* Prueba de Fisher

Respecto al tipo e inicio del parto, el tipo que se presentd con mayor frecuencia en
ambos grupos fue el vaginal y el inicio espontaneo con un 78% en el grupo de parto a
término (>37 semanas) y el 100% de las mujeres con parto pretérmino (<37 semanas),
Para ambas variables no se encontré diferencia estadisticamente significativa (p=
0.1088) (Tabla 2).

Tabla 9. Presencia de periodontitis e inflamacién gingival segun el periodo
gestacional.

Periodo gestacional Periodo gestacional P**
>37 semanas <37 semanas
n=19 n=16
Frecuencia (%)

Diagndstico de periodontitis* 15 (78) 11 (68) 0.7646
Inflamacion gingival

Leve 3(16) 2(12.5)

Moderada 15 (79) 13 (81) 0.9577

Severa 1(5) 1(6.5)

*Organizacion Mundial de la Salud
*Prueba de Fisher

En la tabla 3 podemos observar que la frecuencia de periodontitis diagnosticada con
los criterios de la OMS, en el grupo del periodo gestacional >37 semanas fue de 15
(78%) y en el grupo de periodo gestacional <37 semanas fue de 11 (68%), y no se

presentd una diferencia estadistica significativa (p=0.7646).
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Con respecto a la inflamacion gingival se determind que en ambos grupos predominé
la inflamacién moderada presentandose en el 79y 81% en el grupo de parto a término
y pretérmino respectivamente, la inflamacion leve se presentd en 16 y 12.5% vy la

severa en 5y 6.5% respectivamente (p=0.9577).

Tabla 10. Estado Periodontal seguin el periodo gestacional

Periodo gestacional Periodo gestacional P*
>37 semanas <37 semanas
n=19 n=16

. X+ DE (Rango)

indice de placa 1.27 £ 0.26 (0.55-1.73) 1.55 + 0.37 (1.01-2.51) 0.0147
indice gingival 1.44 + 0.46 (0.51-2.19) 1.55 + 0.45 (0.79-2.57) 0.4765
Profundidad de 2.41 + 0.38 (1.83-3.49) 2.57 + 0.36 (2.06-3.29) 0.3625
Bolsa (mm)

Pérdida de 2.59 + 0.53 (1.83-3.53) 2.44 £ 0.40 (1.76-3.29) 0.3591

insercion (mm)
X: Media, DE: Desviacién Estandar
* U de Mann-Whitney

En la tabla 4 se muestran los resultados para el indice de placa, donde se observa que
existi6 diferencia estadistica significativa (p=0.0147), ya que el promedio para el grupo
>37 semanas fue de 1.27+ 0.26, mientras que en el grupo de <37 semanas se obtuvo

un promedio de 1.55 + 0.37.

En cuanto al indice gingival, el grupo >37 semanas obtuvo un promedio de 1.44+0.46,
mientras el grupo <37 semanas obtuvo un promedio de 1.55+0.45 no encontrandose

diferencia significativa (p=0.4765).

El grupo >37 semanas presentd un promedio de profundidad de bolsa de 2.41+0.38
mm, mientras en el grupo <37 semanas se reportdé un promedio similar
correspondiente a 2.57+0.36 mm (p= 0.3625). De la misma forma, el nivel de insercién,

fue similar en ambos grupos, 2.59mm y 2.44mm respectivamente (p=0.0205).
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Tabla 11. Identificaciéon y conteos de Porphyromonas gingivalis en placa dental
subgingival.

Periodo gestacional = Periodo gestacional P
>37 semanas <37 semanas
n=19 n=16

Frecuencia (%)
Presencia de 10 (52.6) 12 (75) 0.2928*
porphyromonas
gingivalis

X = DE (Rango)
Conteos de 2.3x104£3.1x10* 3.7x10°£7.3x10° 0.0004**
porphyromonas (0-9.9x10%) (1.0x103-2.9x10°)
gingivalis (no.
copias/mg)

X: Media, DE: Desviacién Estandar.
*Fisher; **U de Mann-Whitney.

En cuanto a la presencia de Porphyromonas gingivalis, se encontré6 que en ambos
grupos fue similar, 52.6 y 75% respectivamente, por otro lado, los conteos de esta
bacteria si fueron mas altos en el grupo de parto pretérmino (3.7x10° copias/mg) que

en el grupo de parto a término (2.3x10* copias/mg) (p=0.0004).

Tabla 12. Tipificacion del gen FimA de Porphyromonas gingivalis en placa
dental subgingival.

Periodo gestacional Periodo gestacional P*
>37 semanas <37 semanas
n=19 n=16
Frecuencia (%)
FimA |l 2 (10.52%) 5 (31.25%) 0.2701
FimA lb 0 1(6.25%) 0.4571
FimA ll 6 (31.57%) 8 (50%) 0.4461
FimA il 0 2 (12.5%) 0.2017
FimA IV 1 (5.26%) 5 (31.25%) 0.0728
FimA V 5 (26.31%) 2 (12.5%) 0.4150

*Prueba de Fisher

De acuerdo a la distribucion de genotipos FimA de Porphyromonas gingivalis, en
ambos grupos se encontrd6 con mayor porcentaje el genotipo Il (31.57 y 50%
respectivamente). Se pudo observar que en el grupo de parto pretérmino se
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encontraron todos los genotipos a diferencia del grupo de parto a término en donde no
se encontraron muestras positivas para el genotipo FimA Ib y lll. Aunque no se
encontraron diferencias estadisticas entre los grupos, se encontré6 una mayor
frecuencia del genotipo FimA IV y FimA | en el grupo de parto pretérmino, y el genotipo
V en el grupo a término (tabla 6).

Tabla 13. Profundidad de bolsa y la pérdida de insercién en pacientes
positivos a los diferentes genotipos FimA de Porphyromonas gingivalis.

EG >37 semanas EG <37 semanas
n=19 n=16

PB PI PB PI
FimA I 2.59 3.09 2.68 2.41
FimA Ib ——— e 2.08 2.08
FimA ll 2.39 2.30 2.55 2.35
FimA lll ——— e 2.68 2.24
FimA IV 1.88 1.88 2.64 2.46
FimAV 2.57 2.46 2.77 2.33

X: Media, EG: edad gestacion, PB: profundidad de bolsa, PI: perdida de insercion. Medido en mm.

En relacion a la tabla 7 es importante mencionar que no se realizé un analisis
estadistico debido al pequefio nimero de pacientes positivos a cada genotipo, pero
observando los promedios de profundidad de bolsa y pérdida de insercion por cada
genotipo FimA de Porphyromonas gingivalis, encontramos valores similares en ambos
grupos, solo podria haber diferencia en el genotipo FimA IV en donde se encontraron
cifras de profundidad de bolsa y pérdida de insercion de 1.88 mm en el grupo de parto

a término y de 2.64 y 2.46 mm respectivamente en el grupo de parto pretérmino.
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CAPITULO 4.
DISCUSION

La periodontitis es una enfermedad que afecta a un alto procentaje de personas a nivel
mundial, siendo este problema de salud publica.

El parto pretérmino es considerado cuando el parto ocurre antes de las 37 semanas
de gestacion y por lo general se asocia a un producto de bajo peso al nacer, que puede
tener un gran numero de complicaciones en organos y sistemas, teniendo altas tasas

de mortalidad y morbilidad.

Las infecciones maternas son una causa importante del parto prematuro (Goldenberg
etal., 2000). Se estima que un 50% de nacimientos prematuros espontaneos se asocia

con infecciones ascendentes del tracto genital (Lockwoo et al ., 2002)

Se ha asociado a la periodontitis con eventos adversos del embarazo tales como parto
pretérmino, bajo peso al nacer, preeclamsia, etc. Sin embargo los resultados son
controversiales, no existe informacion referente a los conteos de bacterias

periodontales en pacientes con parto pretérmino.

Flores y cols en 2004 mencionaron que los posibles mecanismos de asociacién entre
el parto pretérmino y la periodontitis son en una primera via, las citocinas y otros
mediadores inflamatorios generados en la respuesta inmune frente a la infeccion se
diseminaran por una via sanguinea hasta alcanzar la cavidad uterina, donde
promoveran la sintesis de prostagladinas (PGs). Entre los diversos efectos producidos
por estos mediadores de la inflamacion se encuentran los siguientes: la prostaglandina
E2 (PGEZ2) provoca estrés oxidativo, contraccién del musculo liso y oxidacién de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL), mientras que la interleucina 1 (IL-1B), el factor
de necrosis tumoral a (TNFa) y la interleucina 6 (IL-6) son capaces de estimular la
adhesion endotelial, hiperlipidemia, liberacién hepatica de reactivos de fase aguda y

catabolismo del tejido conectivo entre otros efectos. Estos efectos estan relacionados
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con el parto prematuro, la cantidad de IL-6 en liquido amnidtico se ve aumentada
cuando el parto se produce antes de las 34 semanas de gestacidon, y que la
concentracion de IL-6 en liquido amnidtico es un marcador fiable de infeccién en
mujeres que sufren un parto prematuro o ruptura prematura de membranas. Se ha
sugerido también que la IL-6 estimula la produccion de prostaglandinas por las propias
membranas placentarias. Las contracciones de la musculatura uterina provocadas por
las prostaglandinas conducen a una dilatacion del cuello uterino que directamente
podria desencadenar el parto, y que en cualquier caso facilita la entrada de mas
bacterias al Utero, cerrando un circulo vicioso que finalmente concluye con el parto
prematuro. Moreno y cols. en 2013 sumaron ademas la sintesis reducida de colageno
por fibroblastos y aumento de metaloproteinasas de tejido conectivo con reduccion

concomitante de sus inhidores.

En este estudio se incluyeron 35 pacientes, de las cuales 19 presentaron parto a
término (periodo gestacional mayor de 37 semanas) y 16 parto pretérmino (periodo
gestacional menor a 37 semanas). La edad promedio en nuestro estudio fue alrededor
de 25 afios; uno de los criterios de inclusion del estudio fue que las mujeres incluidas
estuvieran en el rango de 20 a 30 afos de edad, ya que antes y después de esta edad
aumenta el riesgo de presentar parto pretérmino (Bianco y cols. 1996) lo que podria

representar una variable confusora.

Las mujeres fueron divididas en base a la edad gestacional. Se incluyd un grupo de
mujeres con parto después de las 37 semanas, el grupo de parto a término, las cuales
tuvieron un promedio de 39.25 semanas y el grupo de parto pretérmino, donde se
incluyeron pacientes con parto antes de las 37 semanas, con un promedio de 35.9
semanas, segun la Organizacién Mundial de la Salud, ha clasificado al parto
pretérmino como parto inmaduro o extremadamente prematuro a aquel que se
presenta en menos de 28 semanas de gestacion, pero ninguna de las pacientes
presentd este tipo de parto (World Health Organization 1950).
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El periodo gestacional esta relacionado con la maduracion de érganos y sistemas y
existe una relacion inversamente proporcional entre la duracion del embarazo y el peso
del neonato, como se pudo reflejar en nuestros resultados, ya que se observd un
menor promedio de peso en el grupo con parto pretérmino (2638 g). Se considera un
producto de bajo peso a aquel neonato que tiene un peso menor a 2500 g (Garcia
Banos, 2012), y se encontraron 7 bebés (44%) con bajo peso al nacer en este grupo,
de los cuales el de mas bajo peso fue de 18809, auin no llegando a la categoria de muy
bajo y extremadamente bajo peso al nacer como lo establece la clasificacion (World
Health Organization 1950).

Por lo general el tipo de parto fue vaginal en el grupo de parto pretérmino en el cual el
inicio fue espontaneo ya que se traté de un evento inesperado, no se realizaron
cesareas ni partos programados (Tabla 8) debido a que nuestra muestra se obtuvo de
un Hospital publico donde a alta demanda y costos hace que se eviten procedimientos

mas costosos.

Pasando al tema que nos ocupa en este trabajo, debemos recordar que el diagnéstico
de la periodontitis es un aspecto muy importante y complejo en el area de
investigacion, ya que existen diversos criterios diagndsticos reportados en la literatura,
para este trabajo utilizamos el criterio de la Organizacion Mundial de la Salud en el que
se considera positiva la presencia de periodontitis cuando se ven afectadas las
estructuras periodontales blandas y duras (Hirshfeld, 2019). Existen otros indices con
mayor rigor diagndstico por lo que la frecuencia con estos indices es muy baja ya que
la edad de inicio de la periodontitis es entre la 42 y 52 década de la vida, por eso se
selecciond este criterio. En este estudio se observd que la presencia de periodontitis
fue de alrededor del 70% de las pacientes incluidas en ambos grupos, y no existio
diferencia entre ellos al igual que para la profundidad de bolsa y pérdida de insercién
clinica, donde mostraron estos indides similares a algunos estudios previos realizados
en mujeres del mismo rango de edad (Martinez-Martinez, 2016). Asi mismo la
inflamacion fue similar en ambos grupos, la mayoria de las pacientes mostraban

inflamaciéon moderada y solo un pequefo porcentaje mostraban inflamacion severa a
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diferencia de estudios previos de Bassani y cols, 2007, muchos de los sujetos en

ambos grupos mostraron un grado de inflamacion leve.

Al evaluar el indice de placa se pudo demostrar que las mujeres con parto pretérmino
tuvieron niveles mas altos de placa dentobacteriana, esto puede corresponder a lo
reportado en la literatura donde la falta de habitos higiénicos también puede
predisponer a procesos infecciosos como son las infecciones urogenitales y en general
el descuido personal y la falta de control médico prenatal estan involucrados en la
mayor ocurrencia del parto pretérmino (Ledn y cols, 2007).

Todos estos hallazgos discutidos coinciden con lo reportado en un estudio previo
hecho por nuestro equipo de trabajo (Martinez-Martinez et al., 2016). En dicho estudio
no se encontrd asociacion entre la presencia de periodontitis asi como las principales
bacterias periodontopatéogenas con el parto pretérmino, incluso se realizé el
diagnéstico de periodontitis con diversos criterios de diagndéstico encontrados en la
literatura y reportados en estudios relacionados al parto pretermino, como se
mencionod, esto coincide con los hallazgos del presente estudio, sin embargo, como se
obtuvo que la presencia de las bacterias como la Porphyromonas gingivalis que es la
principal bacteria periodontopatégena, su presencia no se vio relacionada con el parto
pretérmino, pero podemos pensar que la cantidad de bacterias si podria estar asociada
al parto pretérmino, y en su caso existen diferentes genotipos en base al gen Fim A, el
cual codifica para la fimbrilina, que es la proteina estructural de las fimbrias, la cual le
confiere mayor virulencia en cuanto permita a la bacteria mayor capacidad de adhesion
a los tejidos del hospedero, por lo que los genotipos Il y IV se ha reportado que son
los mas agresivos, como las condiciones in vitro e in vivo en comparacion con otros
genotipos y podrian desempeiar un papel importante en la adhesion para hospedar

tejidos y la progresién de la enfermedad periodontal. (Ayala-Herrera, 2018).
En el presente estudio encontramos que las mujeres con parto a término presentaron

promedios de 10* copias de Porphyromonas gingivalis por mg de placa

dentobacteriana, a diferencia de las mujeres con parto pretérmino donde se
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encontraron 10° bacterias por mg, estamos hablando de un orden de magnitud de
diferencia, y es importante mencionar que si bien las mujeres presentaban niveles de
placa dentobacteriana mas altos, los conteos se hicieron en un volumen fijo de placa,
por lo que se midi6 mas que la cantidad, la concentracion de bacterias, lo que puede
indicar y demostrar que a un mayor numero de bacterias, podria haber mayor
produccion de los mediadores de inflamacién, por lo tanto inducir el parto de forma
prematura, y tener el mismo rol de las infecciones genitourinarias y ese fue el motivo
por el cual la presencia de infecciones genitoutinarias activas fue uno de los criterios

de exclusicon (Manrique-Corredor 2019).

Referente a la distribucion de los genotipos fimA de Porphyromonas gingivalis
observamos que en el grupo del parto pretérmino se encontraron muestras positivas a
cada uno de los genotipos, a diferencia del grupo de parto a término donde no se
encontraron los genotipos Ib y Ill, y el genotipo Il fue el mas frecuente en ambos
grupos, el cual fue considerado como el mas virulento, sin embargo la principal
diferencia entre la distribucion fue la presencia del genotipo IV, ya que se presento en
el 30% del grupo de parto pretérmino y solo en el 5% del parto a término, la p estuvo
cerca de la significancia estadistica sin embargo recordamos que la n es menor a 30
por lo que puede ser una limitante en los resultados, sin embargo esto demuestra que
la presencia del genotipo IV se encontro con mayor frecuencia en mujeres con parto
pretermino, por lo que se puede deducir a la presencia de citocinas, mediadores de

inflamacion que inducen al parto pretermino. (Flores y cols 2004)

Para poder observar el promedio de la profundidad de bolsa y pérdida de insercion
clinica de los pacientes positivos a cada uno de los genotipos, sin embargo como la n
era pequefa no se realizo el analisis estadistico, pero observando y comparando los
promedios se encontraron valores similares para ambos indices en la mayoria de los
genotipos a excepcion del genotipo FimA IV el cual de nuevo marca la diferecia en
ambos grupos, en el cual si se refleja un aumento en ambos indices, ya que en el parto
a término los promedios fueron de alrededor de 2.5 mm en ambos y en el grupo de

parto pretérmino se encontré 1.88 mm. Por lo tanto de acuerdo a los estudios
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reportados anteriormente segun Rojas y cols 2017 obtuvieron una alta expresion de
los genotipos FimA IV'Y FimA |, sin embargo nuestro estudio contrasta con sus datos
debido a que el genotipo FimA | no estuvo presente en mayores cantidades.

En 2019, en un estudio experimental realizado por Montegro y cols. descubrieron que
la presencia de de periodontitis se asocio con la presencia de signos clinicos de
infeccion, informaron de una invasion microbiana del liquido amniotico por
microorganismos periodontopatogenos asociados con la enfermedad periodontal y los
pacientes con periodontitis tenian una frecuencia mas alta de coriamnionitis, y esto es

parecido a lo obtenido en nuestros resultados.
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CAPITULO 5.
CONCLUSIONES

Aun sigue existiendo controversia entre la enfermedad periodontal durante el
embarazo y la aparicion de resultados adversos al nacer, la enfermedad periodontal
en mujeres embarazadas es considerado un posible factor de riesgo para la aparicion
de parto pretérmino.

Las mujeres con edad de gestacidn < 37 semanas presentaron menor control prenatal,
por lo tanto estas mujeres tampoco presentan atencion odontologica en esta etapa,
aumentando asi el indice de placa, profundidad de bolsa, niveles de insercion.

El peso promedio del producto fue menor en mujeres con parto pretérmino.

Existen mayores conteos de Porphyromonas gingivalis en pacientes embarazadas con
edad de gestacion < 37 semanas.

La frecuencia de periodontitis es similar en ambos grupos.

Considerando que la Porphyromonas gingivalis es el principal periodontopatégeno
pudimos observar que la frecuencia fue similar en ambos grupos, pero que existieron
mayores conteos de esta bacteria en el grupo de < 37 semanas (parto pretérmino).
Podemos sugerir que la disbiosis originada por la proliferacion de esta bacteria podria
tener un rol en el desarrollo de la edad gestacional < 37 semanas por la reaccion

inflamatoria originada.

Por lo tanto, es importante enfatizar en la prevencién de la enfermedad periodontal en

las mujeres embarazadas.
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En la distribucidon de genotipos de porphyromonas gingivalis y FimA de pacientes con
edad de gestacion >37 y <37 semanas se encontré mayor porcentaje Gen FimA Il en
ambos grupos, para obtener una diferencia estadisticamente significativa se debe

aumentar el tamano de la muestra.
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LIMITACIONES

Una limitante en nuestro trabajo fue el tamano de la muestra ya que si hubieramos
tenido mas pacientes que cumplieran los criterios de inclusion puedieramos observar

diferencia estadisticamente significativa.

Otra limitante fue que las pacientes eran captadas en el Hospital Central Ignacio
Morones Prieto y su cita posterior se daba en la Clinica de la Maestria en Ciencias
Odontolégicas a la cual algunas ya no asistian debido a que eran pacientes de

comunidades fuera de San Luis Potosi.
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Anexo 2. Historia Clinica
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Anexo 3. indice de control de placa




Anexo 4. Periodontograma
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