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A. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

GENERALIDADES

La palabra periodonto proviene del latin peri = alrededor de, odontos = diente. El
periodonto esta formado por tejidos blandos como la encia y el ligamento periodontal, y por
tejidos duros como el cemento radicular y el hueso alveolar.

Las funciones del periodonto son: conservar la integridad de la superficie de la mucosa
masticatoria de la cavidad oral, unir el diente al tejido 6seo de los maxilares, resistir y resolver
las fuerzas de la masticacion, deglucion, fonacion y defender contra las influencias nocivas del

medio externo (Ramfjord, 1982; Hoag, 1990; Lindhe, 1992).
CLASIFICACION DE LAS ENFERMEDADES PERIODONTALES

Las enfermedades periodontales son condiciones patolégicas que afectan las
estructuras de soporte del diente. Dichas enfermedades son caracterizadas por desafios
bacterianos que pueden instigar respuestas inmunolégicas destructivas en el huésped que
conducen a la pérdida de hueso y en ultima instancia a la posible pérdida del diente (Irfan, et
al., 2001).

Los dos cuadros patolégicos que caracterizan la enfermedad periodontal son: gingivitis y
periodontitis (Armitage, 1999). Tanto la gingivitis como la periodontitis son infecciones
bacterianas endégenas mixtas, es decir, que mas de una especie bacteriana contribuye al
desarrollo de las enfermedades y dichas especies son microorganismos de la flora comensal
(Mayrand & Grenier, 1985).

La gingivitis es una lesion inflamatoria de los tejidos blandos que rodean al diente y que
se presenta como una consecuencia de la acumulacién local de microorganismos especificos
en la placa bacteriana (Page & Schroeder, 1976) y puede persistir durante afios sin destruccion

del ligamento periodontal o pérdida 6sea (Amano, et al., 1994).



A diferencia de la gingivitis, la respuesta inmune inflamatoria que se da en la
periodontitis debido a la presencia crénica de grupos especificos de bacterias en la placa
dentobacteriana, da lugar a la destruccién de los componentes estructurales del periodonto,
misma que se caracteriza por destruccién tisular y perdida 6sea en grados variables
dependiendo del progreso de la enfermedad (Lindhe, et al., 1998; Preshaw, 2004).

Las enfermedades de los tejidos periodontales cuentan con sistemas de clasificacion
para proporcionar un marco en el cual se pueda estudiar cientificamente la etiologia, patogenia
y tratamiento de las mismas de manera ordenada. En la clasificacion de 1989, se omitian
algunas condiciones de presentacion frecuente, no se incluian las enfermedades gingivales y
ademas se describian 5 tipos de periodontitis basados principalmente en la edad del individuo,
es decir, hacian un inapropiado énfasis en la edad y los periodos de progresion por lo que dicha
clasificacién fue considerada como inadecuada. Esto fue discutido ampliamente y en 1993 se
cred una nueva clasificacion, misma que carecia de los detalles necesarios para una adecuada
caracterizacion del amplio espectro de las enfermedades periodontales encontradas en la
clinica practica. Finalmente, en el ano de 1999 se desarrollé la nueva clasificacién vigente para
las enfermedades periodontales (Armitage, 1999), y se incluydé una seccion sobre
enfermedades gingivales y lesiones no previstas en la clasificaciéon de 1989. Segun la
clasificacion de 1999 las enfermedades gingivales pueden ser:

l. Inducidas por la placa dentobacteriana. En este apartado se incluyen las gingivitis
asociadas uUnicamente a la placa dentobacteriana, enfermedades gingivales asociadas a
factores sistémicos, enfermedades gingivales asociadas a medicamentos y enfermedades
gingivales asociadas a malnutricion.

Il. No inducidas por la placa dentobacteriana. Dentro de este grupo se incluyen
enfermedades gingivales de origen bacteriano, de origen viral y fungico, asi como lesiones
gingivales de origen genético, manifestaciones gingivales de condiciones sistémicas, lesiones

traumaticas, reacciones a cuerpos extrafos y otras no especificadas.



De acuerdo con la clasificacion de 1999 las enfermedades periodontales pueden agruparse
de la siguiente manera:

I.  Periodontitis cronica (localizada o generalizada).

[I. Periodontitis agresiva (localizada o generalizada).

[ll.  Periodontitis como una manifestacion de enfermedades sistémicas.
a. Asociada a desordenes hematoldgicos.
b. Asociada a desérdenes genéticos.
c. Otros no especificados.

IV. Enfermedades periodontales necrotizantes.

V. Abscesos periodontales.

VI. Periodontitis asociada a lesiones endodoncicas.

VII. Deformidades y condiciones desarrolladas o adquiridas.

Bajo este esquema de clasificacion, se excluyeron la edad y el ritmo de progresion de la
enfermedad como factores para el diagndstico de la periodontitis y se reemplazaron los
términos de “periodontitis del adulto” y “periodontitis de inicio temprano” por “periodontitis
cronica” y “periodontitis agresiva”, respectivamente. Esto se debié principalmente a que en la
experiencia clinica la periodontitis comunmente encontrada en adultos también puede
presentarse en adolescentes y ésta se caracteriza por presentar periodos prolongados de
progresion lenta acompafnados por periodos cortos de rapida progresién. Por lo tanto, la edad y
el ritmo de progresidon creaban problemas para establecer un esquema adecuado de
clasificacion. Otro término reemplazado fue “periodontitis ulcerativa necrozante” por
“‘enfermedades periodontales necrozantes” y se adicionaron las categorias de “absceso
periodontal”’, “lesiones endo-periodontales” y “deformidades y condiciones desarrolladas o
adquiridas” (Armitage, 1999).

Finalmente se acordd la siguiente definicion para la periodontitis cronica: Es una

enfermedad infecciosa que resulta en inflamacion de los tejidos de soporte del diente y pérdida



progresiva de hueso. Es caracterizada por la formacién de bolsas periodontales y/o recesién
gingival. Es reconocida como la forma mas frecuente que existe de periodontitis. Puede
presentarse a cualquier edad pero es comunmente encontrada en adultos. La prevalencia y
severidad de la enfermedad aumenta con la edad. Puede afectar a un numero variable de
dientes y tiene periodos variables de progresion. Las caracteristicas clinicas principales de la
periodontitis crénica ya sea localizada o generalizada se describieron como (Armitage, 1999):
e Mayor prevalencia en adultos, pero puede presentase en nifios y adolescentes.
e La destruccion es constante en presencia de factores locales.
e El célculo subgingival es encontrado frecuentemente.
e Periodos de progresion lentos a moderados, pero pueden presentarse periodos de
rapida progresion.
e Puede ser subclasificada en base a su extension y severidad.
o Puede estar asociada a factores de predisposicion locales.
o Puede ser modificada por enfermedades sistémicas o estar asociada a ellas.
e Puede ser modificada por otros factores como fumar y estrés emocional.
Asi mismo, las caracteristicas de la periodontitis agresiva localizada o generalizada se
describieron como:
o Excepto por la presencia de periodontitis, los pacientes son clinicamente sanos.
e Pérdida de insercion y destruccién ésea.
e Predisposicion familiar.
Las caracteristicas secundarias que se presentan generalmente pero no universalmente
son las siguientes:
¢ Cantidades de depdsitos microbianos inconsistentes con la severidad de la destruccion
de tejido periodontal.
e Elevadas proporciones de Actinobacillus actinomycetemcomitans y en algunas

poblaciones también de Porphyromonas gingivalis.



e La progresién de la pérdida de insercion y de hueso puede ser autolimitada.
No todas las caracteristicas deben estar presentes para diagnosticar o clasificar la
enfermedad. Otros factores como fumar, estrés emocional, drogas y hormonas sexuales

pueden afectar el curso de cualquier tipo de enfermedad periodontal (Armitage, 1999).
PATOGENIA DE LAS ENFERMEDADES PERIODONTALES

Las enfermedades periodontales destructivas son infecciones enddégenas mixtas que
conducen a la destruccion de los tejidos de soporte del diente. Dichas enfermedades son la
principal causa de pérdida dental en la poblacion adulta a nivel mundial. Los procesos
patologicos que llevan a la destruccion del periodonto son iniciados por grupos especificos de
microorganismos que colonizan la placa dentobacteriana subgingival como Porphyromonas
gingivalis, Tannerella forsythia y Treponema denticola (Socransky & Haffajee, 1990; Socransky
& Haffajee, 1994). La acumulacion local de productos bacterianos, tales como lipopolisacaridos
y acidos teicoicos en el tejido periodontal, estimula a las células del sistema inmunolégico
innato a producir una gama de citocinas proinflamatorias y otros factores humorales para
proteger los tejidos del huésped de la invasidon microbiologica (Hart & Kornman, 1997;
Kornman, et al, 1997; Kornman & Duff, 1997). La produccién de dichas citocinas
proinflamatorias induce a otras lineas celulares como células endoteliales y fibroblastos a
producir metaloproteasas de la matriz, prostaglandinas y otras citocinas, lo cual lleva a la
destruccién de tejido conectivo y hueso por accién directa de dichas proteinas o bien mediante
la activacién de células como los osteoclastos, pudiendo este proceso culminar en evidencias
clinicas de enfermedad periodontal tales como la profundidad de bolsa y la pérdida de la
insercion.

Citocina es el nombre en general para el conjunto de pequefias proteinas solubles
(<20,000 daltons) secretadas por una célula que puede modificar el comportamiento o las

propiedades de la célula misma o de otras células. Las citocinas pueden actuar en las células



que las producen (accion autdcrina), sobre otras células inmediatas (accion paracrina) o sobre
células a distancia (accion enddcrina) después de haber sido transportadas en sangre o
liquidos tisulares. Estas son liberadas por diversas células ademas de las células del sistema
inmune (Hart & Kornman, 1997; Kornman, et al., 1997; Kornman & Duff, 1997) y cada una actua
sobre un receptor especifico, muchos de los cuales usan sefiales rapidas y directas (Janeway,
et al., 1999). Las citocinas producidas por linfocitos frecuentemente son llamadas linfocinas
pero ésta nomenclatura puede confundir a algunos ya que existen linfocinas que también son
secretadas por células no linfoides, asi mismo, la mayoria de las citocinas producidas por
células T se les nombra interleucinas (IL) seguidas de un numero. Las interleucinas son
mediadores de la inflamacion y también regulan los componentes de la matriz extracelular y del
hueso que comprenden los tejidos periodontales (Hart & Kornman, 1997). Dentro de las
citocinas destacan, por sus propiedades inflamatorias y de metabolismo éseo el factor de
necrosis tumoral alfa y beta (TNFa y TNFp), las interleucinas 1 alfa, 1 beta, 6, 8, 10y 12 (IL-1q,
IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-12) y el antagonista del receptor de la IL-1 (IL-1ra) (Honig, et al.,
1989; McFarlane, et al., 1990; Page, 1991; Stashenko, et al., 1991a; Stashenko, et al., 1991b;
Kjeldsen, et al., 1995; Wilson, et al., 1995; Galbraith, et al., 1997; Gonzales, et al., 2001). La
familia de citocinas de la IL-1, consiste de al menos tres polipéptidos relacionados
estructuralmente IL-1qa, IL-1B e IL-1ra. IL-1a e IL-13 son dos citocinas pleiotropicas que poseen
un amplio espectro de actividades inflamatorias, metabdlicas, hematopoyéticas e
inmunolégicas. Las dos formas de IL-1 son bioquimicamente distintas (IL-1a e IL-1B) y
codificadas por distintos genes en el cromosoma humano (2q13) (Lafage, et al., 1989; Hart &
Kornman, 1997). La IL-1ra es un antagonista natural de las actividades de ambas interleucinas
(IL-1a e IL-1B) (Lennard, 1995; Guasch, et al., 1996).

La IL-1 es producida por células de la linea de fagocitos mononucleares, aunque
también es producida por células endoteliales, queratinocitos, células sinoviales, astrocitos,

osteoblastos, neutrofilos y células gliales, entre otras. Las funciones biolégicas de la IL-1 han



sido reportadas e incluyen la estimulacién de la proliferacion de fibroblastos e induccion de
fiebre, entre otras. Una de las funciones biolégicas mas importantes de la IL-1 es su funcion
como factor activador de linfocitos. La IL-1 juega un papel importante en la patogénesis de
enfermedades inmunes e inflamatorias. La produccion de IL-1 durante la repuesta inmune
produce una serie de cambios asociados con varias enfermedades (Rosenwasser, 1998),
ademas la IL-1 actua sobre las células endoteliales para aumentar la quimiotaxis de neutréfilos
y monocitos, y de ésta manera ayudar al reclutamiento de estas células dentro de los sitios de
inflamacién. Como es sabido, existe acumulacion de neutrdfilos en las lesiones periodontales y
en el fluido crevicular de pacientes con la enfermedad activa y los monocitos son también
observados en estos tejidos (Richards & Rutherford, 1988). La produccion de IL-1 puede ser
estimulada por una gran variedad de agentes, incluyendo endotoxinas, otras citocinas,
microorganismos y antigenos (Rosenwasser, 1998). Esta amplia variedad de funciones de IL-1
refleja el amplio espectro de los tipos de células blanco (Furutani, et al., 1986; Bailly, et al.,
1993). Un efecto secundario proinflamatorio de la IL-1 es la induccién de prostaglandina E,
(PGE>,) sintetizada por células del tejido conectivo de la sinovia en el caso de pacientes con
artritis reumatoide y también puede sintetizada por fibroblastos gingivales. PGE, es un
vasodilatador y cofactor involucrado en el incremento de la permeabilidad vascular que ocurre
en sitios de inflamacién (Richards & Rutherford, 1988). PGE, se ha encontrado en el fluido
crevicular durante la enfermedad periodontal (Offenbacher, et al., 1981).

La IL-1 es una citocina mediadora de muchas interacciones celulares dentro del sistema
inmune, se definié originalmente como el producto de macréfagos aunque recientes estudios
han indicado que algunas otras células, entre ellas fibroblastos, linfocitos y células cérneas,
también producen IL-1 (Furutani, et al., 1986; Bailly, et al., 1993). La sospecha de que la IL-1
esta involucrada en la patogénesis de la enfermedad periodontal, se debe a la similitud entre
los efectos bioldgicos ya conocidos de la interleucina 1 y las manifestaciones de la enfermedad

periodontal (Masada, et al., 1990). Los polimorfismos genéticos, en regiones reguladoras de los



genes que codifican proteinas mediadoras de la inflamacién, pueden actuar para crear
diferencias individuales en sus respuestas, por ejemplo, el gen polimérfico para IL-1 esta
asociado con un incremento en la susceptibilidad a padecer periodontitis severa, incremento en
la inflamacion y aumenta la posibilidad de pérdida dental (Hart & Kornman, 1997).

Estudios sobre la asociacién de genotipos con numerosas enfermedades intentaron
contestar la pregunta de si existen determinantes genéticos responsables de la severidad de
diversas enfermedades. Un polimorfismo en el gen que codifica para IL-1a ha sido asociado
con enfermedades severas como artritis reumatoide juvenil (McDowell, et al., 1995; Cantagrel,
et al., 1999; Buchs, et al., 2001). Otro polimorfismo en el gen que codifica para IL-13 fue
asociado con diabetes mellitus insulino dependiente (Pociot, et al., 1992) y un polimorfismo en
el gen del IL-1ra ha sido asociado con una variedad de enfermedades inflamatorias y
autoinmunes como colitis ulcerativa (Bioque, et al., 1996; Papo, et al., 1999), alopecia areata
(Tazi-Ahnini, et al., 2002), psoriasis (Cork, et al., 1993) y lupus eritematoso sistémico
(Blakemore, et al., 1994), entre otras (Guasch, et al., 1996).

Un parametro inmunolégico importante en el estudio de la enfermedad periodontal es la
IL-1P. Esta citocina se ha convertido en un foco de interés desde que es sabido que es el factor
activador mas potente de osteoclastos dentro del organismo humano. Numerosos tipos de
células en tejidos gingivales producen IL-13 en respuesta a infeccion periodontal incluyendo
macrofagos, fibroblastos, células epiteliales y leucocitos polimorfonucleares (Deinzer, et al.,
2000). Esta citocina proinflamatoria (IL-1B) ha sido implicada en la destruccion de tejidos
periodontales ya que lleva a cabo actividades que son directamente relacionadas con la
periodontitis como son: estimular la produccion de proteasa y acido araquidonico ademas de
estimular la resorcién 6sea e inhibir la formacion de hueso (Mark, et al., 2000). Por otra parte,
durante los ultimos afios muchos articulos han sido publicados analizando la relacion entre el
estrés psicolégico y la inflamacién periodontal, la mayor parte de éstos sostienen la hipotesis de

que el estrés es un factor de riesgo para presentar periodontitis (Genco, 1996; Genco, et al.,



1998; Kamma, et al., 2004). Se analizaron los efectos del estrés académico sobre la IL-13 en el
fluido crevicular en sitios de perfecta higiene oral y en sitios con gingivitis experimental donde
un grupo de estudiantes se privaron de cualquier procedimiento de higiene oral en dos
cuadrantes opuestos durante 21 dias. Los resultados de este estudio indicaron que el estrés
puede afectar la salud periodontal debido al incremento local de niveles de IL-13 especialmente
cuando la higiene oral es inadecuada ademas de que se ha demostrado que el estrés tiene un
numero de consecuencias endocrinoldégicas e inmunolégicas como el incremento de
catecolaminas y la secrecién de cortisol (Deinzer, et al., 2000). También han sido observados
incrementos de IL-1B en el inicio de la gingivitis experimental. Los niveles de IL-1B son
elevados en tejidos periodontales enfermos y en el fluido crevicular gingival, estos niveles de IL-
1B en tejidos corresponden a episodios de destruccion periodontal activa (Mark, et al., 2000).
Diversos estudios han reportado niveles elevados de IL-1B (Masada, et al., 1990; Tsai,
et al.,, 1995), IL-1a. (Masada, et al., 1990; Stashenko, et al., 1991b) y TNF-a (Kjeldsen, et al.,
1995; Galbraith, et al., 1998) tanto en el fluido crevicular como en el tejido gingival de sujetos
con periodontitis crénica severa. Asi mismo, se ha reportado la produccién de cantidades
importantes de IL-13 por células polimorfonucleares bucales en este tipo de individuos
(Galbraith, et al., 1997). La accién de dichas citocinas sobre los diversos grupos celulares
presentes en los tejidos periodontales es amplia e incluye el reclutamiento celular y la
activacion de células inmunitarias, endoteliales, fibroblastos y osteoclastos. Dicha activacion
lleva a la resorcién 6sea y destruccion tanto del tejido conectivo como del ligamento periodontal
por accion directa de las citocinas o bien por la accién de prostaglandinas y metaloproteasas de
la matriz (MPMs) producidas por los grupos celulares activados (Page, et al., 1972; Page &
Schroeder, 1976; Page, 1991). En la actualidad esta ampliamente demostrado que la accion
directa de bacterias es responsable solo de una minima parte de la destruccion tisular
observada durante el curso de la enfermedad periodontal, y que son las moléculas secretadas

por las células del huésped, estimuladas primordialmente por productos bacterianos, las



responsables de la mayor parte de la destruccion observada (Page, et al., 1975; Page &

Schroeder, 1976; Page, et al., 1978; Araya, et al., 2003).
FACTORES DE RIESGO

Considerando los eventos involucrados en la patogenia de las enfermedades
periodontales, y la evidencia de las escasas diferencias microbiolégicas entre individuos con
diferentes tipos de enfermedad periodontal (Haffajee, et al., 1999; Ximenez-Fyvie, et al., 2000),
a la fecha se reconocen los factores exégenos y endoégenos del huésped capaces de acentuar
la respuesta inmunoldgica y la produccion de citocinas proinflamatorias, como determinantes y
predisponentes de la extension, tipo y severidad de enfermedad periodontal, asi como de la
respuesta individual a la terapia periodontal (Haber, 1994b; Haber, 1994a; Hassell & Harris,
1995; Hart, 1996; Galbraith, et al.,, 1998; Kornman & di Giovine, 1998; Cullinan, et al., 2001;
Laine, et al., 2001; van Winkelhoff, et al., 2001; Albandar, 2002; Meisel, et al., 2002; Meisel, et
al., 2003; Kamma, et al., 2004). A dichos factores de riesgo, se les ha denominado “factores
modificadores” de la enfermedad periodontal, dentro de los cuales destacan el tabaquismo
(exdgeno) (Genco, 1996; Meisel, et al., 2003) y la presencia de variaciones (polimorfismos) en
los genes que codifican citocinas proinflamatorias (endégeno) (Kornman & di Giovine, 1998;
Lang, et al., 2000; Meisel, et al., 2002). Algunos estudios sugieren que mas de la mitad de las
variaciones observadas entre individuos en las presentaciones clinicas de la enfermedad se
deben a factores genéticos del huésped (Michalowicz, 1993; Michalowicz, 1994). Por lo tanto, la
identificacion de los polimorfismos genéticos que influyen sobre el control de la respuesta
inmune en el curso de la enfermedad periodontal en poblaciones especificas, podria
proporcionar informacion para el establecimiento de estrategias preventivas y terapéuticas
especificas de acuerdo al riesgo y predisposicion a desarrollar formas severas de enfermedad
periodontal (Kornman & di Giovine, 1998). El concepto de la utilidad de los analisis genéticos

como herramientas de uso clinico para efectuar valoraciones del riesgo y susceptibilidad de



cada paciente a presentar determinadas enfermedades no es nuevo. Los polimorfismos en el
grupo de genes de la IL-1 han sido propuestos como marcadores genéticos de diversas
enfermedades inflamatorias, infecciosas y autoinmunes, incluyendo artritis reumatoide
(Jouvenne, et al., 1999; Buchs, et al., 2001), esquizofrenia (Katila, et al., 1999), colitis ulcerativa
y enfermedad intestinal inflamatoria (Bioque, et al., 1995; Bioque, et al., 1996; Heresbach, et al.,
1997; Hacker, et al., 1998; Stokkers, et al., 1998; Nemetz, et al., 1999), psoriasis (Cork, et al.,
1993), enfermedad de Graves (Blakemore, et al., 1995) y lupus eritematoso (Blakemore, et al.,
1994). Sin embargo, el uso de diagndsticos genéticos en el campo de la odontologia clinica

continua representando una idea relativamente nueva.
DIAGNOSTICO GENETICO DE LAS ENFERMEDADES PERIODONTALES

En la actualidad existe comercialmente una prueba de diagndstico genético periodontal
patentada llamada PST™ (Periodontal Susceptibility Test, Interleukin Genetics Incorporated,
Waldham, MA, USA), la cual detecta la presencia de dos variaciones genéticas (+3954 del gen
que codifica IL-1B y -889 del gen que codifica IL-1a) (Kornman, et al., 1997). Los disefiadores
de dicha prueba sugieren que los individuos portadores de ambas variaciones, conocidos como
portadores del “genotipo compuesto”, tienen mas de 6 veces el riesgo de padecer formas
severas de enfermedad periodontal que los no portadores (Kornman & Duff, 1997). En muchos
paises, incluyendo México, la prueba PST™ es solicitada por clinicos de practica privada por
ser considerada como un “marcador genético” predictivo del riesgo a padecer enfermedad
periodontal asi como de la respuesta al tratamiento. Sin embargo, la validacion de dicha prueba
(unica prueba desarrollada para esta aplicacién disponible actualmente en el mundo) fue
realizada con estudios sobre una poblacion caucasica del norte de Europa y en la actualidad, a
pesar de ser comercializada en Australia, Francia, Alemania, ltalia, los paises bajos y

recientemente en el resto del mundo, se desconoce su utilidad para otras poblaciones.



Debido a que la frecuencia de variaciones genéticas difiere significativamente entre
poblaciones, zonas geograficas y grupos étnicos, es necesario establecer la frecuencia de
dichas variaciones y sus asociaciones con entidades patolégicas en diferentes regiones del
mundo antes de que tales pruebas genéticas puedan ser de utilidad para otras poblaciones
ademas de las estudiadas para su validacion. Algunos estudios, han determinado la frecuencia
de individuos portadores del “genotipo compuesto” en diferentes grupos étnicos, asi como su
asociacion con la enfermedad periodontal. Dos estudios realizados en poblaciones caucasicas
del norte de Europa reportaron que el porcentaje de portadores del “genotipo compuesto” en
sujetos con periodontitis severa era de 34% y 28% (Kornman, et al., 1997; Gore, et al., 1998).
Dichos estudios encontraron asociaciones significativas entre portadores del “genotipo
compuesto” y la periodontitis crénica severa en individuos no-fumadores. Por otra parte, en otro
estudio (Walker, et al., 2000) realizado en sujetos africo-americanos con periodontitis severa no
se encontrd asociacion con la enfermedad periodontal. Hallazgos similares fueron reportados
en otro estudio con sujetos chinos en el cual se encontré que un bajo porcentaje de los
individuos con periodontitis severa eran portadores del “genotipo compuesto”. En dicho estudio
tampoco se encontraron asociaciones con la enfermedad periodontal severa (Armitage, et al.,
2000). Dos estudios realizados en poblaciones “hispanicas” reportaron que el porcentaje de
sujetos con periodontitis severa portadores del “genotipo compuesto” fue del 23% y 43%
(Arregui, et al., 2000; Caffesse, et al., 2002). Uno de los estudios fue realizado en una poblacion
definida como “mexicana” (Caffesse, et al., 2002) y el otro en una “espafola” (Arregui, et al.,
2000), sin embargo, en ninguno de los reportes se especificd la ascendencia de los sujetos

incluidos en el estudio.



B. OBJETIVO

Determinar y comparar las frecuencias alélicas y genémicas de polimorfismos en las
regiones —889 y +3954 de los genes que codifican las citocinas IL-1a e IL-1p, respectivamente,

en sujetos mexicanos con periodontitis crénica, periodontitis agresiva y salud periodontal.

C. PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

Las grandes variaciones reportadas en la prevalencia de portadores del “genotipo
compuesto” en poblaciones de diferentes origenes, imposibilita la extrapolacién de hallazgos
genéticos entre poblaciones o grupos étnicos, y hace evidente que la exportacion de servicios
de diagnosticos genéticos tales como la prueba PST™, a poblaciones que no fueron estudiadas
para sustentar las pruebas, es inadecuada y carece tanto de utilidad clinica como de
fundamentacion cientifica. La evidencia indica que sera improbable que pruebas genéticas
similares pudieran ser de utilidad a nivel global, sino que sera necesario determinar marcadores
genéticos especificos para cada poblacién y de acuerdo a los mismos disefiar pruebas

diagnésticas de gran especificidad.
D. HIPOTESIS

La presencia del “genotipo compuesto” en la poblacion mexicana no se asociara

significativamente con la periodontitis cronica ni agresiva.



Il. MATERIALES Y METODOS

A. DISENO EXPERIMENTAL

El presente proyecto de investigacion comprendié la realizacion de un estudio de tipo
transversal en donde fueron evaluadas muestras de sangre de un total de 118 sujetos de
estudio. Los sujetos de estudio fueron evaluados en una sola visita en la que se realizé una
evaluacion de su estado de salud médico y periodontal, se registraron los datos clinicos y se
llevd a cabo la recoleccién de la muestra. Las muestras de sangre fueron analizadas para
determinar la presencia de polimorfismos en regiones especificas de los genes IL-1A e IL-1B.
Con esta informacion fue posible determinar y comparar los perfiles genéticos con el estado de

salud periodontal.

B. POBLACION DE ESTUDIO

CAPTURA DE SUJETOS DE ESTUDIO

Los sujetos de estudio provinieron de la poblacion de pacientes que reciben atencion en
la clinica de Periodoncia de la Divisién de Estudios de Posgrado e Investigacion de la Facultad

de Odontologia de la UNAM.
CRITERIOS DE SELECCION

La tabla 1 proporciona una descripcion de las poblaciones que fueron incluidas en el
presente proyecto, asi como de los parametros periodontales que se utilizaron para su
clasificacién. Todos los sujetos eran mexicanos por nacimiento y tenian como minimo ambos
padres y 2 abuelos nacidos en México. Fueron excluidos del estudio todos los sujetos que
estaban en etapa de embarazo o lactancia y los que presentaron cualquier condicion sistémica
que pudiera influir sobre el curso o severidad de la enfermedad periodontal, tal como diabetes,

VIH/SIDA, hemofilia y enfermedades autoinmunes, entre otras. El propdsito del estudio se



explic6 a cada sujeto y éstos recibieron copia de la forma de consentimiento informado,
aprobada por el Comité de Etica de la Dependencia, en la que se delined explicitamente el
protocolo del estudio (Anexo 1). Se pidié a los sujetos que firmaran dicha forma, con lo cual

establecieron su deseo voluntario de participar.

C. EVALUACION CLINICA

Cada sujeto de estudio recibidé una evaluacién periodontal completa realizada por
clinicos calibrados para éste propdsito. Todas las mediciones clinicas fueron registradas de 6
sitios por diente (mesiobucal, bucal, distobucal, distolingual, lingual y mesiolingual) de todos los
dientes en la boca excluyendo los terceros molares (maximo 168 sitios por sujeto dependiendo
del numero de dientes faltantes) de acuerdo con procedimientos previamente descritos en la
literatura (Haffajee, et al., 1983). Los parametros clinicos evaluados y el orden de las
mediciones se realizaron de la siguiente manera: 1. Acumulacién de placa (0/1,
ausente/presente), 2. Enrojecimiento gingival (0/1), 3. Profundidad de bolsa (mm), 4. Nivel de
insercion (mm), 5. Sangrado al sondeo (0/1) y 6. Supuracién al sondeo (0/1). La profundidad de
bolsa y el nivel de insercion fueron registrados al mm mas cercano utilizando una sonda
periodontal “Carolina del Norte” (UNC) de 15 mm de longitud (North Carolina periodontal probe,
Hu-Friedy, Chicago, IL, USA). Estas medidas fueron registradas dos veces y el promedio de las
dos mediciones fue utilizado para el analisis de datos. El resto de los parametros clinicos fueron
evaluados en una sola ocasion con mediciones dicotémicas de presencia (1) 6 ausencia (0).

D. EVALUACION GENETICA

Se evalud la presencia de polimorfismos en regiones especificas de los genes IL-1A e
IL-1B descritos con mas detalle en la tabla 2, mediante la utilizacién de la técnica de longitud

polimérfica de fragmentos de restriccion (RFLP: restriction fragment length polymorphism).



RECOLECCION Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

Una muestra de 1 ml de sangre periférica total fue recolectada de cada sujeto de
estudio. Las muestras de sangre fueron recolectadas en tubos de 6 ml de capacidad
conteniendo 1.0 ml de solucion de citrato acido de dextrosa (ACD) (BD, Vacutainer, Franklin
Lakes, NJ, USA) y procesadas inmediatamente para la extraccion y purificacion de DNA
gendémico. EI DNA gendmico fue extraido y purificado a partir de una alicuota de 200 pl de
sangre de cada sujeto de estudio utilizando el kit de alta purificacion para la preparacion de
templetes para PCR (High pure PCR template preparation kit) siguiendo las instrucciones del
fabricante (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). Esto resulté en la obtencién de 3 a 10 ug

de DNA genomico de cada muestra de sangre.
DETECCION DE POLIMORFISMOS EN LOS GENES IL-1AE IL-1B

Los genotipos y alelos polimoérficos fueron detectados mediante 2 reacciones
individuales de PCR para cada muestra de DNA utilizando las secuencias de primers
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) que se presentan en la tabla 3. Las reacciones de PCR se
prepararon utilizando 150 ng de DNA gendmico purificado, 2.5 unidades de Taq DNA
polimerasa (Biogénica, México, D.F.), 1 yM de cada primer, 0.2 mM de mezcla de dNTPs
(Biogénica), 1 x Taqg DNA polimerasa buffer (10 mM Tris-HCI (pH 9.0 a 25°C), 50 mM KCl,
Biogénica), 1.5 mM MgCl, (Biogénica), y 0.01% gelatina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
en un volumen final de 50 ul por reaccion. Los ciclos de amplificacion para cada polimorfismo
se describen en la tabla 4.

Los productos de las amplificaciones fueron analizados para determinar la presencia de
polimorfismos genéticos mediante los procedimientos que se describen en la tabla 5. En breve,
5 pl de los productos de digestion se analizaron mediante electroforesis utilizando geles de TBE
en gradiente del 4 al 20% (Invitrogen). Los geles fueron tefiidos durante 40 min en SYBR Green

| (Molecular Probes, Invitrogen, Eugene, Oregon, USA) y las bandas visualizadas bajo luz UV.



Se obtuvieron imagenes digitales de todos los geles utilizando el sistema de documentacion de
geles DigiDoc (BioRad Laboratories, Hercules, CA,USA). El analisis de los pesos moleculares
de las bandas se hizo utilizando el programa Quantity One (BioRad Laboratories) mediante la
comparacion con estandares de pesos moleculares conocidos. Esta informacion fue analizada
para determinar las frecuencias alélicas y gendmicas de los sujetos de estudio para cada

polimorfismo.



E. ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS

Se determind la distribucion de las frecuencias alélicas (proporcion entre los alelos
detectados y el numero total de alelos analizados) y gendmicas (portadores homocigotos y
heterocigotos para cada alelo analizado) de cada polimorfismo, de manera individual y en
combinacion, haciendo una comparacién entre cada uno de los 2 grupos de sujetos con
enfermedad periodontal y el grupo de sujetos periodontalmente sanos. Las comparaciones
entre grupos se hicieron utilizando la prueba exacta de Fisher y la estimacién de riesgo fue
calculada mediante la determinacion de la razén de momios (RM) comun de Mantel-Haenszel
utilizando intervalos de confianza al 95% (IC95%). Se analizaron las diferencias en la
distribucion de las frecuencias alélicas y gendmicas tanto para fumadores contra no fumadores

como para hombres contra mujeres mediante la prueba U de Mann-Whitney.



lll. RESULTADOS

La distribucion de las frecuencias alélicas y gendmicas individuales y combinadas para
cada grupo de estudio se presentan en la tabla 6. Se realizé una estimacion de riesgo de las
frecuencias genomicas y alélicas entre los diferentes grupos de estudio y los datos se
presentan en la tabla 7. En todos los grupos de estudio se detectaron tanto homocigotos como
heterocigotos que cargaban los alelos A1 y A2 para ambos polimorfismos exceptuando en el
grupo de sujetos periodontalmente sanos el cual no presentd ningun individuo portador del
genotipo homocigoto A2/A2 para el polimorfismo IL-1A-889 (Figura 2). En el caso del
polimorfismo IL-1B+3954 las diferencias entre grupos de estudio no fueron estadisticamente
significativas como se presenta en la figura 1. El alelo A1 para ambos polimorfismos fue el de
mayor prevalencia en todos los grupos de estudio con porcentajes de 75.8%, 86.4% y 66.7%
para el polimorfismo IL-1B+3954, de 50%, 86.4% y 73.3% para el polimorfismo IL-1A-889 en los
grupos con periodontitis cronica generalizada (PCG), periodontitis agresiva generalizada (PAG)
y salud periodontal (SP), respectivamente. A pesar de que no se detectaron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos de estudio cuando se analizaron las frecuencias
genomicas y alélicas para el polimorfismo IL-1B+3954, un mayor porcentaje de sujetos
periodontalmente sanos fueron portadores del alelo A2 y de los genotipos A1/A2 y A2/A2 que
los sujetos incluidos en cualquiera de los dos grupos con enfermedad periodontal (Figura 1).
En contraste, un porcentaje significativamente menor de sujetos con PCG fueron portadores del
genotipo homocigoto A1/A1 para el polimorfismo IL-1A-889 en comparacién con los otros dos
grupos de estudio (p<0.05 PCG vs. SP y p<0.01 PCG vs. PAG), ademas un mayor porcentaje
de sujetos con PCG fueron portadores del alelo A2 para el polimorfismo IL-1A-889 que los
sujetos con PAG y SP (p<0.05 PCG vs. SP y p<0.01 PCG vs. PAG). Ademas un menor
porcentaje de sujetos con periodontitis agresiva fueron portadores del genotipo heterocigoto
(A1/A2) para el polimorfismo IL-1A-889 comparado con los sujetos de periodontitis crénica

(p<0.05, Figura 2). Por otra parte, no se detectaron diferencias estadisticamente significativas



entre los grupos PAG y SP para ninguno de los polimorfismos evaluados cuando se analizaron
individualmente o en combinacién, aunado esto a las bajas razones de momios observadas
entre los grupos PCG y SP para el genotipo A1/A1 (RM=0.36, 1C95%=0.14-0.93), la unica
diferencia considerada como importante fue aquella que se detecto entre los grupos PCG y SP

en la frecuencia de A2 para el polimorfismo IL-1A-889 (RM=2.75, IC95%=1.07-7.05).

Los resultados de los andlisis de las frecuencias gendmicas combinadas para IL-
1B+3954 e IL-1A-889 entre los grupos de estudio muestran diferencias importantes en la
distribucion del genotipo combinado para el alelo 1 de ambos polimorfismos (A1/A1 IL-1B+3954
+ A1/A1 IL-1A-889) esto se observa entre los grupos PCG y PAG haciendo evidente que
predomind este genotipo en los sujetos con periodontitis agresiva. Otra diferencia significativa
se encontré entre los grupos PCG y SP en el genotipo combinado (A1/A1 IL-1B+3954 + A1/A2
IL-1A-889) donde existi6 un mayor porcentaje de sujetos con PCG que presentaron este
genotipo combinado comparado con los otros 2 grupos de estudio. En las combinaciones
restantes no hubo diferencias estadisticamente significativas. Los resultados de cada uno de

los datos arriba mencionados se presentan en la figura 3.

En la distribucién de las frecuencias alélicas combinadas de los 2 polimorfismos se
presentaron diferencias estadisticamente significativas de p<0.05 entre los grupos PCG y SP,
asi como de p<0.01 entre los grupos PCG y PAG ambos en la combinacion de alelos A1 + A2
de los polimorfismos IL-1B+3954 e IL-1A-889 respectivamente (figura 4). Dicha combinacion

alélica predomind en los sujetos del grupo PCG.

Ademas se analizo la distribucion de las frecuencias genémicas y alélicas, comparando
a los sujetos fumadores contra no fumadores de cada uno de los grupos de estudio como se
muestra en la figura 5. De manera similar se evaluaron las diferencias en los distintos grupos
de estudio comparando las poblaciones de hombres y mujeres (figura 6). En ninguno de los
dos casos se encontraron diferencias estadisticamente significativas para ninguno de los

polimorfismos evaluados de manera individual o en combinacion.



IV. DISCUSION

Se cree que la enfermedad periodontal tiene una base genética ya que la presencia de
ciertas variaciones en los genes que se asocian con diferentes tipos de enfermedad son
responsables de que las células del sistema inmunolégico del huésped produzcan cantidades
mas abundantes de ciertas citocinas proinflamatorias ante los mismos estimulos bacterianos
que los individuos que no presentan estas variaciones. El aumento en la produccion de dichas
citocinas lleva entonces a los individuos portadores de las variaciones genéticas a tener una
destrucciébn mas severa de los tejidos periodontales. Sin embargo, hasta el momento se
desconoce cuales son los polimorfismos individuales o combinaciones de polimorfismos que
pueden llevar a un individuo a tener una susceptibilidad mayor para padecer formas severas de
enfermedad periodontal.

El descubrimiento de un marcador genético que es altamente asociado con el riesgo de
padecer periodontitis es lo mas nuevo en el manejo clinico de los pacientes en el consultorio.
Tedricamente este marcador genético puede identificar adultos altamente susceptibles a
padecer periodontitis severa. El genotipo compuesto de IL-1 (A2 en IL-1B+3954 + A2 en IL-1A-
889) ha sido sugerido como un fuerte predictor de enfermedad periodontal severa en no-
fumadores entre 40-60 afios se ha sugerido que los individuos portadores de dicho genotipo
compuesto estan 6.8 veces en mayor riesgo de padecer periodontitis que los no portadores
(Kornman, et al., 1997). Es de interés que la asociacién genética con periodontitis fue evidente
s6lo cuando los fumadores fueron excluidos, confirmando la importancia de este factor de
riesgo y sugiriendo que sus efectos son suficientemente fuertes para ser vistos incluso en
sujetos que no estan genéticamente predispuestos a padecer periodontitis severa. Dichos
estudios han sugerido que los individuos portadores del alelo 2 en Unicamente uno de los genes
IL-1A en la posicion —889 o IL-1B en la posicion +3954, no tienen un incremento significativo en

el riesgo de padecer enfermedad periodontal severa ya sean fumadores o no-fumadores, sino



que es necesario portar el alelo 2 en ambos genes para que se observe este incremento en la
susceptibilidad (Kornman, et al., 1997). Desde el primer reporte de la relacién entre el genotipo
compuesto IL-1 y la periodontitis se ha confirmado esta asociacion en numerosos estudios, en
algunas ocasiones con resultados controversiales (Meisel, et al., 2002). Dos estudios realizados
en poblaciones caucasicas del norte de Europa encontraron asociaciones significativas entre
portadores del “genotipo compuesto” y la periodontitis cronica severa en individuos no-
fumadores el porcentaje de portadores con periodontitis fue de 34% y 28% (Kornman, et al.,
1997; Gore, et al., 1998). En otro estudio sobre una poblacion de sujetos afro-americanos con
periodontitis severa se reportdé que unicamente el 8% de dicha poblacion portaba el “genotipo
compuesto” y no hubo asociacion con la enfermedad periodontal (Walker, et al., 2000). Lo
mismo se reportd en otro estudio con una poblacion de 300 sujetos chinos donde solamente el
2.3% de los individuos con periodontitis severa eran portadores del llamado “genotipo
compuesto” y tampoco se encontraron asociaciones con la enfermedad periodontal severa
(Armitage, et al., 2000). Por otra parte, se realiz6 un estudio en una poblacién hispanica
(Arregui, et al., 2000; Caffesse, et al., 2002) en el que se reporté un 43% de sujetos mexicanos
con periodontitis severa que eran portadores del genotipo compuesto (Caffesse, et al., 2002).
Sin embargo, en otros estudios realizados sobre una poblacion Espafola se reportaron
resultados muy distintos con un 23% de portadores del genotipo compuesto (Arregui, et al.,
2000). Mientras que uno de dichos estudios no reportd asociacién significativa con la
enfermedad periodontal severa, el otro determind que existia una asociacion con los individuos
no-fumadores. Las diferencias en los resultados de estos dos estudios pueden deberse a la
mala definicion de las poblaciones de estudio, por tal motivo no podria hacerse una
comparacion entre estos ya que en uno estudiaron a sujetos mexicanos y en el otro hacen
referencia a sujetos espanoles que a pesar de ser poblaciones muy distintas fueron clasificadas

en general como “hispanicas”.



Debido a que existe una inmensa diversidad genética entre las poblaciones, es necesario
establecer en base a estudios especificos sobre un nimero adecuado y suficiente de sujetos de
estudio, que sean por supuesto representativos de su poblacidon general, estrictamente
seleccionados con criterios bien definidos de inclusion y exclusion para evitar comprometer los
estudios con factores que alteren los resultados, y asi entonces poder entender y establecer las
asociaciones de los perfiles genéticos con diversas enfermedades incluyendo, en nuestro
campo de estudio, las enfermedades periodontales para asegurar la creacién de pruebas

genéticas validas, es decir especificas para cada poblacion.



A. CONCLUSIONES
En base a los resultados del presente estudio, se puede concluir que:

o Los genotipos homocigotos A1/A1 de los dos polimorfismos evaluados fueron los

mas frecuentemente detectados en las tres poblaciones de estudio.

e No existieron diferencias ni asociaciones estadisticamente significativas entre
grupos de estudio en las frecuencias alélicas y gendmicas del polimorfismo IL-

1B+3954 cuando éste fue analizado de manera individual.

¢ Ninguno de los dos polimorfismos genéticos evaluados se asociaron a la PAG tanto
en los andlisis de las frecuencias alélicas como gendmicas de manera individual o

en combinacion.

e En relacion a la PCG se determinaron varias asociaciones significativas: el alelo 2
del polimorfismo IL-1A-889 (p=0.045, RM=2.75), el genotipo combinado A1/A1-IL-
1B+3954 + A1/A2-IL-1A-889 (p=0.029, RM=5.25) y los alelos combinados A1-IL-

1B+3954 + A2-IL-1A-889 (p=0.013, RM=3.54).

e No existieron diferencias estadisticamente significativas en la distribucién de
frecuencias alélicas o gendmicas individuales o combinadas de ninguno de los
polimorfismos evaluados entre fumadores y no-fumadores, ni entre hombres y

mujeres.

e El “genotipo compuesto” no se asocid significativamente con la PCG ni con la PAG

en la poblacion mexicana.

La disparidad entre los resultados de los estudios de distintas poblaciones, acerca de la
prevalencia de individuos portadores del “genotipo compuesto” y su asociacion con la
enfermedad periodontal, hace irrefutable el hecho de que la exportacion de este tipo de pruebas

de diagnéstico genético a nivel mundial es inapropiada, debido a que la relacion entre el



“genotipo compuesto” y la secrecion de IL-1 no ha sido esclarecida por lo tanto es imposible

predecir niveles elevados de IL-1 basados en la presencia de el “genotipo compuesto”.
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VI. TABLAS

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los sujetos de estudio incluidos en cada grupo (h=118).

PCG (n=66) PAG (n=22) SP (n=30)

Caracteristica clinica Media * EEM Rango Media * EEM Rango Media * EEM Rango
Edad (afios) 7581 445+13  30-75 223+ 1.1 12-29 265+0.9  19-49
Numero de dientes faltantes 7% 3.5%0.3 0-8 14+05 0-7 1.4+0.3 0-5
Género (% de mujeres) *¥ 54.5 90.9 53.3
% fumadores 24.2 22.7 23.3
Profundidad de bolsa promedio (mm) ' $# 41+0.1 2.3-74 3.9+£0.2 2.6-6.4 20+0.02 1.7-23
Nivel de insercién promedio (mm, NI)T8# 45+0.2 2.6-9.0 40+0.2 2.6-6.7 1.9+0.02 1.6-23
Numero de sitios con NI 25 mm 3% 56.0+3.7  9-121 43.5+5.9 9-133 0+0 0
% de sitios con:
Acumulacién de placa '8 372141 0-100 286+6.7 0-96.4 14.7 + 3.6 0-72
Enrojecimiento gingival T §# 17.5+3.3  0-100 21.2+6.1 0-100 3.3+1.6 0-38
Sangrado al sondeo T%# 452+26 4.4-100 421+43 13.1-95.5 28+0.8 0-22.6
Supuracion T8# 56+0.9  0-36.9 58+ 1.4 0-22 00 0

* p<0.01 y 1 p<0.001 prueba de Kruskal-Wallis entre los 3 grupos de estudio.

I p<0.01 y £ p<0.001 prueba de Mann-Whitney entre sujetos con periodontitis cronica generalizada (PCG) y periodontitis agresiva

generalizada (PAG).

§ p<0.001 prueba de Mann-Whitney entre sujetos con PCG y salud periodontal (SP).
91 p<0.05, ¥ p<0.01 y # p<0.001 prueba de Mann-Whitney entre sujetos con PAG y SP.



Tabla 2. Polimorfismos que fueron determinados en el presente estudio.

Gen Producto Tipo de Polimorfismo Ubicacién del Polimorfismo
IL-1A IL-1o SNP* Cambio de C a T en la posicién —889
IL-1B IL-1B SNP* Cambio de T a C en la posicién +3954

* Polimorfismo en un solo nucleétido (Single Nucleotide Polymorphism).

Tabla 3. Secuencias de primers utilizados para la amplificacién de genes (Kornman, et al., 1997;

Hulkkonen, et al., 2000).

Gen Polimorfismo Primers Longitud

5'AAG CTT GTT CTA CCA CCT GAA CTA GGC-3' (F)
5'TTA CAT ATG AGC CTT CCA TG-3' (R)

IL-1B +3954 5-GTT GTC ATC AGA CTT TGA CC-3' (F) 249 pb
5'-TTC AGT TCA TAT GGA CCA GA-3' (R)

IL-1A -889 99 pb




Tabla 4. Condiciones de amplificacion empleadas para cada polimorfismo.

Gen Polimorfismo Condiciones de amplificaciéon
IL-1A -889 (94°C, 4m) x1; (94°C, 1m; 62°C, 1m; 72°C, 1m) x35; (72°C, 10m) x1
IL-1B +3954 (94°C, 4m) x1; (94°C, 30s; 55°C, 30s; 72°C, 40s) x35; (72°C, 10m) x1

Tabla 5. Procedimientos utilizados para determinar la presencia de polimorfismos genéticos a partir

de los productos de las reacciones de PCR.

Gen Polimorfismo Procedimiento

IL-1A -889 Digestion con 3 U de Nco |, a 37°C por 3 h. Inactivacion a 65°C por 20 min

IL-1B +3954 Digestion con 3 U de Taq |, a 65°C por 3 h. Inactivacién a 80°C por 20 min




Tabla 6. Distribucion de frecuencias gendmicas y alélicas.

PCG PAG SP
(n=66) (n=22) (n=30)
% n= % n= % n=
IL-1B+3954
(A1/A1) 758 50 864 19 66.7 20
(A1/A2) 182 12 9.1 26.7
(A2/A2) 6.1 4 4.5 6.7
A1 939 62 955 21 933 28
A2 242 16 136 3 333 10
IL-1A-889
(A1/A1) 50 33 864 19 733 22
(A1/A2) 409 27 9.1 26.7
(A2/A2) 9.1 6 4.5 0
A1 909 60 955 21 100 30
A2 50 33 136 3 267 8
IL-1B-3954 + IL-1A-889
(A1/A1) + (A1/A1) 439 29 818 18 60 18
(A1/A1) + (A1/A2) 273 18 45 1 6.7 2
(A1/A1) + (A2/A2) 4.5 3 0 0 0
(A1/A2) + (A1/A1) 3 2 0 13.3 4
(A1/A2) + (A1/A2) 12.1 8 4.5 1 13.3 4
(A1/A2) + (A2/A2) 3 2 4.5 1 0 0
(A2/A2) + (A1/A1) 3 2 4.5 1 0 0
(A2/A2) + (A1/A2) 1.5 1 0 0 6.7 2
(A2/A2) + (A2/A2) 1.5 1 0 0 0 0
A1+A1 864 57 909 20 933 28
A1+A2 47 31 136 3 20 6
A2+A1 197 13 9.1 2 333 10
A2+A2 182 12 9.1 2 20 6




Tabla 7. Chi-cuadrada y estimacién de riesgo de frecuencias gendmicas y alélicas entre los diferentes grupos de estudio

PCG vs. SP PAG vs. SP PCG vs. PAG
(F) p=* RM' Ict (MH) p=*  (F) p= RM IC (MH)p=  (F)p= RM IC (MH) p=
IL-1B+3954
(A1/A1) ns® 156 0.61-4.02 ns ns 3.16 0.75-13.29 ns ns 2.02 0.53-7.75 ns
(A1M/A2) ns 0.61 0.22-1.69 ns ns 0.27 0.05-1.45 ns ns 045 0.09-2.19 ns
(A2/A2) ns 090 0.15-5.22 ns ns 0.66 0.05-7.85 ns ns 0.73 0.07-6.97 ns
A1 ns 1.10 0.19-6.40 ns ns 150 0.12-17.66 ns ns 1.35 0.14-12.80 ns
A2 ns 0.64 0.24-1.64 ns ns 0.31 0.07-1.32 ns ns 049 0.12-1.88 ns
IL-1A-889
(A1/A1) 0.045 0.36 0.14-0.93 0.035 ns 230 0.53-9.93 ns 0.003 6.33 1.70-23.46 0.006
(A1/A2) ns 1.90 0.73-4.90 ns ns 0.27 0.05-1.45 ns 0.008 0.14 0.03-0.67 0.013
(A2/A2) ns na na na ns na Na na ns 047 0.05-4.19 ns
A1 ns 0 na na ns 0 Na na ns 210 0.23-18.47 ns
A2 0.045 2.75 1.07-7.05 0.035 ns 043 0.10-1.87 ns 0.003 0.15 0.04-0.58 0.006
IL-1B-3954 + IL-1A-889
(A1/A1)+ (A1/A1) ns 052 0.21-1.25 ns ns 3.00 0.81-11.08 ns 0.003 5.74 1.75-18.82 0.004
(A1/A1) + (A1/A2) 0.029 5.25 1.13-24.32 0.034 ns 0.66 0.05-7.85 ns 0.034 0.12 0.01-1.01 ns
(A1/A1) + (A2/A2) ns na na na na na Na na ns 0 na na
(A1/A2) + (A1/A1) ns  0.20 0.03-1.17 ns ns 0 Na na ns 0 na na
(A1/A2) + (A1/A2) ns 0.89 0.24-3.24 ns ns 0.31 0.03-2.98 ns ns 0.34 0.04-2.92 ns
(A1/A2) + (A2/A2) ns na na na ns na Na na ns 1.52 0.13-17.66 ns
(A2/A2) + (A1/A1) ns na na na ns na Na na ns 1.52 0.13-17.66 ns
(A2/A2) + (A1/A2) ns 0.21 0.01-2.47 ns ns 0 Na na ns 0 na na
(A2/A2) + (A2/A2) ns na na na na na Na na ns 0 na na
A1+A1 ns 045 0.09-2.23 ns ns 0.71 0.93-5.50 ns ns 157 0.31-7.93 ns
A1+A2 0.013 3.54 1.28-9.79 0.015 ns 0.63 0.13-2.86 ns 0.006 0.17 0.04-0.66 0.010
A2+A1 ns 049 0.18-1.29 ns ns 0.20 0.03-1.03 ns ns 040 0.08-1.97 ns
A2+ A2 ns 0.88 0.29-2.64 ns ns 040 0.07-2.20 ns ns 045 0.09-2.19 ns

* Prueba exacta de Fisher (2 colas). T Estimacion de la razén de momios comun de Mantel-Haenszel. f Intervalos de confianza al 95% para prueba de
Mantel-Haenszel. £ Significancia de 2 colas para prueba de Mantel-Haenszel. § No significativo (p>0.05). ¢ No aplica.
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Figura 1. Distribucion de frecuencias genémicas y alélicas del polimorfismo IL-1B+3954 en sujetos mexicanos con periodontitis crénica
generalizada (PCG), periodontitis agresiva generalizada (PAG) y salud periodontal (SP) (n=118). Las asociaciones entre grupos de
estudio y los genotipos o alelos evaluados no fueron estadisticamente significativas (Prueba exacta de Fisher).
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Figura 2. Distribucion de frecuencias gendmicas y alélicas del polimorfismo IL-1A-889 en sujetos mexicanos con periodontitis crénica
generalizada (PCG), periodontitis agresiva generalizada (PAG) y salud periodontal (SP) (n=118).

* p<0.05 y 1 p<0.01 prueba exacta de Fisher de sujetos con periodontitis crénica generalizada (PCG) vs. salud periodontal (SP)

(RM=0.36, I1C=0.14-0.93, (MH) p=0.035) y de sujetos con PCG vs. periodontitis agresiva generalizada (PAG) respectivamente (RM=6.33,
IC=1.70-23.46, (MH) p=0.006).

T p<0.01 prueba exacta de Fisher de sujetos con PCG vs. PAG (RM=0.14, IC=0.03-0.67, (MH) p=0.013).
£ p<0.05 y § p<0.01 prueba exacta de Fisher de sujetos con PCG vs. SP (RM=2.75, 1C=1.07-7.05, (MH) p=0.035) y de sujetos con PCG
vs. PAG respectivamente (RM=0.15, 1C=0.04-0.58, (MH) p=0.006).

RM=estimacion de la razén de momios comun de Mantel-Haenszel. IC=intervalos de confianza al 95% para prueba de Mantel-Haenszel.
(MH) p=significancia de 2 colas para prueba de Mantel-Haenszel.



Frecuencias Genomicas Combinadas de Polimorfismos IL-1B+3954 e IL-1A-889
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Figura 3. Distribucidén de frecuencias genémicas combinadas de los polimorfismo IL-1B+3954 e IL-1A-889 en sujetos mexicanos con
periodontitis crénica generalizada (PCG), periodontitis agresiva generalizada (PAG) y salud periodontal (SP) (n=118).

* p<0.01 prueba exacta de Fisher de sujetos con periodontitis crénica generalizada (PCG) vs. periodontitis agresiva generalizada (PAG)
(RM=5.74, 1C=1.75-18.82, (MH) p=0.004).

T p<0.05 prueba exacta de Fisher de sujetos con PCG vs. SP (RM=5.25, 1C=1.13-24.32, (MH) p=0.034) y de sujetos con PCG vs. PAG
respectivamente (RM=0.12, 1C=0.01-1.01, (MH) p=ns).

RM=estimacion de la razén de momios comun de Mantel-Haenszel. IC=intervalos de confianza al 95% para prueba de Mantel-Haenszel.
(MH) p=significancia de 2 colas para prueba de Mantel-Haenszel. ns=no significativo.



Frecuencias Alélicas Combinadas de Polimorfismos IL-1B+3954 e IL-1A-889

100 90.9 93.3

Frecuencia (%)

A1+A1 A1+A2 A2+A1 A2+A2
T Alelo

B PCG (n=66) O PAG (n=22) B SP (n=30)

Figura 4. Distribucion de frecuencias alélicas combinadas de los polimorfismo IL-1B+3954 e IL-1A-889 en sujetos mexicanos con
periodontitis crénica generalizada (PCG), periodontitis agresiva generalizada (PAG) y salud periodontal (SP) (n=118).

* p<0.05 y 1 p<0.01 prueba exacta de Fisher de sujetos con periodontitis crénica generalizada (PCG) vs. salud periodontal (SP)
(RM=3.54, IC=1.28-9.79, (MH) p=0.015) y de sujetos con PCG vs. periodontitis agresiva generalizada (PAG) respectivamente (RM=0.17,
IC=0.04-0.66, (MH) p=0.010).

RM=estimacion de la razén de momios comun de Mantel-Haenszel. IC=intervalos de confianza al 95% para prueba de Mantel-Haenszel.
(MH) p=significancia de 2 colas para prueba de Mantel-Haenszel.
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Figura 5. Distribucion de frecuencias gendmicas y alélicas en sujetos no-fumadores y fumadores (n=118) con periodontitis crénica
generalizada (PCG), periodontitis agresiva generalizada (PAG) y salud periodontal (SP). Las diferencias entre no-fumadores y
fumadores no fueron estadisticamente significativas en ninguno de los grupos de estudio para los genotipos y alelos evaluados (Mann-
Whitney).
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Figura 6. Distribucion de frecuencias gendmicas y alélicas en hombres y mujeres (n=118) con periodontitis crénica generalizada (PCG),
periodontitis agresiva generalizada (PAG) y salud periodontal (SP). Las diferencias entre hombres y mujeres no fueron estadisticamente
significativas en ninguno de los grupos de estudio para los genotipos y alelos evaluados (Mann-Whitney).



VII. ANEXOS

Anexo 1. Forma de Consentimiento Informado.

INVESTIGADOR RESPONSABLE: Dra. Laurie Ann Ximénez-Fyvie.

CLINICOS RESPONSABLES: Dra. Velia Jacobo-Soto.
Dra. Argelia Almaguer-Flores.
Dra. Ma. de Lourdes Marquez C.
Dra. Jazmin Yunuen Moreno Borjas.
Dra. Dolores Carrasco Ortiz.

INSTITUCION: Laboratorio de Genética Molecular
Div. de Estudios de Posgrado e Investigacion
Facultad de Odontologia, UNAM

TELEFONO: 5622-5565 (horas y dias habiles)

TiTULO DEL PROYECTO: Efectos inmunolégicos y clinicos de polimorfismos genéticos
relacionados con las enfermedades periodontales en México.
(DGAPA # IN213006-3)

INVITACION A PARTICIPAR: Usted est4 invitado a participar en un estudio de investigacién que
analiza las bacterias de la boca asi como las caracteristicas genéticas y del sistema de defensa
de las personas que padecen enfermedades de las encias.

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

PROCEDIMIENTOS: Usted debe entender que para participar en el estudio debe haber nacido
en la Republica Mexicana, no debe padecer ninguna enfermedad sistémica a excepcion de
diabetes, debe tener por lo menos 20 dientes naturales en la boca, no puede haber recibido
ningun tipo de tratamiento periodontal en el pasado, no puede haber recibido una limpieza dental
profesional en el ultimo mes y no puede haber tomado ningun tipo de antibiético en los ultimos 3
meses. Asimismo, en el caso de ser mujer, no puede estar embarazada ni lactando.

Usted debe entender que su participaciéon en este estudio de investigacion requiere uno o mas de
los siguientes procedimientos:

e La realizacidon de una evaluacion periodontal completa, la cual consistira en medir la
profundidad de las pequefas “bolsas” que se encuentran entre sus dientes y sus encias.
Estas medidas seran tomadas con un instrumento especial llamado sonda que sera
introducido en dichas “bolsas” en 6 lugares diferentes alrededor de cada diente de su
boca. Este es un procedimiento de rutina ampliamente utilizado en la practica dental.
Ademas de lo anterior, se le realizara una evaluacién general de la salud de sus encias
para saber si sangran, si estan inflamadas, si estan enrojecidas, etc.

e La obtencion de algunos de sus datos generales y médicos, lo cual consistira en el
llenado de una historia clinica con preguntas que le seran leidas por el clinico que lo
atienda y la medicion de su peso, estatura, presién sanguinea, pulso y porcentaje de
grasa corporal.

e Latoma de un maximo de 28 muestras de placa dentobacteriana, lo cual se realizara
tomando con un instrumento dental, una muestra de la pelicula blanquecina que se forma



naturalmente sobre la superficie de sus dientes (placa dentobacteriana) de todos los
dientes de su boca. Este procedimiento no es doloroso aunque en algunas ocasiones
puede ser un poco molesto. Cada muestra de placa dentobacteriana sera colocada dentro
de un tubo.

e La toma de 1 muestra de maximo 11 ml de sangre, lo cual se realizara siguiendo los
mismos procedimientos que se llevan acabo en laboratorios de diagndstico clinico
acreditados. Dicho procedimiento consiste en colocar una liga gruesa ligeramente
apretada alrededor de su brazo para facilitar la visualizacion de sus venas.
Posteriormente, se introduce una aguja a una vena de alguno de sus brazos y se deposita
la sangre en uno o dos tubos de vidrio conforme sale de la vena. La liga y aguja seran
retiradas y el sitio de puncion sera cubierto con un curita una vez que el clinico determine
que ha dejado de sangrar. Este procedimiento puede causarle dolor o molestias
principalmente en el sitio de la puncion.

¢ La toma de 1 muestra de células epiteliales de la mucosa bucal, lo cual se realizara
frotando un algodon sobre la superficie interna de sus mejillas, paladar, labios, encias y
por debajo de la lengua durante aproximadamente 1 minuto. Este procedimiento no
conlleva ninguna molestia. La muestra sera colocada sobre una tarjeta de papel especial.

Usted debe entender que todos los procedimientos seran realizados en una sola visita que tendra
una duracion maxima de 2 horas y que en este estudio participaran aproximadamente 500
(quinientas) personas.

Usted debe entender que su participacion en el estudio no implica que sera sometido a ningun
tratamiento diferente o adicional a aquellos tratamientos que su clinico tratante considere
necesarios para su caso.

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

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

BENEFICIOS: Usted debe entender que su participacion no le proporcionara ningun beneficio
inmediato ni directo. Sin embargo, gracias a su participacion, se obtendra informaciéon nueva y
mas extensa sobre las causas y los factores que intervienen en las enfermedades de las encias
en la poblacién de México, lo cual podria ayudar en un futuro no sélo al mejor entendimiento de
dichas enfermedades, sino también a la busqueda y empleo de nuevos tratamientos para nuestra
poblacion.

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

CONFIDENCIALIDAD: Usted debe entender que toda la informaciéon que sea obtenida tanto en
sus historiales clinicos como en el analisis de sus muestras sera mantenida en estricta
confidencialidad. Asi mismo, si cualquier publicaciéon resultara de esta investigacion, no se le
identificara jamas por nombre.



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

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

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

Nombre del Paciente Firma del Paciente Fecha
(Dia/mes/afo)

Nombre del Clinico Responsable Firma del Clinico Responsable Fecha
(Dia/mes/afo)
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