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RESUMEN

La destruccion periodontal se da como consecuencia de la respuesta inflamatoria, mediada
por las citocinas IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, TNF y LTA, entre otras. Las variaciones genéticas pueden
influir sobre los mecanismos que regulan la produccién de proteinas, y por lo tanto sobre la
susceptibilidad y riesgo de individuos a padecer diversas enfermedades. Objetivos: Describir las
frecuencias alélicas y genotipicas de las variaciones IL6:c.-237C>G, IL8:c.-352A>T, 1L10:c.-627T>G,
[L10:c.-854T>C, 1L10:c.-1117A>G, IL12B:c.*159A>C, TNF:c.-488G>A, LTA:c.131+90A>G, desarrollar
un modelo estadistico de analisis y aplicarlo para identificar las asociaciones entre las variaciones y
dos tipos de enfermedad periodontal. Materiales y métodos: Se analizd el ADN de 58 sujetos con
periodontitis crénica generalizada (PCG), 27 con agresiva generalizada (PAG) y 42 con salud
periodontal (SP) para identificar los alelos y genotipos de las variaciones anteriores. Se calculé la
distribucién de frecuencias de cada variacion en los grupos de estudio, y se aplicd un modelo
aditivo de analisis de datos. Resultados: La distribucidn de frecuencias alélicas y genotipicas, fue
similar a la descrita para otras poblaciones de mestizos mexicanos, asi como para turcos,
individuos de raza negra y asiaticos, principalmente de Japdén y Corea. Utilizando el modelo de
analisis propuesto, se identificaron dos haplotipos aditivos con habilidad para marcar la
susceptibilidad y riesgo a la PAG. Conclusion: Los marcadores genéticos identificados, podrian
emplearse como una herramienta no sélo para determinar la predisposicién y riesgo de individuos
periodontalmente sanos a desarrollar PAG, sino que también para diagnosticar correctamente el

tipo de enfermedad en sujetos con periodontitis.




INTRODUCCION

ANTECEDENTES

Periodonto
Las funciones del periodonto son unir el diente al tejido dseo de los maxilares, resistir y resolver
las fuerzas de la masticacidn, deglucién y fonacidén, y defender contra las influencias nocivas del
medio externo (Hoag 1990, Lindhe 1992, Ramfjord 1982). El periodonto esta formado por la

encia, el ligamento periodontal, el cemento radicular y el hueso alveolar.

Encia
La encia rodea a todas las superficies de los dientes. En las caras vestibulares y linguales, la encia
libre se extiende desde el margen gingival en direccidn apical hacia el surco gingival, que se
encuentra al nivel de la unién cemento esmalte de los dientes. El margen gingival es redondeado,
de tal manera que entre el diente y la encia se forma un surco, llamado surco gingival (Lindhe

1992).

El epitelio oral que recubre la encia libre es un epitelio escamoso, queratinizado, estratificado en
el que las células producen queratina, dependiendo de su grado de diferenciacion. Los
queratinocitos, conforman aproximadamente el 90% de la poblacién celular total del epitelio oral;
sin embargo, existen también otras células como melanocitos, células de Langerhans, células de
Merkel y células inflamatorias. El epitelio dentogingival se encuentra en contacto con la superficie
dental, y se continta con el epitelio oral. El epitelio del surco gingival es la porcién de encia que
cubre una parte del esmalte dental en la cresta de la encia libre. El epitelio de unién tiene una
superficie libre que se considera como el fondo del surco gingival, teniendo porciones tanto del

epitelio del surco como del epitelio oral. La [dmina propia (tejido conjuntivo) esta principalmente




compuesta por fibras de colagena (~60%), fibroblastos (=%5%), vasos y nervios (*35%), éstos se
encuentran embebidos en una sustancia amorfa compuesta por glicoproteinas y proteoglicanos
llamada matriz. Ademds, en el tejido conectivo se encuentran células inflamatorias de diversos
tipos, como mastocitos, macréfagos, neutrdfilos, linfocitos y células plasmaticas (Ammons et al.

1972).

En un diente totalmente erupcionado, el margen gingival se encuentra entre 1.5 y 2 mm en
sentido coronal a la unién cemento esmalte. Al insertar una sonda periodontal dentro del surco
gingival, hacia la unidn cemento esmalte, la encia se separa del diente formando una “bolsa”
artificial; esto es, que en una encia clinicamente sana no existe una verdadera bolsa, ya que la
encia se encuentra firmemente adherida a la superficie dental, cuando existe enfermedad esta
adherencia se pierde formando una verdadera bolsa haciendo mas profundo el alcance de la

sonda (Lindhe 1992).

Ligamento periodontal
El ligamento periodontal es un tejido conectivo suave, ricamente vascularizado y celular que rodea
las raices de los dientes uniéndolas a la pared del alveolo dental. El espacio del ligamento
periodontal mide entre 0.2 y 0.4 mm de ancho, siendo mds angosto en la regién media de la raiz.
El ligamento periodontal permite que las fuerzas masticatorias y otros contactos sean distribuidos
y absorbidos por el hueso alveolar. Asi mismo, permite el movimiento del diente dentro del
alveolo, la amplitud de movimiento estd determinada por el ancho, el largo y la calidad del

ligamento periodontal.

En el ligamento periodontal existen cuatro grupos de fibras de colagena, que se agrupan de

acuerdo a su ubicacién y trayectoria en: fibras de la cresta alveolar, fibras horizontales, fibras




oblicuas y fibras apicales. Estas estructuras estdn en constante remodelacion, mediante resorcién

de las fibras antiguas y formacidn de fibras nuevas.

Cemento radicular
El cemento radicular es un tejido mineralizado especializado que cubre la superficie de las raices y,
en algunos casos parte de la corona del diente. Su funcidon es unir las fibras del ligamento
periodontal a la raiz y contribuir al proceso de reparacidon cuando ha habido un dafo en la

superficie de la raiz.

El cemento tiene caracteristicas similares al hueso alveolar; sin embargo, el cemento no contiene
vasos sanguineos ni drenaje linfatico o nervios y tampoco experimenta remodelacidn, aunque se
caracteriza por aposicién continua durante toda la vida. Al igual que en otros tejidos

mineralizados, el cemento contiene fibras de coldgena embebidas en una matriz orgdnica.

Hueso alveolar
El hueso alveolar estd comprendido por los huesos del maxilar y de la mandibula, que forman vy
dan soporte a los alvéolos dentales. En conjunto con el cemento y el ligamento periodontal,
soporta y distribuye las fuerzas de la masticacidn. El hueso alveolar se renueva constantemente en
respuesta a las demandas funcionales. En el proceso de remodelacion, las trabéculas dseas se
reabsorben y se vuelven a formar continuamente. La resorcidn se lleva a cabo por actividad de los
osteoclastos que liberan sustancias acidas que proveen un ambiente en el que las sales minerales

se disuelven.

Una vez que los osteoclastos han ejercido su funcidn, los osteoblastos rapidamente empiezan a
depositar hueso nuevo, formando una unidad multicelular de hueso. Las fibras de colageno del
ligamento periodontal se insertan en el hueso mineralizado que delimita la pared del alveolo

dental.




Enfermedad periodontal
Las enfermedades periodontales son infecciones enddgenas mixtas, es decir, mas de una especie
bacteriana contribuye a su desarrollo, y dichas especies forman parte de la flora comensal

(Grenier & Mayrand 1985, Ximenez-Fyvie et al. 2006a, Ximenez-Fyvie et al. 2000).

La respuesta inflamatoria ante el estimulo bacteriano es evidente tanto microscdpica como
clinicamente en el periodonto dafiado, y representa la respuesta del hospedero a la microbiota de
la placa dentobacteriana y a sus productos. A pesar de que la respuesta inmune y la inflamacion en
el periodonto parecen ser similares que en cualquier otra parte del cuerpo, existen diferencias.
Estas diferencias se deben en parte a la anatomia periodontal y a que el epitelio de unidn es
sumamente poroso, lo cual le confiere una dindmica celular y de fluidos muy caracteristica
permitiendo conservar la continuidad del epitelio a lo lago de la interface entre los tejido duros y

blandos (Lindhe 1992, Page et al. 1978).

Los dos cuadros patoldgicos que caracterizan a la enfermedad periodontal son la gingivitis y la
periodontitis (Armitage 1999b). La gingivitis es una entidad patolégica reversible de tipo
inflamatorio de los tejidos blandos que rodean al diente, que se presenta como una consecuencia
de la acumulacion local de microorganismos en la placa dentobacteriana (Page et al. 1975). Este
cuadro puede persistir durante afos sin destruccion del ligamento periodontal ni pérdida ésea

(Genco 1993).

A diferencia de la gingivitis, la periodontitis se caracteriza por destruccién tisular irreversible en
grados variables. El progreso de la enfermedad depende de la respuesta inmune debido a la
presencia persistente de microorganismos especificos en la placa dentobacteriana (Lindhe et al.
1998, Preshaw et al. 2004, Williams 1990, Ximenez-Fyvie et al. 2006b). De esta forma, la

respuesta del hospedero se extiende hacia el hueso alveolar como parte del proceso destructivo




(Irfan et al. 2001). Existen algunas evidencias de que la gingivitis puede preceder a la periodontitis;
sin embargo, esto suele ocurrir sélo en un nimero limitado de casos. Es poco probable que los
sujetos que mantienen un nivel de higiene adecuado desarrollen enfermedad gingival, ya que las
alteraciones inflamatorias se resuelven cuando se llevan a cabo las medidas de higiene adecuadas,
a pesar de que los microorganismos y sus productos hayan inducido la gingivitis (Hellden & Lindhe

1973, Loe & Wright 1965).

Se cree que la acumulacidn de placa es un factor esencial para el desarrollo de la periodontitis; sin
embargo, se requiere de otros factores para que esta enfermedad se establezca (Lindhe et al.
1973, Loe et al. 1986, Page 1999, Page et al. 1978, Page & Schroeder 1976). Es probable que
factores de virulencia especificos de los microorganismos estén relacionados con la respuesta

inmune particular de cada individuo.

Por otro lado, existen estudios epidemioldgicos que demuestran la existencia de grupos étnicos
con mayor riesgo de padecer enfermedades periodontales (Armitage et al. 2000b). Ademas, los
cambios estructurales que se presentan con la edad confieren menor resistencia a la invasion
microbiana. Aunado a esto, se ha observado que la severidad del dafio en los tejidos periodontales
puede variar de un diente a otro en el mismo individuo, es decir, un paciente que es susceptible a
padecer enfermedad periodontal no muestra una condicion homogénea de predisposiciéon. Cada
organo dental representa un microambiente individual y especifico, pudiendo encontrarse en el
mismo individuo dientes con un periodonto sano y dientes afectados en distinto grado; en algunos
sitios la lesién inflamatoria esta delimitada sdlo a la encia, mientras que en otros la destruccion

periodontal estd activa (Lindhe 1992).

Por lo tanto, se puede decir que la mayoria de las formas de enfermedad periodontal estan

asociadas con la acumulacién local de microorganismos especificos en la placa dentobacteriana,




los cuales son responsables de iniciar un proceso inflamatorio gingival. Si esta condicidn persiste
sin tratamiento, la inflamacion en individuos susceptibles puede extenderse hacia zonas mas
profundas del periodonto. Actualmente, no estd totalmente esclarecido cudles son los factores
gue determinan que en algunos sujetos la lesion sea limitada a la porcién gingival, mientras que en
otros la lesidn progrese hasta destruir el tejido conectivo de inserciéon y el hueso alveolar
subyacente. El mismo cuestionamiento se aplica a la diferencia en la susceptibilidad de diferentes

sitios periodontales en un mismo sujeto (Haffajee et al. 1983, Lindhe et al. 1983, Loe et al. 1986).

Clasificacion de las enfermedades periodontales
Las enfermedades de los tejidos periodontales se han clasificado con el fin de crear un marco en el
gue se pueda estudiar cientificamente la etiologia, la patogenia y el tratamiento de las mismas de
manera ordenada. Una de las clasificaciones mas ampliamente aceptadas fue la de 1989; sin
embargo, en 1993 fue modificada debido a que carencia de los detalles necesarios para una
caracterizacién adecuada de la amplia gama de enfermedades periodontales encontradas en la
practica clinica. En 1999, se desarrollé una nueva clasificacidn de las enfermedades periodontales
(Armitage 1999b), que continua vigente hasta la fecha. En dicha clasificacién, se incluydé una
seccion sobre enfermedades gingivales y lesiones no contempladas en la clasificacion de 1993. De

acuerdo con la clasificacién vigente de 1999, las enfermedades gingivales pueden ser:

e Inducidas por la placa dentobacteriana. En este apartado se incluyen las gingivitis
asociadas Unicamente a placa dentobacteriana, las asociadas a factores sistémicos, las
asociadas a medicamentos y las asociadas a malnutricién.

e No-inducidas por la placa dentobacteriana. Dentro de este grupo se incluyen
enfermedades gingivales de origen bacteriano no comensal, de origen viral, de origen

fungico, lesiones gingivales de origen genético, manifestaciones gingivales de
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condiciones sistémicas, lesiones traumaticas, reacciones a cuerpos extrafios y otras no
especificadas.
Por otra parte, las enfermedades periodontales se agruparon de la siguiente manera (Armitage
1999b):
Periodontitis croénica (localizada o generalizada).
Periodontitis agresiva (localizada o generalizada).
Periodontitis como una manifestacion de enfermedades sistémicas.
e Asociada a desérdenes hematoldgicos.
e Asociada a desérdenes genéticos.
e Otras no especificadas.
e Enfermedades periodontales necrotizantes.
e Abscesos periodontales.
e Periodontitis asociada a lesiones endodéncicas.
e Deformidades y condiciones desarrolladas o adquiridas.

Dado que en la experiencia clinica la periodontitis que comiUnmente se observa en adultos
también puede presentarse en adolescentes, en este esquema de clasificacion se tratd de excluir
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” por “periodontitis

crénica”, y “periodontitis de inicio temprano” por “periodontitis agresiva”.

La periodontitis crénica se caracteriza por presentar periodos prolongados de progresién lenta

acompafados por periodos cortos de rdpida progresion. Por lo tanto, la edad y el ritmo de




progresién creaban problemas para establecer un esquema adecuado de clasificacion, ya que la

destruccién que comienza en la adolescencia puede pasar desapercibida hasta la adultez.

Finalmente, en 1999 se llegé al acuerdo de que las caracteristicas clinicas principales de la

periodontitis crénica, ya sea localizada o generalizada eran:

e Mayor prevalencia en adultos, pero puede presentase en nifos y adolescentes.

La destruccidn es constante en presencia de factores locales.

Célculo subgingival es encontrado frecuentemente.

Periodos de progresion lentos a moderados, pero pueden presentarse periodos de

radpida progresion.

Puede estar asociada a factores locales de predisposicion.

Asi mismo, se concluyé que las caracteristicas de la periodontitis agresiva localizada o agresiva
generalizada (Armitage 1999b) eran:
e Excepto por la presencia de periodontitis, los pacientes son clinicamente sanos.
e Pérdida deinsercidn y destruccién ésea.
e Predisposicidon familiar.
Las caracteristicas secundarias que se presentan frecuentemente son las siguientes:
e Cantidades de depdsitos microbianos inconsistentes con la severidad de la
destruccidén de tejido periodontal.
e Proporciones elevadas de Aggregatibacter actinomycetemcomitans y en algunas
poblaciones también de Porphyromonas gingivalis.

e Laprogresion de la pérdida de insercion y de hueso puede ser auto limitada.




A pesar de que se traté de hacer una clasificacion que separara a los dos tipos principales de
enfermedad periodontal (periodontitis crénica y agresiva), el traslape de estos dos grupos en la
practica clinica, sigue siendo un problema importante. Esto es debido a que al evaluar a un adulto,

es imposible determinar si la destruccidn observada es el resultado de un cuadro agresivo o de un

cuadro crénico. Es necesario enfatizar que este tipo de clasificacién sélo funcionaria si se pudiera
evaluar a un individuo en edades tempranas y darle seguimiento minucioso durante un periodo
relativamente prolongado de tiempo; sin embargo, en la mayoria de los casos esto no sucede, por
ello, no se puede tener la certeza de que la destruccidn periodontal que se evalia en un adulto sea

resultado de una destruccion rapida o de lenta progresion, ni tampoco si la misma sucedié en la

juventud o en la adultez del individuo.

Tomando en cuenta lo anterior, es evidente que se requieren mas elementos objetivos de
evaluacién de las condiciones periodontales, para poder separar con mayor eficacia y certidumbre

a cada cuadro patoldgico, ya sea crdnico o agresivo.

Patogenia de las enfermedades periodontales
Las respuestas inmunoldgicas que se disparan ante un estimulo se pueden dividir en dos tipos:
innatas o no-especificas, que involucran al mecanismo de la inflamacién; y adquiridas o

especificas, que involucran entre otros, la elaboracién de anticuerpos especificos.

En las etapas tempranas del desarrollo de las enfermedades periodontales, los neutréfilos (PMN)
son las células mas abundantes, debido a que los vasos expresan grandes cantidades de moléculas
de adhesién y a que se forma un gradiente quimiotdctico que va del surco gingival hacia el tejido

conectivo, lo cual encausa la migracién de los PMN hacia el surco gingival.

Se ha visto que, en pacientes con enfermedad periodontal agresiva localizada, los PMN presentan

deficiencias en la quimiotaxis o en la fagocitosis (Van Dyke et al. 1985). Asi mismo, las
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enfermedades con base genética, como la neutropenia ciclica y el sindrome de deficiencia de
adhesiodn leucocitaria, cursan con periodontitis como parte de sus manifestaciones clinicas, esto
provee la evidencia de que existe una asociacion entre las enfermedades periodontales y los
defectos genéticos que se manifiestan como deficiencia cuantitativa y cualitativa de los PMN

(Lindhe et al. 1998, Tatakis & Kumar 2005).

Los macrdéfagos también son atraidos por los factores quimiotacticos hacia el sitio de colonizacidn
bacteriana, donde desempefian un papel importante fagocitando los PMN muertos y en vias de
descomposicidn, ya que la liberacion de los lisosomas de los PMN de forma incontrolada puede
danar y desencadenar la exacerbacion de la respuesta inflamatoria. Otra funcidon de los
macrofagos es la capacidad de presentar antigenos (Lindhe et al. 1998). A diferencia de los PMN,
aparentemente la cantidad de macréfagos no aumenta en el tejido enfermo comparado con el
tejido periodontal sano (Chapple et al. 1998, Lappin et al. 1999). Aunado a esto, es poca la
evidencia de la activacion de macréfagos dentro de las lesiones periodontales (Lindhe et al. 1998,

Tatakis & Kumar 2005).

La cantidad de células natural killer (NK) aumenta significativamente durante la enfermedad
periodontal (Cobb et al. 1989, Wynne et al. 1986). Estas células participan en la respuesta inmune
innata reconociendo y eliminando los agentes agresores, ademas secretan citocinas como el factor
de necrosis tumoral (TNF) e interferon gamma (IFNy). En respuesta, la presencia de estas

proteinas, propicia que otras células acudan al sitio donde ocurre la lesidn (Araya et al. 2003).

Las moléculas de adhesion son reguladas positivamente por diversas citocinas proinflamatorias. En
el epitelio de unién del ligamento periodontal, los productos bacterianos y las citocinas inducen la
expresion de diversas moléculas de adhesiéon como ICAM-1, ayudando a dirigir la migracion de los

leucocitos hacia este sitio (Schlegel Gomez et al. 1995).
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En estudios donde se han cuantificado PMN, se observd que la escasez de estas células tiene un
efecto nocivo. Esta situacion puede ser resultado de la disminucidn en la expresion de moléculas
de adhesion endoteliales y/o leucocitarias (Hart & Shapira 1994, Hart 1994). Se ha sugerido que
las variantes en los receptores Fc pueden ser factores de predisposicion para padecer enfermedad

periodontal (Schenkein 2002, Schlegel Gomez et al. 1995).

En las fases subsecuentes de la respuesta inmune, las células de Langerhans obtienen material
antigénico que transportan hasta los tejidos linfoides donde ocurre la presentacién de antigenos.
Como resultado de esta interaccién celular, se producen linfocitos comprometidos que migran

hacia el sitio donde se produjo el estimulo (Lindhe 1992).

Actualmente se cree que los linfocitos T contribuyen a la destruccién periodontal dado que al ser
activados, expresan el receptor para osteoprotegerina, proteina que estimula directamente a la
osteoclastogénesis (Kanzaki et al. 2002, Mogi et al. 2004, Taubman & Kawai 2001). Las células
periodontales normalmente producen osteoprotegerina y su receptor, pero en tejido periodontal
enfermo la proporcién se altera favoreciendo la expresion del receptor (Kostenuik & Shalhoub

2001, Wada et al. 2001).

Los linfocitos B son el segundo tipo mas importante de linfocitos involucrados en el proceso de la
respuesta inmune ante la enfermedad periodontal. Dichas células, estan programadas para
reconocer antigenos especificos y dan origen a células plasmaticas productoras de anticuerpos. La
cantidad de linfocitos B aumenta en tejidos con enfermedad periodontal (Altman et al. 1992,
Lavine et al. 1976) y también aumenta respecto a las linfocitos T (Lappin et al. 1999). La presencia
de cantidades mayores de células B en lesiones activas sugiere que la activacién de estas células

contribuye a la enfermedad periodontal.
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Existen grupos especificos de microorganismos que colonizan la placa dentobacteriana subgingival
como Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia y Treponema denticola (Socransky &
Haffajee 1990, Socransky & Haffajee 1994) a los que se les atribuyen cualidades inmunogénicas
especificas debido a que poseen enzimas que tienen la capacidad de degradar la matriz
extracelular. A pesar de que las bacterias pueden producir una gran cantidad de proteasas, esta
ampliamente demostrado que la mayor parte de la destrucciéon periodontal se debe a las
metaloproteasas de la matriz (MMPs) que sintetizan los neutrdfilos y los fibroblastos estimulados

por la infeccion, y no a las sustancias de origen bacteriano (Sorsa et al. 1990).

El proceso de destruccidon tisular requiere de un espacio dentro del periodonto; conforme las
capas epiteliales se degradan, el epitelio se regenera en una posicién mds apical, formando una
bolsa cada vez mas profunda. El infiltrado continla extendiéndose hasta que se requiere la
destruccion del hueso para dar el espacio necesario, en este espacio se forma tejido de
granulacién en el que se acumulan mediadores de la inflamacién que, directa o indirectamente
influyen en la degradaciéon del hueso y del tejido conectivo. Cuando esta situacion persiste sin
tratamiento, el hospedero sigue presentando una respuesta inflamatoria que resulta en mayor

destruccién de tejidos, hasta perder por completo la insercion del diente.

La presentacidn clinica de estas enfermedades es variable; la extensién y la severidad de la
enfermedad periodontal son variables entre cada individuo. A pesar de que existen evidencias de
gue estas diferencias son multifactoriales, es ampliamente reconocido que existen factores
genéticos de predisposicion a padecer enfermedad periodontal, sin embargo es necesario

esclarecer cudles son los determinantes especificos.
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Mediadores de la inflamacién
En lo concerniente a la enfermedad periodontal, se han estudiado la actividad y la cantidad de
diversas metaloproteasas como colagenasa, elastasa, tripsinasa, serinproteasa y cisteinproteasa
en el fluido cervicular (Gonzales et al. 2001, Mayrand & Grenier 1985). Estas proteinas participan
en la degradacion de la matriz extracelular. La liberacidon de radicales libres de oxigeno también
contribuye a la degradacidon de la matriz extracelular ya sea directamente, o indirectamente
activando enzimas en estado latente o suprimiendo a los inhibidores enzimaticos (Altman et al.

1992, Robertson et al. 1973, Waddington et al. 2000).

Estudios de pacientes con periodontitis agresiva localizada muestran que el dafio causado a los
tejidos periodontales por la respuesta excesiva de los PMN estd determinado genéticamente en
estos pacientes, en quienes se observd una sobreproduccion de moléculas de sefializacion
intracelular y de radicales libres de oxigeno con respecto a los pacientes sanos (Shapira et al.

1991, Tyagi et al. 1992).

Las citocinas son proteinas solubles que intervienen en la comunicacion intercelular, tienen un
amplio espectro de propiedades inflamatorias, hematopoyéticas, metabdlicas e
inmunomoduladoras. Actlan regulando a las células endoteliales y a las moléculas de adhesién
leucocitarias, eventos imprescindibles para que los leucocitos abandonen los vasos sanguineos y
se infiltren en los tejidos circundantes. Las funciones de las citocinas son el inicio y mantenimiento
de las respuestas inmune e inflamatoria. En tejidos clinicamente sanos, se ha observado la
presencia en baja cantidad de citocinas proinflamatorias como la interleucina 1 beta (IL-1R), la
interleucina 6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral (TNF), ya que la concentracién de citocinas
debe ser adecuada para mantener la homeostasis de los tejidos (Okada & Murakami 1998). Sin

embargo, las citocinas tales como la interleucina 1 (IL-1), IL-6, TNF y la linfotoxina alfa (LTA)
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estimulan la resorcidn dsea e inhiben la formacién de hueso tanto in vivo como in vitro. Los
estudios del mecanismos de accidn de IL-1 en fibroblastos in vitro sugieren que la activacién por IL-
1 es mediadora de la reparacién y la destruccidon de la matriz celular (Galbraith et al. 1997,
Gonzales et al. 2001, Honig et al. 1989, Kjeldsen et al. 1995, McFarlane et al. 1990, Page 1991,
Stashenko et al. 1991a, Stashenko et al. 1991b, Wilson et al. 1995b), ademas, los fibroblastos
tienen la capacidad de amplificar la actividad de las metaloproteasas y de reclutar leucocitos al
area afectada. Diversos estudios han reportado niveles elevados de IL-1 (Masada et al. 1990),
interleucina 1 alfa (IL-1a.) (Masada et al. 1990, Stashenko et al. 1991a) y TNF (Galbraith et al.
1998, Kjeldsen et al. 1995) tanto en el fluido crevicular como en el tejido gingival de sujetos con
periodontitis cronica severa. Asi mismo, se ha reportado que los PMN orales de estos individuos,
producen IL-1B en grandes cantidades y que las bacterias periodontopatdégenas intensifican la
secrecion de IL-6 e interleucina 8 (IL-8) en fibroblastos gingivales, tanto en sitios sanos como en
enfermos, sugiriendo que los fibroblastos pueden estar involucrados tanto en el inicio como en la

amplificacién de la respuesta inflamatoria (Galbraith et al. 1997).

El TNF es una citocina proinflamatoria e inmunomoduladora producida principalmente por
monocitos, pero puede ser secretada por una amplia variedad de células como linfocitos,
mastocitos, células endoteliales, miocitos, adipocitos, fibroblastos y neuronas. El TNF induce la
apoptosis y la inflamacidn, e inhibe la tumorogénesis y la replicacién viral. En la enfermedad
periodontal, induce el reclutamiento de los leucocitos circulantes y estimula la secrecién de IL-1,
IL-6, MMPs y factor activador de plaguetas, amplificando y manteniendo la respuesta inflamatoria,
asi como reduciendo la capacidad de reparacion del periodonto y favoreciendo la destruccién

tisular (Graves et al. 2001).
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La LTA es una citocina de la superfamilia de TNF que es producida por linfocitos, principalmente
linfocitos T citotdxicos. La LTA juega un papel primordial en el control de patdgenos intracelulares,
y es una proteina altamente inducible que se secreta en grandes cantidades. Sus funciones
principales son regular procesos inflamatorios, inmunoldgicos y antivirales. También estd
involucrada en la formacion de 6rganos linfoides secundarios durante el desarrollo embrionario y
juega un papel importante en la apoptosis (Roitt & Delves 2001). Aunque todavia no se ha
esclarecido su funcion especifica en el periodonto, se ha detectado en el fluido crevicular al igual

gue muchas otras proteinas (Taba et al. 2005).

La IL-6 es una citocina pleiotrépica que puede ser secretada por distintas células, como monocitos
y macrofagos, células T, fibroblastos, hepatocitos, células endoteliales y neuronas. Induce la
diferenciacion de células B a células plasmaticas, la activacion de células T, la liberacién de
proteinas de fase aguda, la activacién del complemento (Van Snick 1990) y la diferenciacion de

osteoblastos en el ligamento periodontal (lwasaki et al. 2008).

Las citocinas quimiotacticas son un grupo de aproximadamente 20 moléculas; entre ellas, la IL-8
ha sido la mejor caracterizada debido a sus funciones quimiotacticas para leucocitos,
particularmente neutroéfilos. Estas moléculas reclutan células de la inmunidad hacia las areas
donde son requeridas y son importantes en las respuestas celulares, es por ello que comiUnmente

se les llama quimiocinas (citocinas quimiotacticas) (Lindhe 1992, Roitt & Delves 2001).

La IL-10 es una citocina con propiedades antiinflamatorias potentes, que regula tanto la respuesta
inmune humoral como la celular, asi como la sintesis de citocinas proinflamatorias como la IL-1y
el TNF. Los estudios recientes muestran que la falta de IL-10 lleva a una mayor pérdida de hueso

alveolar (Al-Rasheed et al. 2003). En contraste, los sitios con mayor concentracién de IL-10 se
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observaron mas sanos que los que tenian menor concentracion de esta citocina (Goutoudi et al.

2004).

La IL-12 puede ser producida por monocitos, macroéfagos, neutréfilos y células dendriticas en las
etapas tempranas de la respuesta innata, induciendo el desarrollo, la maduracién y la
supervivencia de células Thl. Se ha visto que la ablacion de IL-12 favorece la diferenciacion de
células Th2 (Kalinski et al. 1999). Estudios recientes de células dendriticas humanas y de ratén
sugieren que diferentes cantidades de LPS de P. gingivalis y Escherichia coli pueden polarizar la
diferenciacion a Thl o Th2 mediante diferentes proporciones de IL-10/IL-12 (Pulendran et al.
2001). La IL-12 proveniente de los macrofagos estimula a las células NK y a los linfocitos T a
producir IFNy, lo cual aumenta la secrecion de IL-12, generando una retroalimentacion positiva

(Smeltz et al. 2002).

Otros mediadores quimicos de la inflamacién son las prostaglandinas y los derivados del acido
araquiddnico. La liberacidn de citocinas proinflamatorias induce a los macrdfagos y a otros tipos
celulares a producir grandes cantidades de prostaglandinas, en especial PGE,, que es un
vasodilatador potente e inductor de las citocinas en diversos tipos celulares, como fibroblastos y
osteoclastos, que en conjunto producen las MMPs, favoreciendo el recambio tisular que puede

iniciar la destruccién periodontal (Ammons et al. 1972, Lavine et al. 1976).

La respuesta humoral es promovida por células Th2, donde principalmente se encuentran IL-4, IL-
5, IL-6, IL-10 e IL-13. Los linfocitos Th1 secretan IL-2, IFNy, TNF y LTA, que amplifican la respuesta
celular. Se ha propuesto que los perfiles especificos de Th1l vs. Th2 podrian estar asociados a la
susceptibilidad a la enfermedad periodontal. Por consiguiente, la diferenciacion a Thl o Th2 podria
tener un impacto en el desarrollo o en la progresién de la enfermedad periodontal. Estos estudios

son consistentes con estudios anteriores donde se observaron mayores cantidades de células B en
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lesiones periodontales establecidas, mientras que las células T, tanto Thl como Th2 fueron mas
predominantes en etapas tempranas. Es probable que las citocinas provenientes de células Thly
Th2 regulen, ya sea por separado o en combinacion, la respuesta contra la enfermedad
periodontal (Araya et al. 2003, Page 1991, Teng 2003). Ademds, las células Th con memoria
podrian transmigrar a través del endotelio hacia los tejidos inflamados promoviendo Ila

destruccidn tisular (Kawai et al. 2000).

Las citocinas que producen los linfocitos proveen un mecanismo efectivo para controlar la invasién
de algunos patdgenos. Ademas pueden influir en la determinacion del tipo de inmunoglobulina (Ig)
gue se produce, teniendo un efecto profundo en el tipo de respuesta inmune. Se ha observado
qgue la 1gG2 estd presente en mayor cantidad que la IgG1 en pacientes con periodontitis severa
(Wilson et al. 1995b), asi mismo se reporté que la respuesta de Th2 es predominante en pacientes
con gingivitis y periodontitis. Sabiendo que la respuesta Th2 es principalmente humoral, estos
hallazgos fundamentan que las células que predominan en la periodontitis crénica sean células
plasmaticas y que la respuesta inmune humoral sea mas evidente (Yamazaki et al. 1994, Yamazaki

et al. 1995).

Dado que todas las proteinas mencionadas son producto de la expresion génica de cada individuo,
es logico suponer que los defectos o variaciones genéticas que aumentan el riesgo y
susceptibilidad a la destruccion periodontal, se encuentren en los genes que codifican para dichas

citocinas o en las zonas reguladoras de los mismos.

Factores deriesgo
En las ultimas décadas, se ha generado importante informacién y se han desarrollado varios
conceptos referentes a la etiopatogénesis de las enfermedades periodontales, tales como la

descripcién de los mecanismos parasito-huésped involucrados en la destruccion periodontal y la
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esquematizacién de la interaccion entre los diversos factores de riesgo del hospedero y la placa
dentobacteriana. A la fecha, se reconocen factores exdgenos y enddgenos de riesgo, capaces de
acentuar la respuesta inmunoldgica y la produccién de citocinas proinflamatorias. Dichos factores
pueden ser predisponentes y determinantes de la extensién, tipo y severidad de enfermedad
periodontal, asi como de la respuesta individual a la terapia periodontal (Albandar 2002, Cullinan
et al. 2001, Galbraith et al. 1998, Haber 1994, Hart 1996, Hassell & Harris 1995, Kamma et al.
2004, Kornman & di Giovine 1998, Laine et al. 2001, Meisel & Kocher 2003, Meisel et al. 2002,

van Winkelhoff et al. 2001).

Los factores de riesgo son aquellas caracteristicas que se asocian con el incremento en la
incidencia de una enfermedad pero que no son la causa principal de la misma (Armitage 1999b,
Van Dyke & Sheilesh 2005). A estos factores de riesgo, se les ha denominado “factores
modificadores” de la enfermedad periodontal, y se clasifican en dos categorias. En primer lugar se
encuentran los factores modificables o exdgenos, los cuales incluyen factores ambientales o de
comportamiento como el tabaquismo (Genco 1996, Haber et al. 1993, Meisel & Kocher 2003), la
diabetes mellitus y los factores psicoldgicos. En segundo lugar, estan los factores no modificables o
enddgenos, los cuales incluyen factores intrinsecos del individuo, por lo que no son alterables y se
conocen como factores determinantes. Entre éstos se encuentran la respuesta inmune del
hospedero, la osteoporosis y las variaciones (polimorfismos) en los genes que codifican para

mediadores de la inflamacion (Kornman & di Giovine 1998, Lang et al. 2000, Meisel et al. 2002).

Marcadores genéticos
Los genes estdn compuestos por nucledtidos y se encuentran organizados en los cromosomas
dentro del nucleo celular. Dentro de una poblacidn, un mismo gen puede presentar mds de una

forma, a la que se le denomina polimorfismo genético o gen polimdrfico. La presencia de
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variaciones genéticas, se considera como un evento frecuente en el genoma humano; y de las
variaciones a la fecha descritas, las de tipo SNP (single nucleotide polymorphism, variacién
(polimorfismo) de un solo nucledtido), parecen ser las mas comunes. Las secuencias especificas de
nucleétidos en los diferentes genes determinan no sélo la composicidon de los aminodcidos en la
proteina que se producird, sino que también su patrén de expresion; es decir, determinan el ritmo
y frecuencia de produccion de las proteinas que en cada gen se codifican. Las diferentes
configuraciones de nucleétidos en un gen, dentro de un determinado locus cromosémico se

denominan “alelos”.

Para nombrar e identificar a las variaciones genéticas de tipo SNP, en la actualidad se acepta la
utilizacidon de una nomenclatura que incluye claves y abreviaciones alfanuméricas dispuestas en el

orden que se presenta a continuacion:

e Primero, la abreviatura oficial del gen de acuerdo con el HGNC (HUGO Gene

Nomenclature Committee. HUGO: Human Genome Organization), seguida por el

u.n

simbolo y alguna de las siguientes letras minusculas, cualquiera de las cuales

4 ”

(o)

" II). o« n  u ” o« n o«

debera ir seguida por un punto (“.”): “c.”, “g.”, “m.”, “r.” o “p.”. Las letras “c.”, “g.
“m.” indican que la posicion del nucledtido variante que se describe, en base ya sea a
la secuencia codificante del gen, a la secuencia gendmica o0 a una secuencia de DNA
mitocondrial, respectivamente. Las letras “r.” y “p.” pueden también utilizarse cuando
la localizacién de la variacién, se describe en el ARN o en la proteina,

respectivamente; sin embargo, se aconseja utilizar preferente localizaciones basadas

en secuencias de referencia, ya sean de DNA gendmico, codificante o mitocondrial.




e Después, los nimeros que denotan la posicion especifica del nucleétido variante en el
gen. La posicién, en todos los casos debera basarse en la secuencia de referencia del
gen (RefSeq), depositada en las bases de datos del NCBI (National Center for
Biotechnology Information). Cuando la posicidén del nucledtido se basa en la secuencia
de DNA codificante, no existe el nucledtido 0. El nucledtido 1 (sin signo) se considera
como la A (adenina) del coddn de inicio (ATG) y la numeracién asciende con cada
nucleétido subsecuente hacia 3’ hasta el tercer nucleétido del codén de terminacion
(UGA, UAG o UAA). La posicion -1 se define como el primer nucledtido que se
encuentra hacia 5’ de la A del coddn de inicio, y el nucleétido *1 se considera como el
primer nucleétido que se encuentre hacia 3’ del tercer nucleétido del codén de
terminacién. Cuando la posicién se base en una secuencia de DNA gendmico, la
numeracién comienza con el nimero 1 en el primer nucledtido descrito en la base de

n  uu

datos de la secuencia de referencia, y no se utilizan los signos “+”,

“uxn

, Ni . Cuando
la variacién ocurre en un intréon, y se describe en base a una secuencia de DNA
codificante, se deben respetar las siguientes reglas para indicar la posicién:
. Variaciones localizadas en la porcion inicial del intron- se utiliza el nUmero
del ultimo nucledtido del exdn que antecede, seguido por el simbolo “+” y el
nlimero que corresponde a la posicidn del nucleétido variante hacia 3’ del intrén.
. Variaciones localizadas en la porcion final del intron- se utiliza el nUmero

“aon

del primer nucleétido del exdn siguiente, seguido por el simbolo y el numero

que corresponde a la posicidn del nucleétido variante hacia 5’ del intrdn.
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. Variaciones localizadas en la porcion central del intron- en intrones con un

namero impar de nucleétidos, la numeracién cambia de “+” a “-“, en el
nucledtido central, considerado como el ultimo nucledtido con el signo “+”.

e Por ultimo, se utiliza alguna de las letras A (adenina), T (timina), G (guanina) o C
(citocina), la cual indica el nucledtido que se presenta en el alelo ancestral (no-
variante). Esta primera letra es seguida por el simbolo de “>” que denota una
sustitucion del nucleétido anteriormente especificado por el nucleétido presente en
el alelo variante. Cuando se describe especificamente un alelo o genotipo
determinado, se utilizan los simbolos “[]” y se omite el simbolo “>”.

Por ejemplo, TNF:c.-488G>A, describe una variacion de tipo SNP en el gen TNF, que se localiza en
el nucledtido -488 de la secuencia codificante del gen, y que consiste de una sustitucion de
guanina a adenina. Asi mismo, TNF:c.[-488AA] describe el genotipo homocigoto en el que se
presentan 2 alelos A en un individuo, y TNF:c.[-488G] se refiere al alelo G, ambos ejemplos para la

misma variacion anteriormente descrita.

En el genoma humano, existen 2 alelos para cada gen (genotipo), uno de los cuales es heredado de
la madre y el otro del padre. Si aplicamos el ejemplo anterior, las posibilidades en un individuo
determinado para la presentacién de una variacién de tipo SNP sélo pueden ser TNF:c.[-488GG],
TNF:c.[-488GA] o TNF:c.[-488AA] dependiendo de la combinacidn de los alelos que aporten cada

uno de los padres.

En si, el genotipo de un organismo incluye todas las instrucciones que heredé de sus padres, las
cuales se cargan en el codigo genético. Los organismos de una misma especie pueden presentar

distintos genotipos para genes especificos (organismos iguales genotipos diferentes). Es por esto,




que los organismos fenotipicamente iguales se comportan de diferente manera. En contraste, los
fenotipos son todas las caracteristicas observables en un organismo, tales como la morfologia, el
desarrollo o el comportamiento, y las propiedades quimicas o biolégicas de las proteinas. Por
ejemplo, el gen dimdrfico para color de ojos café-azul. Ambos fenotipos son el resultado de la

expresion de los diferentes alelos de un mismo gen (Griffiths & Wessler 2000).

Aungue algunas variaciones de nucleétidos tienen consecuencias en la funcidn o estructura de una
proteina, no todas las variaciones pueden ser interpretadas como cambios funcionales. En
realidad, la relacion entre la secuencia de las bases y el fenotipo, en la mayoria de estas
variaciones, es poco clara. Se ha calculado que el 1% de los 20,000 a 25,000 genes que codifican
para proteinas en el genoma humano, comprende genes polimdrficos, sin embargo, muy pocas
variaciones se traducen en alteraciones potencialmente importantes en la secuencia de

aminodcidos (Terwilliger & Goring 2000).

El principio de Hardy-Weinberg (H-W), también conocido como equilibrio o ley de H-W, es un
modelo matematico que describe la distribucidn esperada de frecuencias genotipicas en base a las
frecuencias alélicas observadas. El modelo se reconoce como una expresién de la nocion de una
poblacién que se encuentra en equilibrio genético y se considera como un principio basico de la
genética de poblaciones. Este principio establece que la composicién genética de una poblacién
permanece en equilibrio mientras que no actue la seleccién natural, que el apareamiento sea al
azar y que no se presenten factores ambientales capaces de producir mutaciones. En cuanto a la
genética de poblaciones, la ley de Hardy-Weinberg afirma que, bajo ciertas condiciones, tras una
generacion de apareamiento al azar, las frecuencias de los genotipos de un locus individual se
fijardn en un valor de equilibro particular, y especifica que dichas frecuencias de equilibrio se

pueden representar como una funcién sencilla de las frecuencias alélicas en ese locus (Figura 1).




Bajo este principio se han desarrollado métodos aplicables para determinar la significancia de las
diferencias entre los genotipos observados y los esperados en poblaciones relativamente
pequefias. El método mas comun es el de la chi cuadrada (xX*H-W) (Brooker 2005, Griffiths &
Wessler 2000, Yu et al. 2008). El objetivo en los estudios de caso-control es explorar la relacién
entre la enfermedad y la presencia de alelos o genotipos especificos en un locus determinado. En
los casos en que las frecuencias genotipicas no se ajustan al principio de Hardy-Weinberg, se
considera que la distribucién de genotipos no se encuentra en equilibrio en la poblacién en
cuestion, lo cual es un indicador de que algun factor externo, tal como la enfermedad en cuestion,

podria ser responsable del desequilibrio (Yu et al. 2008).

Es importante entender que en el estudio de los desordenes genéticos, existen patrones de
herencia recesivos y patrones dominantes. Los patrones autosdmicos recesivos son aquellos en los
que el fenotipo afectado estd determinado por un alelo recesivo (a) y el fenotipo no afectado esta
determinado por un alelo dominante (A). Por lo tanto, los portadores de la enfermedad portaran
el genotipo a/a y las personas que no poseen la enfermedad tendran los genotipos A/A o A/a. La
presencia de un sujeto afectado usualmente depende de la unién de heterocigotos (Griffiths &

Wessler 2000).

En los patrones autosdmicos dominantes, el alelo normal es recesivo y el anormal es dominante.
Hay que tener en cuenta que la dominancia o la recesividad son solamente propiedades de cémo
actuan los alelos y no estan definidos en términos de qué tan comunes son en la poblacién. En
este tipo de patrones, los individuos normales son a/a y los afectados seran A/A. Sin embargo, en
la mayoria de las afecciones se cree que dos “dosis” del alelo dominante (A) produce un genotipo
con un efecto tan severo que es letal. De tal forma que los sujetos afectados sélo pueden ser

heterocigotos (Griffiths & Wessler 2000).
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Los patrones antes descritos funcionan para explicar la herencia y el comportamiento de
enfermedades causadas por un solo gen. Los desdrdenes poligénicos o multifactoriales son
aquellos que resultan de la accién combinada de los alelos de mds de un solo gen. Aunque este
tipo de padecimientos son hereditarios, dependen de la presencia simultdnea de alelos especificos
en multiples genes, ademds estos patrones usualmente son mas complejos que los que estdn
involucrados con un solo gen. Cuando la susceptibilidad a padecer una enfermedad estd basada en
la herencia de un gen especifico, se refiere a herencia mendeliana (autosémica), dicha
enfermedad se presenta en la infancia o se presenta independientemente de los factores
ambientales. En contraste, las enfermedades complejas y multifactoriales, como la periodontitis o
la enfermedad cardiovascular, se consideran como el resultado de la accién de una gama de genes
con alteraciones sutiles en combinaciéon con la forma en la que interactdan durante periodos

prolongados con los factores ambientales (Greenstein & Hart 2002).

Similar a diversas enfermedades inflamatorias, infecciosas y autoinmunes como artritis
reumatoide (Buchs et al. 2001, Jouvenne et al. 1999), colitis ulcerativa y enfermedad de Crohn
(Bioque et al. 1996, Bioque et al. 1995, Hacker et al. 1998, Heresbach et al. 1997, Nemetz et al.
1999, Stokkers et al. 1998), psoriasis (Cork et al. 1993), enfermedad de Graves (Blakemore et al.
1995) y lupus eritematoso (Blakemore et al. 1994), se ha propuesto a las variaciones en el grupo
de genes de la IL-1 como marcadores genéticos de la enfermedad periodontal; sin embargo, la
informacién obtenida hasta la fecha no es suficiente para establecer cudles son los genes que
estdn directamente involucrados en la presentacién clinica de las enfermedades periodontales

(Taba et al. 2005, Wilson et al. 1995a).




Diagnéstico genético de las enfermedades periodontales
Comercialmente existe una sola prueba genética patentada, llamada PST™ (Periodontal
Susceptibility Test, Interleukin Genetics Inc.), promocionada como auxiliar en el diagndstico de las
enfermedades periodontales. Dicha prueba se basa en la detecciéon de alelos combinados de las
variaciones genéticas IL1A:c.-941C>T (rs1800587) e IL1B:c.315C>T (rs1143634) (Kornman et al.
1997). Los disefiadores de dicha prueba sugieren que los individuos no-fumadores portadores
tanto del alelo IL1A:c.[-941T] como del alelo IL1B:c.[315T], a los que se les refiere como portadores
del “genotipo-compuesto de susceptibilidad a la enfermedad periodontal”, tienen mas de 6 veces
el riesgo de padecer formas severas de enfermedad periodontal y de rechazar implantes dentales,
gue los no-portadores (Kornman & Duff 1997). En términos generales, la prueba PST™ es
considerada como un marcador genético predictivo del riesgo a padecer formas severas de
periodontitis, asi como de la respuesta de individuos al tratamiento periodontal. Sin embargo, la
validacion de dicha prueba fue realizada en una poblacién caucasica del norte de Europa, y a la
fecha, existen evidencias cientificas crecientes de que la utilidad de dicha prueba es limitada o
nula para diversas poblaciones y grupos étnicos en el mundo (Armitage et al. 2000a, Arregui et al.

2000, Caffesse et al. 2002, Perez-Soria et al. 2006, Walker et al. 2000).

En el Laboratorio de Genética Molecular de la Facultad de Odontologia de la UNAM, se realizé un
estudio en el que fueron evaluados genéticamente un total de 118 sujetos mexicanos; 66 con
periodontitis crénica generalizada (PCG), 22 con periodontitis agresiva generalizada (PAG) y 30 con
salud periodontal (SP), para determinar la frecuencia de portadores del llamado “genotipo-
compuesto de susceptibilidad a la enfermedad periodontal”, asi como su asociacién con diferentes
estados de salud periodontal (Perez-Soria et al. 2006). En breve, se detectaron portadores tanto

homocigdticos como heterocigdticos de los dos alelos de ambas variaciones genéticas en los 3




grupos de estudios. El 75.8%, 86.4% y 66.7% (variacion IL1B:c.315C>T) y el 50%, 86.4% y 73.3%
(variacién IL1A:c.-941C>T) de los sujetos con PCG, PAG y SP, respectivamente, fueron portadores
homocigdticos de los alelos IL1B:c.[315C] y IL1A:c.[-941C]. La frecuencia de portadores del
“genotipo-compuesto de susceptibilidad a la enfermedad periodontal” fue de 18.2%, 9.1% y 20%
para PCG, PAG y SP, respectivamente. Las asociaciones entre dicho genotipo y los diferentes
grupos de estudio no fueron estadisticamente significativas, y el marcador carecié de habilidad
para separar a los grupos con enfermedad periodontal entre si o del grupo control (SP). Por lo
tanto, se concluyd que la presencia de los alelos IL1A:c.[-941T] e IL1B:c.[315T], no pudo ser
considerada como un marcador genético predictivo util de la susceptibilidad a la periodontitis en

la poblacién mexicana.

Similarmente, en otro estudio se reporté que Unicamente el 8% de una poblacién de sujetos
afroamericanos con periodontitis severa eran portadores del “genotipo-compuesto de
susceptibilidad a la enfermedad periodontal”, y que en dicha poblacidn no existia una asociacion
con la enfermedad periodontal (Walker et al. 2000). Hallazgos similares fueron reportados en otro
estudio en el que se estudié una poblacidn de 300 sujetos chinos y se encontré que Unicamente el
2.3% de los individuos con periodontitis severa eran portadores del genotipo mencionado
(Armitage et al. 2000a). En dicho estudio, tampoco se encontraron asociaciones con la
enfermedad periodontal severa. Dos estudios realizados en poblaciones “hispdnicas” reportaron
gue el porcentaje de sujetos con periodontitis severa portadores del “genotipo-PST” fue del 23% y
43% (Arregui et al. 2000, Caffesse et al. 2002). Mientras que uno de los estudios no reportd
asociacion significativa con la enfermedad periodontal severa, el otro determind que existia una

asociacion en individuos no-fumadores. Las diferencias en los resultados de estos dos estudios
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pueden deberse, por lo menos en parte, a la ambigua definiciéon de las poblaciones de estudio

como “hispanicas”.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y ]USTlFICACI()N
Recientemente, se han llevado a cabo estudios en los que se fundamenta que existe una
predisposicidon a padecer diversas enfermedades de origen inflamatorio en individuos portadores

de ciertos alelos o genotipos variantes de los genes que regulan el proceso.

Algunos estudios sugieren que mas de la mitad de las diferencias en la presentacién clinica de la
enfermedad periodontal que se observan entre individuos, se deben a factores genéticos del
hospedero. Dichos factores determinan el riesgo y la susceptibilidad a padecer periodontitis
(Michalowicz 1993, Michalowicz 1994). Por lo tanto, la identificacion de las variaciones genéticas
que influyen sobre el control de la respuesta inmune en el curso de la enfermedad periodontal en
poblaciones especificas, podria proporcionar informacién para el establecimiento de estrategias
preventivas y terapéuticas especificas de acuerdo al riesgo y predisposicidon 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 valorar el riesgo y la susceptibilidad de

cada paciente a presentar determinadas enfermedades no es nuevo.

Se ha demostrado que la prueba genética de susceptibilidad existente PST™ no es aplicable a la
poblacién mexicana. Los eventos de destruccion de los tejidos periodontales son procesos
complejos, en los que se requiere la participacién de muchos elementos genéticos. Las citocinas IL-
6, IL-8, IL-10, IL-12, TNF y LTA juegan un papel muy importante en dichos procesos. Por este
motivo, es necesario establecer en esta poblacion, perfiles mds amplios para determinar si las

variaciones en los elementos que regulan la enfermedad periodontal influyen en (1) la presencia o




ausencia de la enfermedad vy, (2) la forma en la que se presenta la enfermedad (agresiva o

cronica).

OBJETIVOS
Describir la distribucién de frecuencias alélicas y genotipicas de las variaciones genéticas de tipo
SNP  IL6:c.-237C>G,  IL8:c.-352A>T,  1L10:c.-627T>G,  1L10:c.-854T>C,  IL10:c.-1117A>G,
IL12B:c.*159A>C, TNF:c.-488G>A, LTA:c.131+90A>G en sujetos mexicanos sistémicamente sanos

con periodontitis cronica generalizada, periodontitis agresiva generalizada y salud periodontal.

Disefiar, desarrollar y aplicar un modelo estadistico-matematico que permita identificar haplotipos
aditivos complejos de variaciones de tipo SNP, y analizar la habilidad de los haplotipos
identificados tanto para marcar especificamente a los grupos PCG y PAG, como para separar a

dichos grupos entre si y del grupo control (SP).

Determinar las asociaciones entre los dos grupos experimentales (PCG y PAG) y la presencia tanto
de alelos y genotipos individuales, como de haplotipos complejos, asi como evaluar la capacidad
diagndstica de los mismos como marcadores especificos de susceptibilidad y riesgo a los dos tipos

de enfermedad periodontal.




MATERIALES Y METODOS

DISENO EXPERIMENTAL
En este estudio de tipo transversal se evalué el ADN proveniente de un total de 127 sujetos de
estudio. Los sujetos fueron examinados en una sola visita en la que se realizé una evaluacion de su
estado de salud general y periodontal, se registraron los datos clinicos y se recolectd la muestra. El
ADN se analizé para determinar la presencia de alelos y genotipos especificos de las variaciones
genéticas IL6:c.-237C>G, IL8:c.-352A>T, 1L10:c.-627T>G, 1L10:c.-854T>C, 1L10:c.-1117A>G,

IL12B:c.*159A>C, TNF:c.-488G>A, LTA:c.131+90A>G.

POBLACION DE ESTUDIO
La poblacion de estudio consistiéd de un total de 127 sujetos sistémicamente sanos sin relacién
familiar sanguinea (periodontitis crénica generalizada, PCG n= 58; periodontitis agresiva
generalizada, PAG n= 27; salud periodontal, SP n=42). En la Tabla 1 se describen las caracteristicas
clinicas de la poblacidon de estudio. Cabe sefialar que ademds de los tres grupos de estudio
mencionados, se cred un grupo adicional (enfermedad periodontal, EP) en el cual se incluyeron a
todos los sujetos que forman parte de los grupos PCG y PAG (EP n=85), con el objetivo de explorar
la posibilidad de que algunas de las variaciones evaluadas pudieran estar asociadas a la
enfermedad periodontal independientemente de su tipo. Los sujetos de estudio se reclutaron de
la poblacién de pacientes que reciben atencidon en la clinica de Periodoncia de la Divisidon de
Estudios de Posgrado e Investigacion de la Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional
Autéonoma de México. Cada sujeto recibié informacidn sobre los objetivos del estudio, ademas se
les entregé una 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. Cada sujeto de




estudio leyd y firmé la carta de consentimiento, con lo que establecié su deseo voluntario de

participar (Anexo 1).

Criterios de seleccion
Todos los sujetos incluidos en el estudio presentaron por lo menos 20 dientes naturales y fueron
mexicanos por nacimiento con ambos padres y por lo menos 2 abuelos nacidos en México no
pertenecientes a alguna denominacion indigena mexicana. Se excluyeron del estudio todos los
sujetos que presentaron alguna condicidn sistémica que pudiera influir sobre el curso o severidad
de la enfermedad periodontal, como diabetes, VIH/SIDA, hemofilia, enfermedades autoinmunes,

etc. Asi mismo, se excluyeron a las mujeres que se encontraban embarazadas o en lactancia.

Los sujetos incluidos en los grupos de periodontitis cronica generalizada (PCG) y periodontitis
agresiva generalizada (PAG) presentaron por lo menos 9 sitios con nivel de insercién =5 mm.
Todos los sujetos incluidos en el grupo de salud periodontal (SP) presentaron menos de 4 sitios
con nivel de insercion de 3 a 4 mm y ningun sitio con nivel de insercion 25 mm. Los sujetos
incluidos en el grupo PCG tuvieron una edad 235 afios, aquellos incluidos en el grupo PAG tuvieron

edades de 12 a 29 anos y los individuos del grupo SP tuvieron una edad 218 ainos.

EVALUACION CLINICA
Cada sujeto de estudio recibid una evaluacién periodontal completa realizada por clinicos
calibrados para este propésito. Todas las mediciones clinicas se registraron de un total de 6 sitios
(mesiobucal, bucal, distobucal, distolingual, lingual y mesiolingual) de cada diente, excluyendo los
terceros molares (maximo 168 sitios por sujeto dependiendo del nimero de dientes faltantes) de

acuerdo con los procedimientos previamente descritos (Haffajee et al. 1983).

Se evaluaron y se registraron los siguientes parametros clinicos:
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e Acumulacion de placa (0/1, ausente/presente)
e Enrojecimiento gingival (0/1)

e Profundidad de bolsa (mm)

e Nivel de insercion (mm)

e Sangrado al sondeo (0/1)

e Supuracion al sondeo (0/1)
La profundidad de bolsa y el nivel de insercidn se tomaron 2 veces al mm mas cercano utilizando
una sonda periodontal “Carolina del Norte” (UNC) de 15 mm de longitud (Hu-Friedy). El promedio
de las dos mediciones se utilizd para el andlisis de los datos. Los pardmetros clinicos 1, 2, 5y 6 se

evaluaron una sola ocasidn con mediciones dicotdmicas de presencia (1) o ausencia (0).

EVALUACION GENETICA
Se evalud la presencia de las variaciones que se describen en las Tablas 2a y 2b mediante las

técnicas que se describen en las Tablas 3ay 3b.

Recoleccion y procesamiento de muestras

Se obtuvieron muestras de dos tipos para extraer el ADN de los sujetos de estudio:

Muestras de sangre
Se recolectaron 3ml de sangre periférica total en un tubo vacutainer de 6 ml, que contenia 0.4 ml
de solucién de citrato acido de dextrosa (ACD). De estas muestras se utilizaron 200 pl para la
obtencidon de ADN gendmico, y el resto se alicuotd en crioviales y se almacené a —80°C. Las
alicuotas fueron procesadas inmediatamente para la extracciéon y purificacién de ADN gendmico.
Esto se realizé utilizando el QIAamp™ DNA Blood Mini Kit (Qiagen) siguiendo las instrucciones del

fabricante. La cantidad y calidad del ADN obtenido se midid a partir de 2 pl de cada muestra




utilizando el espectrofotémetro ND-1000 (NanoDrop). El resto de la muestra de ADN purificado
fue alicuotada y almacenada a —20°C hasta su procesamiento para la identificacién de variaciones

genéticas.

Muestras de células epiteliales de mejilla
En algunos casos, se tomd una muestra de células epiteliales de la mucosa bucal, la cual fue
recolectada utilizando hisopos estériles (Whatman) y colocada en una tarjeta MiniCard FTA
(Whatman) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se permitié que la muestra secara sobre la
tarjeta a temperatura ambiente durante 1 hora. Un disco de 2 mm de diametro fue tomado de la
muestra para la deteccidn de cada uno de las 8 variaciones genéticas evaluadas, utilizando un Uni-
Core punch estéril (Whatman). Cada disco fue colocado individualmente en un tubo para PCR de
0.2 ml y procesado para la extraccién y purificacion de DNA gendmico siguiendo las instrucciones

del fabricante.

Deteccion de variaciones genéticas
Los alelos y genotipos de cada variacidn se determinaron mediante 8 reacciones individuales de
PCR para cada sujeto de estudio utilizando las metodologias que se describen en las Tablas 3a 'y
3b. Cada reaccion de PCR se realizd en un volumen final de 50 pl utilizando =150 ng de ADN
gendmico purificado, 2.5 unidades de Tag ADN polimerasa (Biogénica), 0.2 mM de mezcla de
dNTPs (Biogénica), 1 x Tag ADN polimerasa buffer (10 mM Tris-HCI (pH 9.0 a 25°C,), 50 mM KClI
(Biogénica), 1.5 mM MgCl, (Biogénica), 0.01% gelatina y 1 uM de cada uno de los primers
(Invitrogen). En el caso de las variaciones que fueron evaluadas mediante la técnica de ARMS-PCR
(amplification refractory mutation system-PCR) se utiliz6 0.1 uM de los primers externos (FO y RO)
y 1 uM de los primers internos (Fl y Rl). Los primers para la variacion TNF:c.-488G>A se disefiaron

in silico en base a la secuencia de referencia del gen depositada en la base de datos del NCBI;




mientras que para la deteccién de las variaciones IL6:c.-237C>G, IL8:c.-352A>T, 1L10:c.-627T>G,
IL10:c.-854T>C, 1L10:c.-1117A>G, IL12B:c.*159A>C y LTA:c.131+90A>G, se utilizaron secuencias de
primers descritas en estudios previos (Fassmann et al. 2003, Heinzmann et al. 2004, Huang et al.
2000, Lazarus et al. 1997, Pandey & Takeuchi 1999, Scarel-Caminaga et al. 2004, Ye et al. 2001).
Todos los primers fueron alineados in silico para comprobar su especificidad, asi como la
localizaciéon y tamaiio del fragmento resultante. Asi mismo, para cada corrida de PCR, se
incluyeron controles positivos utilizando ADN de sujetos previamente caracterizados mediante
secuenciacién como portadores de cada uno de los 3 posibles genotipos de cada variacidn, y un

control negativo sin ADN.

El andlisis de los fragmentos se llevd a cabo con 10 ul de los productos de PCR o digestidn,
dependiendo del caso. Se utilizaron geles de TBE en gradiente del 4 al 20% (Invitrogen) y se
corrieron a 200V (10V por cm entre electrodos) como indica el fabricante, en cdmaras de
electroforesis XCell SureLock™ (NOVEX, Invitrogen). Los geles se tifieron durante 40 minutos con
SYBR Green | (Invitrogen) para visualizar las bandas bajo luz UV (BioRad, UV Transilluminator
2000). Se obtuvieron imagenes digitales de todos los geles utilizando el sistema de documentacion
DigiDoc (BioRad). El analisis del peso molecular de cada banda se realizé mediante la comparacién
con estandares de pesos moleculares conocidos (Invitrogen) utilizando el programa Quantity One

(BioRad).

ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS
Los datos generados en el presente estudio sometidos a analisis estadisticos fueron las frecuencias
de portadores de cada alelo y genotipo de las 8 variaciones genéticas I1L6:c.-237C>G, 1L8:c.-352A>T,
IL10:c.-627T>G,  1L10:c.-854T>C,  IL10:c.-1117A>G, IL12B:c.*159A>C, TNF:c.-488G>A vy

LTA:c.131490A>G en sujetos mexicanos distribuidos de acuerdo con su estado de salud
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periodontal en 4 grupos (PCG: periodontitis crénica generalizada, PAG: periodontitis agresiva
generalizada, EP: grupo que incluye a todos los sujetos con enfermedad periodontal tanto PCG
como PAG, y SP: salud periodontal). Adoptando un enfoque propositivo, novedoso y
multidisciplinario de exploraciéon de la informacién genética, los resultados fueron analizados
mediante la utilizacién de un modelo matematico-estadistico, disefiado expresamente para este
proyecto, el cual permitié identificar las combinaciones (haplotipos) de alelos y genotipos
individuales de diferentes variaciones que pudieran asociarse y separar a los grupos de estudio.
Esto con el propdsito de no limitar la exploracidon y andlisis de datos Unicamente a las posibles
asociaciones de alelos y genotipos individuales, como se realiza mas tradicionalmente en estudios
similares de variaciones genéticas relacionadas con padecimientos especificos. La figura 2 muestra
un diagrama de flujo que sintetiza la secuencia de pasos que se siguieron para el andlisis de datos,

mismos que constituyen el modelo de analisis propuesto.

Distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas individuales
Las frecuencias alélicas y genotipicas de las 8 variaciones evaluadas fueron determinadas para
cada uno de los 4 grupos de estudio (PCG, PAG, EP y SP) mediante conteos directos. La proporcion
(%) de portadores de cada alelo y genotipo fue calculada dividiendo la frecuencia (i=) entre el
nuimero de sujetos (n=) incluidos en cada grupo (i=/n=). Todas las variaciones genéticas analizadas
fueron del tipo SNP, por lo que tuvieron la posibilidad de presentar Unicamente dos alelos
(ejemplo: A y a); de ahi que, la posibilidad de genotipos en todos los casos fue de 3 para cada
variacion (A/A: homocigoto para el alelo A, A/a: heterocigoto y a/a: homocigoto para el alelo a).
Dado lo anterior, el total de alelos y genotipos individuales reportados fue de 40 (3 genotipos x 8
variaciones=24 +2 alelos x 8 variaciones=16. 24 genotipos + 16 alelos=40). El reporte de la

distribucién de frecuencias incluye el nimero y porcentaje de portadores de cada uno de los 40




alelos y genotipos individuales para los sujetos de cada grupo de estudio, asi como el resultado de
los calculos de heterocigocidad (frecuencia de heterocigotos/n=) y chi-cuadrada bajo el principio
de Hardy-Weinberg (x* H-W) para cada una de las variaciones genéticas. Bajo el principio de H-W
(Figura 1), cuando una poblacidn se encuentra en equilibrio genético, las frecuencias genotipicas
observadas seran p>+2pg+q’, considerando un locus con dos alelos Ay a, y con frecuencias alélicas
de p vy g, respectivamente; donde p°= frecuencia AA, 2pg= frecuencia Aa y g°= frecuencia aa. Con
el objeto de saber si la distribucidn de genotipos para cada variacidon en cada grupo de estudio se

encontraba dentro del equilibrio de H-W, se calcularon las frecuencias esperadas de cada genotipo

mediante las siguientes férmulas: i/? Xn=, m Xn=y 2\/? X n =, respectivamente.
Posteriormente, se empled la prueba x* H-W para determinar si las diferencias entre los genotipos
observados y los esperados bajo el equilibrio de H-W en cada grupo eran significativas. En breve,
se formuld una hipétesis conservadora llamada hipétesis nula (Hy) de que no existia diferencia
significativa entre los valores observados y los esperados; es decir, que la distribucion de
genotipos en el grupo de estudio se encontraba dentro del equilibrio de H-W. Por otro lado, se
formulé una hipotesis alterna (Ha) de que la diferencia si era significativa, por lo que la distribucién
de genotipos en el grupo de estudio no se encontraba dentro del equilibrio de H-W. Considerando
las hipdtesis anteriores, la prueba x* H-W permitié determinar la probabilidad de que las

diferencias fueran o no debidas al azar. La ecuacién que se utilizd fue la siguiente: x2 =

S (frecuencia genot ipica observada —esperada )>

. Se establecié un valor de p<0.05 y se calcularon los
esperada

grados de libertad (GL) de acuerdo con la siguiente férmula: GL=k-1-; donde k representé el
nuimero de genotipos (para todas las variaciones evaluadas este valor fue =3) y m representé el
numero de valores independientes en las frecuencias alélicas (para todas las variaciones evaluadas

este valor fue =1). Por lo tanto, dado que los GL para todas las variaciones reportadas en el estudio




fueron =1, el valor critico en la prueba x* H-W en cualquiera de los grupos de estudio y para
cualquiera de las 8 variaciones genéticas debid se <3.841. En cualquiera de los casos, cuando se
presenté un valor critico mayor, se considerd que la distribucion de genotipos no estaba dentro

del equilibrio de H-W.

Comparacion de alelos y genotipos individuales
Se calcularon las diferencias en % de portadores de cada alelo y genotipo individual entre el grupo
experimental y el control (D,,.x) para pares de los cuatro grupos de estudio (PCG vs. SP, PAG vs. SP,
PAG vs. PCG y EP vs. SP), considerando en todos los casos al primer grupo de estudio citado como
grupo experimental y al segundo como grupo control en cada comparacion. Las frecuencias de
portadores de cada genotipo y alelo individual (n=40) fueron evaluadas y comparadas
estadisticamente entre los grupos de cada comparacion. La significancia de las diferencias en la
frecuencia de portadores de cada alelo y genotipo individual entre los grupos de estudio fue
calculada utilizando la prueba U de Mann-Whitney (M-W). Asi mismo, se evalué la habilidad de
cada alelo y genotipo individual para marcar a los grupos experimentales en cada una de las 4
comparaciones, mediante el calculo de la sensibilidad (SNS), especificidad (ESP), exactitud (EXC),
indice de falsos positivos (IFP), indice de falsos negativos (IFN), valor predictivo positivo (VPP) y
valor predictivo negativo (VPN). La SNS se considerd como la proporcién de portadores del alelo o

genotipo en cuestion en el grupo experimental (% de verdaderos positivos, (i=1 exp)) y fue

i=1ex . . 2
calculada como: (—p). La ESP representd la proporcion de no-portadores en el grupo control (%
n=exp

(i=0 con)

de verdaderos negativos, (i=0 con)) y fue calculada como: . La exactitud se tomd como una
n

medida del grado de certeza o veracidad y se consideré como la proporcidn del % de verdaderos

(=1exp)+(i=0con) | ' \ep @ IFN, se
n=exp +n=con

positivos y de verdaderos negativos. La EXC fue calculada como:

definieron como la proporcidon de no-portadores del alelo o genotipo en cuestién en el grupo
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experimental (% de falsos positivos, (i=0 exp)) y proporcién de portadores en el grupo control

(i=1con) (i=0exp)

(falsos negativos, (i=1 con)). Los indices anteriores fueron calculados como: ,
n=con n=exp

respectivamente. Por ultimo, los VPP y VPN fueron considerados como la proporcién de
portadores del alelo o genotipo en cuestidon, que padecian la condicién periodontal que se
deseaba marcar (la del grupo experimental) considerando al total de sujetos en los dos grupos de
la comparacidén, y como la proporcién de portadores del alelo o genotipo en cuestién, que no
padecian el tipo de enfermedad periodontal que se deseaba marcar, considerando al total de

sujetos en los dos grupos de la comparacién, respectivamente. Los VPP y VPN fueron calculados

(i=1exp) (i=0 con) .
como: — - - - , respectivamente.
(i=1exp+i=1con) " (i=0 exp+i=0 con)

Adicionalmente, se buscaron asociaciones de alelos y genotipos individuales con cada grupo de
estudio utilizando la prueba exacta de Fisher (F) y, se estimaron los indices y probabilidades de
riesgo mediante los calculos del riesgo relativo (RR) y la razén de momios (RM), respectivamente.
El RR se consideré como la proporcion (razon) del % de portadores de un alelo o genotipo

determinado en el grupo experimental (% de verdaderos positivos) y el % de portadores en el

(i=1lexp)
(n=exp)
(i=1con)"

(n=con)

grupo control (% de falsos positivos). El RR fue calculado mediante la siguiente ecuacidn:

La RM se consideré como la proporcién (razén) de la probabilidad de portadores de un alelo o
genotipo especifico en el grupo experimental (probabilidad de verdaderos positivos) y de la

probabilidad de portadores en el grupo control (probabilidad de falsos positivos), la cual fue

(i=1lexp)

calculada como sigue: m:eﬁ% La significancia de la probabilidad de riesgo (RM) fue

(n=con )—(i=1 con)
determinada mediante la prueba de Mantel-Haenszel (M-H) para la razéon de momios comun,

utilizando intervalos de confianza al 95% (1C95%).




Seleccion de alelos y genotipos individuales
En base a los analisis estadisticos de alelos y genotipos individuales, que se describieron en los
parrafos que anteceden, se realizé una seleccién de aquellos genotipos y/o alelos que presentaron
RM>1.5, EXC>0.5 e IFN<0.5 en una o mas de las cuatro comparaciones entre grupos. La seleccion
de los genotipos y alelos individuales se realizé con el objetivo de descartar aquellos que no
mostraron relevancia como marcadores de grupos de estudio especificos, ni en cuanto a su papel
en la susceptibilidad o riesgo a las enfermedades periodontales estudiadas. Esto con la finalidad de
elevar la eficiencia de los analisis que se llevaron a cabo en las siguientes fases del modelo. Gracias
a esta primera etapa de discriminacion, se logré considerar a todas las combinaciones posibles de
alelos y genotipos individuales seleccionados. Lo anterior, no hubiera sido posible de haber
considerado las 40 variables individuales, debido a la gran cantidad de tiempo que se hubiera
dedicado a la evaluacién de combinaciones mayormente irrelevantes. Desde una dptica analitica
matematica, la cantidad de combinaciones que pueden llegar a producirse considerando los
diferentes alelos y genotipos de las 8 variaciones genéticas evaluadas, rebasa 1,000,000 de
posibilidades. Evidentemente, no todas las posibilidades existen en la realidad; sin embargo, el
conjunto de combinaciones presentes, considerando variantes con dos, tres, cuatro, cinco y mas
alelos, genotipos y, combinacién de alelos y genotipos, continta siendo un numero demasiado

elevado de opciones para que los andlisis sean factibles.

Generacion de variables con alelos y genotipos combinados (haplotipos)
Considerando los alelos y genotipos individuales seleccionados, se generaron variables
dicotdomicas que identificaron a los portadores de todas las posibles combinaciones de 2, 3, 4y
mads genotipos y/o alelos individuales seleccionados. Las variables generadas fueron de tres tipos:

alélicas: combinaciones que incluyeron en su composicién Unicamente a los alelos seleccionados,




genotipicas: combinaciones que incluyeron en su composicion Unicamente a los genotipos
seleccionados vy, alélicas/genotipicas: combinaciones que incluyeron en su composicién tanto a los

alelos como los genotipos seleccionados.

Comparacion de haplotipos entre grupos de estudio
Para todas las combinaciones generadas, se procedié a determinar las frecuencias de portadores
mediante conteos directos y, se calculd tanto la proporcidon de portadores en cada grupo de
estudio, como la D, Las frecuencias de portadores de cada combinacién fueron evaluadas y
comparadas estadisticamente entre pares de los cuatro grupos de estudio. La significancia de las
diferencias en la frecuencia de portadores de cada combinacién entre los grupos fue calculada
utilizando la prueba M-W. Asi mismo, se evalud la habilidad de cada combinacién para marcar a
los grupos experimentales en cada una de las 4 comparaciones, mediante el calculo de SNS, ESP,
EXC, IFP, IFN, VPP y VPN, siguiendo los mismos procedimientos que se describen en los parrafos
gue anteceden. Adicionalmente, se buscaron asociaciones de cada combinacién con los grupos de
estudio utilizando la prueba F y, se estimaron los indices y probabilidades de riesgo mediante los
calculos del RR y RM, respectivamente. La significancia de la probabilidad de riesgo (RM) fue

determinada mediante la prueba M-H para la razén de momios comun, utilizando IC95%.

Seleccion de alelos y genotipos combinados (haplotipos)

En base a los analisis estadisticos anteriores, se realizd una seleccion de combinaciones en 2 fases.

Fase 1. En base a los andlisis estadisticos
En la primera fase de seleccidn, se consideraron combinaciones que cumplieron con cada uno de
los siguientes criterios en cualquiera de las cuatro comparaciones entre grupos: RM>3, EXC>0.65,

IFN<0.5, M-W p<0.05, F p<0.05, M-H p<0.05, % i=1 exp>0.5, % i=1 con<0.3 y Dac>0.25.
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Fase 2. En base a redundancias
En la segunda fase de seleccion, se llevd a cabo una discriminacién de combinaciones en base a las
redundancias de cada variacion individual presente en unas combinaciones y otras. En |la Tabla 6
se presenta un ejemplo del procedimiento de discriminacidon de combinaciones redundantes. En
esta fase de seleccidon, se consideraron Unicamente las combinaciones no-redundantes
conformadas por el mayor nimero de alelos y genotipos individuales dentro de alguno de los
conjuntos de combinaciones que fueron agrupados por la presentacion en comun de un alelo o
genotipo individual, mismo que no estuviera incluido en alguna de las demdas combinaciones. Este
método de discriminacidn escalonada, permitid garantizar que dentro del conjunto de
combinaciones incluidas en el paso final del analisis, por lo menos una combinacién contuviera a

cada uno de los alelos y genotipos individuales seleccionados en el tercer paso del analisis.

Aplicacion y analisis del modelo aditivo propuesto
Los haplotipos seleccionados fueron considerados como una plantilla de opciones (perfil genético)
y, bajo un modelo aditivo, se tomé 6 como una variable discreta con dominio (0, x) que cuantificé
las combinaciones de la plantilla presentes en un individuo dado. De esta forma, entre mas grande
fuera o, se tuvo mayor certeza en la calificacion de ese caso como un individuo del grupo
experimental; por otra parte, mientras mas pequefia fuera o, o inclusive si fuera igual a cero, se
tuvo mayor certeza en la calificacion de ese caso como un individuo del grupo control. Dicho
modelo fue aplicado a toda la poblacidn, encontrandose las frecuencias relativas acumuladas. Asi
mismo, se establecié un punto de corte en J para que actuara como limite en la calificacion en un
sentido o en el otro. El estadistico Ds (Kolmogorov-Smirnov) para medir la separacion entre las
funciones de densidad de probabilidad acumulada o en su defecto entre las frecuencias relativas

acumuladas, fue el punto de partida para elegir la regién de corte. En todos los casos, se establecid
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el punto de corte en el nivel donde se lograra la maxima separacion entre grupos con el maximo
nivel de aciertos y el nivel de error mds bajo aceptables. Este modelo aditivo fue aplicado a todos
los posibles perfiles genéticos utilizando las combinaciones seleccionadas. Cada perfil fue evaluado
para determinar las frecuencias de portadores en el nivel de exigencia (punto de corte)
establecido, mediante conteos directos y, se calculé tanto la proporciéon de portadores en cada
grupo de estudio, como la D,,.,, de acuerdo a las descripciones anteriores. Las frecuencias de
portadores de cada perfil fueron evaluadas y comparadas estadisticamente entre pares de los
cuatro grupos de estudio. La significancia de las diferencias en la frecuencia de portadores de cada
perfil entre los grupos de estudio fue calculada utilizando la prueba M-W. Asi mismo, se evalud la
habilidad de cada perfil para marcar a los grupos experimentales en cada una de las 4
comparaciones, mediante el calculo de SNS, ESP, EXC, IFP, IFN, VPP y VPN, siguiendo los mismos
procedimientos que se describen en los parrafos que anteceden. Adicionalmente, se buscaron
asociaciones de cada perfil genético con los grupos de estudio utilizando la prueba F y, se
estimaron los indices y probabilidades de riesgo mediante los cdlculos de RR y RM,
respectivamente. La significancia de la probabilidad de riesgo (RM) fue determinada mediante la

prueba M-H para la razén de momios comun, utilizando 1C95%.

Identificacion de marcadores genéticos
Tomando en consideracion al conjunto de andlisis estadisticos anteriores, se identificd el perfil
genético con el mayor poder, menor error y mas elevada capacidad para separar y marcar
especificamente a los grupos experimentales en cada par de comparaciones. Cabe mencionar que
los valores de los pardmetros en los perfiles seleccionados estuvieron dentro de los limites

aceptables para pruebas diagndsticas.
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RESULTADOS

La distribucion de las 8 variaciones de tipo SNP evaluadas (IL6:c.-237C>G, IL8:c.-352A>T, IL10:c.-
627T>G, 1L10:c.-854T>C, 1L10:c.-1117A>G, 1L12B:c.*159A>C, TNF:c.-488G>A y LTA:c.131+90A>G)
que se presentan en 6 genes (IL6, IL8, IL10, IL12B, TNF y LTA) que codifican para citocinas
inflamatorias, no-pertenecientes a la familia de la IL-1 (interleucina 1), fue evaluada y comparada
de manera individual y en combinaciones utilizando el modelo matematico-estadistico que se
resume en la figura 2. En total se incluyeron 127 sujetos mexicanos sistémicamente sanos y sin
relacién familiar con periodontitis crénica generalizada, periodontitis agresiva generalizada y salud

periodontal.

DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS ALELICAS Y GENOTIPICAS INDIVIDUALES
En las figuras 3a-h se presenta la distribucién de frecuencias alélicas y genotipicas (i=) y la
proporcién de portadores (%) de cada una de las 8 variaciones genéticas evaluadas, en sujetos
incluidos en cada uno de los 4 grupos de estudio (PCG, PAG, EP y SP). Asi mismo, se presentan los
calculos de heterocigocidad y x* H-W para cada variacién en los diferentes grupos de estudio. La
distribucién de frecuencias alélicas y genotipicas para las diferentes variaciones genéticas, mostrd
diferencias entre grupos de estudio en la mayoria de los casos. Sin embargo, es necesario sefalar
las similitudes observadas en la distribucion general de alelos y genotipos dentro de cada
variacion. Dicha distribucién tendid a ser similar en los cuatro grupos de estudio, lo cual le confirié

un patron de distribucion de genotipos, caracteristica a cada variacidon genética.

Es interesante que en la poblacién mexicana incluida en el estudio, los alelos que se han definido
como “ancestrales”, de acuerdo con la secuencia de referencia del genoma humano inscrita en las
bases de datos del NCBI, fueron detectados con mayor frecuencia para algunas variaciones

genéticas en particular (IL10:c.-1117A>G, IL12B:c.*159A>C, TNF:c.-488G>A y LTA:c.131+90A>G),
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mientras que para otras (IL6:c.-237C>G, 1L8:c.-352A>T, 1L10:c.-627T>G, [L10:c.-854T>C), la

frecuencia de los alelos “variantes” tendid a ser mayor en todos los grupos de estudio.

En la distribucidon de genotipos de la variacién IL6:c.-237C>G (Figuras 3a y 4a) se observé una
proporcién muy alta (>77%) del genotipo [GG] en todos los grupos de estudio, la proporcién de
heterocigotos fue de alrededor del 20%, mientras que la proporcion de homocigotos [CC] fue baja
(0-2.4%). Para esta variacion, todos los grupos se encontraron dentro del equilibrio de Hardy-
Weinberg. Asi mismo, se observé que existia una diferencia muy marcada en la proporcién de

portadores del alelo [C] (entre 11.1% y 14.6%) y el alelo [G] (entre 85.4% y 88.9%).

En el caso de IL8:c.-352A>T (Figuras 3b y 4a), exceptuando al grupo PAG, la diferencia en la
proporcién de portadores de cada uno de los 3 genotipos fue muy similar entre los grupos de
estudio, dichas diferencias entre grupos no excedieron del 10%. Sin embargo, se encontré que los
grupos PCG y EP estaban fuera del equilibrio de Hardy-Weinberg. Las posibles razones de dicho

desequilibrio se comentan mas delante.

La distribucion de los genotipos de la variacion IL10:c-627T>G (Figuras 3c y 4a), presentd un
patrén distinto al de las dos variaciones anteriores, debido a que se detectd un mayor porcentaje
de portadores heterocigotos que homocigotos para cualquiera de los 2 alelos. La proporcién mas
elevada de portadores fue la de los heterocigotos, presentdndose este genotipo en mas del 50%
de los casos, seguida por los homocigotos del genotipo [GG] (entre 29.6% y 33%), con una baja

Ill

proporcién de portadores homocigotos del alelo “ancestral” [TT]. Sin embargo, en el grupo SP, se
observo una frecuencia de portadores de este Ultimo genotipo de 14.3%, siendo mas de 2 veces
mayor que en los grupos experimentales PCG (8.6%), PAG (3.7%) y EP (7.1%). Cabe sefalar que la

mayor diferencia observada en el porcentaje de portadores homocigotos [TT], fue entre los grupos

PAG y SP. Las significancias de las diferencias entre grupos se describen en el siguiente apartado.
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Al igual que en el caso de IL6:c.-237C>G, en esta variacioén el alelo considerado como “ancestral”
se encontré en menor frecuencia que el alelo variante. Ademas, la distribucién de genotipos en los

grupos de PAG y EP se observo fuera del equilibrio de Hardy-Weinberg.

Similarmente, el genotipo heterocigoto de la variacion [L10:c-854T>C (Figuras 3d y 4a), se
encontrd en mayor proporcion (42.9% a 63%) que cualquiera de los genotipos homocigotos, y la
proporcién de portadores homocigotos del alelos variante [GG] fue mas elevada que la de
homocigotos para el alelo “ancestral”. Cabe mencionar que la proporciéon de homocigotos para el
alelo “ancestral” [TT] fue mayor en el grupo SP (33.3%) que en cualquiera de los grupos con
enfermedad periodontal (PCG 13.8%, PAG 18.5% y EP=15.3%). El andlisis de las frecuencias
alélicas, revelo que las proporciones de cada alelos fueron similares (alelo [T] entre 43.1% y 54.8%,
alelo [C] entre 45.2% y 56.9%). La distribucién de genotipos en todos los grupos se encontrd

dentro del equilibrio de Hardy-Weinberg.

El patron de distribucion de alelos y genotipos para la variacion IL10:c.-1117A>G (Figuras 3e y 4b)
fue notable distinto que el de las 4 variaciones anteriormente descritas. Se encontrd una alta
proporcién del genotipo homocigoto para el alelo “ancestral” [AA] (53.4% a 63%), seguida por una
proporcién menor de heterocigotos (37% a 42%) en los 4 grupo de estudio. La proporcion de
portadores homocigotos del alelo “variante” [GG] fue muy baja (entre 0% y 4.9%). Fue notable, la
magnitud de la diferencia en el porcentaje de portadores de cada uno de los 2 alelos (de 48.8% a
63%). Para esta variacion genética, se determind que la distribucién de genotipos en el grupo EP

estaba fuera del equilibrio de Hardy-Weinberg.

Los genotipos de IL12:c-*159A>C (Figuras 3f y 4b) se distribuyeron de manera similar a los de
IL10:c-854T>C. Siendo mas frecuente el genotipo heterocigoto (de 45.2% a 59.3%), seguido por el

genotipo homocigoto para el alelo “ancestral” (de 29.3% a 38.1%) y finalmente por el genotipo
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homocigoto variante (de 39.3% a 44.8%). En todos los grupos la distribucidon de genotipos se

ajusto al equilibrio de H-W.

La variacion TNF:c.-488G>A presentd una distribucion de genotipos y alelos Unica en comparacion
al resto de las variaciones evaluadas (Figuras 3g y 4b). Se encontré una proporcién
excepcionalmente baja de heterocigotos (de 3.7% a 12.2%), siendo la mayor parte de la poblacién
de estudio portadora del genotipo homocigoto para el alelo “ancestral” [GG] (de 87.8% a 96.3%).
Cabe destacar que solo un individuo (del grupo PCG) de los 127 sujetos incluidos en el estudio, fue
portador del genotipo homocigoto para el alelo variante [AA]. En consecuencia, la diferencia entre
la proporcién de portadores de los 2 alelos fue muy marcada (>87%). En todos los grupos la

distribucién de genotipos se ajusté al equilibrio de H-W.

Y por ultimo, la variacion LTA:c-131+90A>G presentd una distribucidn similar a la de IL10:c-
1117A>G (Figuras 3h y 4b), encontrandose con mayor frecuencia portadores homocigotos para el
alelo “ancestral” [AA] (47.6 a 63%). Exceptuando al SP, las frecuencias de portadores
heterocigotos fueron similares entre grupos. Las diferencias mds notorias entre grupos de estudio,
se observaron en la distribucion de homocigotos para el alelo variante [GG] (PCG 17.2%, PAG
7.4%, EP 14.1% y SP 4.8%). La distribucidn de genotipos en el grupo EP presenté desequilibrio bajo

el principio de H-W.

Lo anterior sugiere que la incorporacion de variaciones genéticas al genoma de sujetos mexicanos
ha ocurrido a ritmos distintos para cada una de las variaciones evaluadas en el presente estudio.
Esto resulta particularmente interesante cuando se analiza el caso del gen IL10, en el que 2 de las
3 variaciones evaluadas presentaron frecuencias mas elevadas del alelo “variante” en la poblacién
mexicana, mientras que la tercera variacion en el mismo gen presenté frecuencias mayores del

alelo “ancestral”. Lo anterior refleja que la incorporacién de diferentes variaciones de tipo SNP al
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genoma humano, puede ocurrir en ritmos distintos incluso dentro del mismo gen. En las figuras 4a
y 4b se pueden observar mas detalladamente, las diferencias en la proporcién de portadores de
los genotipos homocigotos y heterocigotos entre las 8 variaciones genéticas evaluadas, asi como la
similitud en la tendencia de la distribucién en el grueso de la poblacién, a pesar de las diferencias

puntuales entre grupos de estudio.

Como se menciond en los parrafos anteriores, cuatro de las 8 variaciones evaluadas (IL8:c.-
352A>T, IL10:c.-627T>G, 1L10:c.-1117A>G y LTA:c.131490A>G) presentaron distribuciones
genotipicas que estuvieron fuera del equilibrio de H-W para uno o mas de los grupos de estudio.
Interesantemente, en los 4 casos, el grupo de estudio EP se encontré en desequilibrio con
respecto al principio de H-W. Debido a que el grupo EP incluye una combinacidn heterogénea de
sujetos con diferentes formas de enfermedad periodontal (PCG+PAG), no es sorprendente que
este hallazgo se hubiera observado, y sugiere que existen diferencias genéticas importantes en la
distribucién de genotipos entre los grupos PCG y PAG en la poblacién mexicana, mismos que
pudieran ser responsables del desequilibrio observado al considerar juntos a los sujetos de estos

grupos.

COMPARACION DE ALELOS Y GENOTIPOS INDIVIDUALES
En las tablas 4a-d se muestran los resultados de las pruebas estadisticas empleadas para comparar
las frecuencias alélicas y genotipicas de las 8 variaciones genéticas entre cada uno de los 4 pares
de grupos de estudio. De las 40 variables individuales, Unicamente cuatro (IL8:c.[-352AA], IL8:c.[-
352T], IL10:c.[-854TT] e IL10:c.[-854C]) presentaron frecuencias significativamente diferentes
entre los grupos comparados (M-W). Para la comparacion tanto entre PCG y SP, como entre EP y
SP, las frecuencias de 1L10:c.[-854TT] e 1L10:c.[-854C] fueron significativamente diferentes entre

los grupos experimental y control (M-W p<0.05); sin embargo, Unicamente el alelo IL10:c.[-854C]
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presentd una asociacién significativa con los grupos experimentales (PCG vs. SP: F p<0.05,
RM=3.13, 1C95%=1.17-8.36. EP vs. SP: F p<0.05, RM=2.77, 1C95%=1.16-6.62). En la comparacién
entre los grupos PAG y SP, ninguno de los alelos y genotipos individuales mostraron frecuencias
significativamente diferentes entre los grupos. Por otra parte, las frecuencias de IL8:c.[-352AA] e
IL8:c.[-352T] fueron significativamente diferentes entre los grupos PAG y PCG (M-W p<0.05), pero
Unicamente el alelo 1L18:c.[-352T] presentd una asociacion significativa con el grupo experimental
(F p<0.05, RM=3.90, 1C95%=1.04-14.58). De manera general, ninguno de los alelos o genotipos
individuales presenté valores de SNS, ESP, EXC, IFP, IFN, VPP y VPN suficientemente aceptables
para poder sugerir que alguno seria un marcador Util o especifico para los grupos experimentales

en alguna de las 4 comparaciones.

SELECCION DE ALELOS Y GENOTIPOS INDIVIDUALES
Se seleccionaron, para las fases posteriores del analisis, en total los 5 alelos y 5 genotipos
individuales cuyos valores de RM, EXC e IFN estuvieron dentro de los puntos de corte establecidos
como criterios de seleccidn, mismos que fueron descritos en la seccion de materiales y métodos.
En la figura 5, se presenta la dispersidn de los alelos y genotipos individuales de acuerdo con los 3
criterios de seleccién para cada una de las 4 comparaciones y se delimitan aquellos que
presentaron valores que estuvieron dentro de los puntos de corte establecidos. Las tablas 4a-d
sefialan, dentro de los recuadros punteados, aquellos alelos y genotipos individuales que fueron
seleccionados. Asi mismo, la figura 6 describe el universo de los 10 alelos y genotipos individuales
que fueron seleccionados en una o mas de las 4 comparaciones entre grupos. Ninguno de los
alelos o genotipos individuales seleccionados mostré capacidad para marcar de manera exclusiva
(sin marcar conjuntamente a otros grupos) al grupo PCG en la comparacion PCG vs. SP. Sin

embargo, 2 de ellos (IL10:c.[-1117A] e IL10:c.[-627G]) mostraron capacidad para marcar
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conjuntamente al grupo mencionado en la comparacién anterior y al grupo EP en la comparacion
EP vs. SP. Adicionalmente, 2 de los alelos y genotipos seleccionados (IL10:c.[-854TC] e IL10:c.[-
854C]) fueron capaces de marcar tanto a los 2 grupos experimentales anteriores como al grupo
PAG en la comparacion PAG vs. SP. Los genotipos I1L12B:c.[*159AC] e IL10:c.[-627TG] fueron
relevantes para marcar exclusivamente al grupo PAG en la comparacion PAG vs. SP, mientras que
el alelo IL6:c.[-237G] y el genotipo TNF:c.[-488GG] mostraron capacidad para marcar
exclusivamente al grupo EP en la comparacién EP vs. SP. El alelo IL8:c.[-352T] marcd
exclusivamente al grupo PAG en la comparacion PAG vs. PCG, y el genotipo LTA:c.[131+90AA]
mostré capacidad para marcar conjuntamente al grupo PAG tanto en la comparacién anterior

como en la comparacién PAG vs. SP.

GENERACION DE VARIABLES CON ALELOS Y GENOTIPOS COMBINADOS

(HAPLOTIPOS)
En la figura 7 se proporciona una descripcién de las variables dicotdmicas generadas para
identificar a los portadores de combinaciones de los alelos y genotipos individuales seleccionados.
En total se generaron 565 variables compuestas por un maximo de 8 de los 10 genotipos y/o alelos
individuales seleccionados. Las combinaciones de 9 y 10 no fueron consideradas debido a que 2 de
los alelos seleccionados (IL10:c.[-627G] e 1L10:c.[-854C]), presentaron redundancias en relacion a 2
de los genotipos (IL10:c.[-627TG] e 1L10:c.[-854TC]), por lo que no se generaron variables en las
gue la combinacién presentara simultdaneamente al alelo y al genotipo redundantes. En total, 26
variables alélicas fueron generadas, conformadas por combinaciones de 2, 3, 4 y 5 de los alelos
individuales seleccionados. Asi mismo, se generaron 26 variables genotipicas, conformadas por

combinaciones de 2, 3, 4 y 5 de los genotipos individuales seleccionados, y 513 variables
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alélicas/genotipicas constituidas por combinaciones de 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8 de los alelos y genotipos

seleccionados.

De las 565 variables alélicas, genotipicas y alélicas/genotipicas generadas, 43 estuvieron
compuestas por 2 alelos y/o genotipos individuales, 104 por 3, 155 por 4, 146 por 5, 85 por 6, 28
por 7 y 4 por 8. Los alelos IL6:c.[-237G], IL8:c.[-352T] e 1L10:c.[-1117A], asi como los genotipos
IL12B:c.[*159AC], TNF:c.[-488GG] y LTA:c.[131+90AA], se incorporaron a un total de 286
combinaciones, mientras que los alelos 1L10:c.[-627G] e 1L10:c.[-854C] y los genotipos IL10:c.[-
627TG] e 1L10:c.[-854TC] fueron incluidos uUnicamente en 190 combinaciones debido a la

redundancia de alelos que se menciond en el parrafo que antecede.

COMPARACION DE HAPLOTIPOS ENTRE GRUPOS DE ESTUDIO
Los resultados de los andlisis estadisticos empleados para evaluar y comparar las combinaciones
generadas, revelaron que las frecuencias de portadores de 275 de las 565 combinaciones
evaluadas fueron significativamente diferentes (M-W) entre los grupos de estudio en una o mas de
las comparaciones. Las frecuencias de 21 de dichas combinaciones fueron significativamente
diferentes entre grupos en la comparacion PCG vs. SP; 4 de ellas, adicionalmente presentaron
diferencias significativas en las comparaciones PAG vs. SP y EP vs. SP, y 17 adicionalmente sdlo en
la comparacién EP vs. SP. 240 combinaciones presentaron frecuencias significativamente
diferentes entre grupos en la comparacion PAG vs. SP; 94 de las cuales no mostraron diferencias
significativas en ninguna otra comparaciéon, 113 ademads presentaron diferencias en la
comparacion PAG vs. PCG, 18 en la comparacion EP vs. SP, y 11 tanto en la comparacién PAG vs.
PCG como en EP vs. SP. La frecuencia de 11 de las 275 combinaciones, mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre grupos Unicamente en la comparacion PAG vs. PCG,y 7 en la

comparacion EP vs. SP (Tabla 5).




Las 21 combinaciones que presentaron frecuencias significativamente diferentes en la
comparacion PCG vs. SP, se conformaron por 7 combinaciones alélicas (3 con 2 alelos, 3 con3y 1
con 4), 2 combinaciones genotipicas (1 con 2 genotipos y 1 con 3) y 12 combinaciones de tipo
alélica/genotipica (1 con 2 alelos y genotipos, 5 con 3, 5 con 4y 1 con 5). De las 240 combinaciones
cuyas frecuencias presentaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos PAG vy
SP, ninguna fue de tipo alélica y Unicamente 3 fueron de tipo genotipicas (1 con 2 genotipos y 2
con 3 genotipos). El resto de las combinaciones fueron de tipo alélicas/genotipicas (3 con 2 alelos
y genotipos, 29 con 3, 71 con 4, 73 con 5, 44 con 6, 15 con 7 y 2 con 8). De las 135 combinaciones
gue presentaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos PAG y PCG, 3 fueron
de tipo alélicas (3 con 2 alelos individuales, 3 con 3 y 1 con 4), ninguna fue genotipica y 128 fueron
de tipo alélicas/genotipicas (3 con 2 alelos y genotipos, 15 con 3, 36 con 4, 43 con 5, 25 con 6y 6
con 7). Por ultimo, de las 57 combinaciones que presentaron frecuencias con diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos EP y SP, 7 fueron de tipo alélicas (3 con 2 alelos
individuales, 3 con 3 y 1 con 4), 2 fueron de tipo genotipicas (1 con 2 genotipos individuales y 1
con 3), y 48 fueron de tipo alélicas/genotipicas (1 con 2 alelos y genotipos individuales, 11 con 3,

19 con4,12 con5,4 con 6y 1con?7).

Una sintesis de las estadisticas empleadas para comparar la frecuencia de alelos y genotipos
combinados entre los grupos de estudio, se presenta en la tabla 5. Resulta interesante destacar
gue a pesar de que en los analisis de alelos y genotipos individuales, ninguno presenté frecuencias
significativamente diferentes entre los grupos PAG y SP; en los analisis de alelos y genotipos
combinados, el mayor numero de diferencias estadisticamente significativas se presentaron
precisamente en la comparacién entre dichos grupos. Ain mas, los valores calculados en cuanto a

la capacidad de combinaciones para marcar especificamente a los grupos experimentales y de
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separar a dichos grupos de sus controles, asi como en cuanto a las probabilidades de riesgo,
fueron superiores en la comparacion PAG vs. SP que en el resto de las comparaciones (valores
maximos de EXC, Dy Y RM: PCG vs. SP=0.65, 0.22 y 3.47; PAG vs. SP=0.72, 0.38 y 9.09; PAG vs.
PCG=0.75, 0.36 y 7.15; EP vs. SP=0.68, 0.22 y 4.24, respectivamente). Esto indica que la evaluacién
de la asociacién de variaciones genéticas con determinadas enfermedades, abordada mediante
estrategias de analisis que consideran a los alelos y genotipos de diferentes variaciones de manera
a conjuntas, aumenta la capacidad para identificar asociaciones y la potencia global como
marcadores de grupos especificos. Lo anterior, en contraste con las estrategias mas comunmente
empleadas que consideran a cada variacion genética de manera individual como entidades
independientes. Asi mismo, los resultados de los andlisis de alelos y genotipos combinados,
representaron para el presente estudio, el primer indicio de que las variaciones genéticas

reportadas podrian estar asociadas de manera especifica con el riesgo y susceptibilidad a la PAG.

SELECCION DE ALELOS Y GENOTIPOS COMBINADOS (HAPLOTIPOS)
La seleccién de combinaciones se realizd mediante un procedimiento en 2 fases, de acuerdo con la

descripcidn que se presentd en la seccidn de materiales y métodos.

Fase 1. En base a los analisis estadisticos
En la figura 8, se presenta una grafica de burbujas que muestra la dispersion de las 565
combinaciones generadas, considerando la EXC calculada para cada una (eje horizontal) en
relacion al IFN (eje vertical) y la D, (didmetro de las burbujas) en cada una de las 4
comparaciones entre los grupos de estudio. En la primera fase, se seleccionaron en total las 62
combinaciones cuyos valores de RM, EXC, IFN, M-W, F, M-H, % i=1 exp, % i=1 con y D, estuvieron

dentro de los puntos de corte establecidos como criterios de seleccion (ver “Andlisis estadistico de




datos” en materiales y métodos). Todas las combinaciones seleccionadas fueron de tipo

alélicas/genotipicas.

La figura 9 describe el universo de las 62 combinaciones que fueron seleccionadas en una o mas
de las 4 comparaciones entre grupos. Ninguna de las comparaciones mostré capacidad para
marcar de manera exclusiva o conjunta al grupo PCG en la comparacién PCG vs. SP, ni al grupo EP
en la comparacion EP vs. SP. Asi mismo, tampoco se encontraron combinaciones capaces de
marcar de manera exclusiva al grupo PAG en la comparacion PAG vs. PCG. Sin embargo, 26 de las
combinaciones seleccionadas fueron relevantes para marcar al grupo PAG conjuntamente en las
comparaciones PAG vs. SP y PAG vs. PCG. Finalmente, 36 combinaciones mostraron buena

capacidad para marcar de manera exclusiva al grupo PAG en la comparacion PAG vs. SP.

El grupo de las 62 combinaciones seleccionadas se conformé por combinaciones con 2, 3,4,5y 6
alelos y genotipos individuales, por lo que ninguna combinacién con 7 y 8 fue conservada después
de esta primera fase de seleccidon para los analisis posteriores. Asi mismo, parece interesante
destacar que a partir de este punto en el anadlisis, todos los alelos y genotipos individuales o
combinados quedaron descartados como posibilidades para marcar especificamente tanto al

grupo PCG como al EP.

Fase 2. En base a redundancias
En la segunda fase de seleccidén, se eliminaron las combinaciones redundantes utilizando el
método anteriormente descrito. 9 combinaciones fueron seleccionadas en esta fase, 7 de las
cuales estuvieron compuestas por 5 alelos y genotipos individuales, y 2 por 6. La figura 10
presenta la lista de las 9 combinaciones seleccionadas y una descripcién detallada de su

composicion. Cabe sefialar que todas las combinaciones que se conservaron después de esta




ultima fase de seleccién exhibieron, en términos generales, una buena capacidad y potencia global

para marcar al grupo PAG tanto en la comparacién PAG vs. SP como en PAG vs. PCG.

APLICACION Y ANALISIS DEL MODELO ADITIVO PROPUESTO
El modelo aditivo que se describié en la seccién de materiales y métodos, fue aplicado a todos los
perfiles genéticos que es posible generar al crear conjuntos de 3 hasta 9 de las combinaciones
seleccionadas. En total, el modelo aditivo se aplicé a 466 perfiles genéticos, los cuales fueron
evaluados para determinar las frecuencias de portadores en el nivel de exigencia (punto de corte)
establecido para cada andlisis. Se generd el mismo conjunto de analisis estadisticos que se empled
para comparar y evaluar tanto las frecuencias individuales como las combinadas. Dicho conjunto
incluyé cdlculos de la proporcidon de portadores en cada grupo de estudio y Dnay, asi como
comparaciones entre grupos mediante la prueba M-W, la evaluacién de la habilidad de cada perfil
para marcar a los grupos experimentales mediante el calculo de SNS, ESP, EXC, IFP, IFN, VPP y VPN,
la busqueda de asociaciones de cada perfil genético aditivo con los grupos de estudio y las
estimaciones de riesgo utilizando la prueba F, RR, RM y M-H. Los resultados del conjunto de
estadisticas fueron evaluados para identificar el mejor perfil genético aditivo para marcar a cada

uno de los grupos experimentales.

IDENTIFICACION DE MARCADORES GENETICOS
Dos perfiles genéticos aditivos fueron identificados, ambos para marcar al grupo PAG (uno en la
comparacion PAG vs. SP y el otro en la comparacién PAG vs. PCG). La seleccidon de marcadores
genéticos se realizd considerando Unicamente al perfil genético aditivo con el mayor poder, menor
error y mas elevada capacidad para separar y marcar especificamente a los grupos

experimentales.
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Las distribuciones de frecuencias tanto del perfil identificado para marcar al grupo PAG en la
comparacion PAG vs. SP, como de las 4 combinaciones que lo componen, se presentan en la figura
11a. Este marcador (perfil), considerd individuos portadores de 2 o mas de las combinaciones
incluidas en el modelo. En la figura 11b se resumen las estadisticas comparativas entre grupos de
estudio de este marcador genético y de las 4 combinaciones que lo conforman de manera
individual. Exceptuando la comparacién PCG vs. SP, el marcador aditivo proporcioné mejor
separacién entre los grupos experimental y control (D), asi como una mayor probabilidad de
riesgo que cualquiera de las combinaciones por separado. Sin embargo, la capacidad para marcar
al grupo EP en la comparacion EP vs. SP fue pobre. Asi mismo, ninguna de las posibilidades, ya sea
del marcador aditivo o de cualquiera de las 4 combinaciones por separado mostrd capacidad para
marcar o separar al grupo PCG en la comparacion PCG vs. SP. Cabe sefalar que a pesar de que este
marcador fue seleccionado como el mejor de los 466 evaluados, para separar al grupo PAG
especificamente en la comparacién PAG vs. SP, su capacidad para marcar a dicho grupo en la

comparacion PAG vs. PCG, si bien no fue la mejor, también fue muy buena.

En las figuras 12a-d se presenta la separacién que se produce en las frecuencias relativas
acumuladas entre los grupos experimental y control en cada una de las comparaciones, al aplicar
este modelo aditivo en los diferentes niveles de exigencia. El punto de corte en el nivel de
exigencia fue establecido en donde se produjo la maxima diferencia entre los grupos, en este caso

2 combinaciones.

Al aplicar el modelo aditivo a las 4 combinaciones se lograron porcentajes de aciertos (SNS) y
niveles de error (IFN) de 35% vy 22%, 78% y 22%, 78% y 35%, y 49% y 22%, respectivamente en las

comparaciones PCG vs. SP, PAG vs. SP, PAG vs. PCG y EP vs. SP. Lo anterior demuestra que el




marcador sugerido, carece de una potencia global aceptable para marcar a los grupos PCG y EP,

pero posee una muy buena habilidad para marcar al grupo PAG.

En las figuras 13a-b se presentan las distribuciones de frecuencias y los resimenes de las
estadisticas comparativas, de las 3 combinaciones y del segundo perfil conformado por las
mismas, mismo que fue identificado para marcar al grupo PAG especificamente en la comparacion
PAG vs. PCG. Las figuras 14a-d presentan las evaluaciones de este segundo modelo en cuanto a su
capacidad para separa y marcar especificamente a los grupos experimentales en cada una de las
comparaciones. Las figuras citadas, se presentan en el mismo formato que las que se describieron

para el primer perfil.

En términos generales, los resultados de las evaluaciones de este segundo modelo, tendieron a ser
similares a los obtenidos para el primer marcador descrito. Es decir, la capacidad del marcador
para separar a los grupos PCG y EP del grupo SP fue pobre; mientras que su habilidad para marcar
a PAG en las comparaciones PAG vs. SP y PAG vs. PCG, fue buena. Sin embargo, debido a que este
fue el mejor marcador para separar al grupo PAG especificamente de PCG, se considerd

importante no descartarlo como posible perfil.




DISCUSION

Los resultados del presente estudio revelan asociaciones entre combinaciones (haplotipos) de
diferentes alelos y genotipos especificos de las variaciones genéticas estudiadas, y la periodontitis
agresiva generalizada en sujetos mexicanos. Asi mismo, se presento el disefio y uso de un modelo
matematico desarrollado para identificar perfiles genéticos complejos en estudios de tipo caso-
control, los cuales pudieran estar asociados con y/o separar a grupos especificos dentro de una
poblacién determinada. Se demostré que la aplicacion de dicho modelo, permite considerar la
influencia de alelos y genotipos individuales de diferentes variaciones genéticas, en el contexto de
su aportacién como parte de un haplotipo complejo que incluye a una gama de variaciones en
diferentes genes que codifican para proteinas con funciones o efectos similares. EI modelo
propuesto, permitié identificar las asociaciones de alelos y genotipos individuales con las
patologias evaluadas, incluso cuando mostraron poca relevancia al ser analizados como entidades

aisladas e independientes de otras variaciones.

El desarrollo de métodos eficientes y de bajo costo para la genotipificacion de variaciones
genéticas de tipo SNP en anos recientes, ha conducido a la identificacién de un nimero elevado de
dichas variaciones en el genoma humano; asi como al vertiginoso desarrollo y publicacién de
numerosos estudios para determinar las asociaciones de dichas variaciones con enfermedades
especificas. Se ha calculado que en el genoma humano, compuesto de aproximadamente 3
billones de nucledtidos, existen entre 7 y 10 millones de variaciones de tipo SNP (Hinds et al.
2005). A la fecha, la cantidad y complejidad de los datos generados en este tipo de estudios, ha
excedido por mucho a la presentacidon de propuestas de modelos de andlisis para procesar e
interpretar adecuadamente dicha informacién. Por lo tanto, la mayoria de los estudios contindan

utilizando modelos relativamente simples y limitados de analisis de datos, reportando
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generalmente sélo la frecuencia de portadores de alelos o genotipos de variaciones individuales
como fendmenos independientes de otras variaciones en el mismo o en diferentes genes
(Greisenegger et al. 2003, Mohlig et al. 2004, Morahan et al. 2002, Padovani et al. 2000,
Rasmussen et al. 2000, Vendrell et al. 2003, Walston et al. 1999). A pesar de esto, la tendencia en
estudios recientes es reportar alelos o genotipos combinados; sin embargo, los estudios que han
llevado esto acabo, generalmente incluyen un nimero muy limitado de variaciones en sus analisis
(Fernandez et al. 2005, Karahan et al. 2005, Nibali et al. 2009, Schulz et al. 2008, Yang et al.
2005). Lo anterior obliga a las ciencias biolégicas a adoptar estrategias multidisciplinarias de
mayor alcance que faciliten el disefio de modelos matematicos y estadisticos nuevos que sirvan
como herramientas Utiles para procesar, analizar e interpretar con mayor rapidez y eficiencia la

informacién generada.

Una de las mayores dificultades que se presentan en la exploracion de los datos derivados del
estudio de variaciones genéticas y sus asociaciones con enfermedades, es la de vincular la
informacién de multiples alelos y genotipos de un nimero extenso de variaciones, asociandolos no
solo con estados patoldgicos sino también con los posibles efectos funcionales de tales genotipos
complejos. Este problema es particularmente grave cuando se trata de reportes de variaciones en
el genoma completo, o bien para el caso de enfermedades multifactoriales comunes, como la
enfermedad periodontal (Hinds et al. 2005, Hoffmann et al. 2002, Meenagh et al. 2002). Dichas
enfermedades, tienden a prevalecer en familias, grupos étnicos y zonas geograficas, y aunque se
trasmiten hereditariamente, sus patrones de herencia no se ajustan a los patrones Mendelianos.
En la genética Mendeliana, los fenotipos son dominadas por los componentes genéticos, y las
interacciones entre genes y factores ambientales de riesgo o microorganismos son poco

relevantes. La mayor parte de las enfermedades asociadas con genes Unicos que muestran




patrones Mendelianos de herencia, como la fibrosis quistica, son poco frecuentes y sus primeros
signhos tienden a evidenciarse en la infancia. En el caso de las enfermedades multifactoriales
comunes, se hereda el riesgo de desarrollar la enfermedad y no la certeza de presentarla. Por lo
tanto, en dichas enfermedades, la interaccion entre genes y factores ambientales de riesgo o
microorganismos, es discreta y compleja. Es decir, los genes de susceptibilidad regulan el efecto de
los factores ambientales y microorganismos haciendo que los eventos que dan inicio a la
enfermedad sean mds o menos probables (Duff 2006). Considerando por una parte, que la
patogenia de las enfermedades periodontales involucra una extensa gama de citocinas
inflamatorias; y por la otra, la compleja y redundante regulacion de las cascadas de produccion de
dichas citocinas durante los procesos inflamatorios, es improbable que una o dos variaciones

genéticas individuales, tengan un efecto representativo de la complejidad de dichos procesos.

La diversidad genética dentro de y entre poblaciones, razas y grupos étnicos humanos ha sido un
tépico de investigacidn intensa durante las tres ultimas décadas. En la actualidad, existe un interés
particular en el estudio del papel conjunto de las variaciones genéticas y los factores ambientales
de riesgo, en la etiologia y susceptibilidad a ciertas enfermedades en diferentes poblaciones. Se
reconoce que la frecuencia de variaciones genéticas, puede diferir significativamente entre
poblaciones, zonas geograficas y/o grupos étnicos (Hoffmann et al. 2002). Identificar las
diferencias genéticas entre grupos similares de seres humanos, es importante para poder disefiar
y crear mapas de asociacién donde se pueda relacionar a las variaciones genéticas con
enfermedades que afectan de manera particular a determinadas poblaciones (Hassan et al. 2003).
Se ha demostrado que incluso dentro de una misma poblacion, las frecuencias alélicas y
genotipicas de variaciones, pueden ser notablemente diferentes. La distribucién de variaciones en

la poblacién parece estar relacionada con sub-regiones especificas y se piensa que dicha diferencia




genética es el reflejo de la historia étnica particular (Kubistova et al. 2006). En este sentido, es
importante sefalar que en los textos del presente trabajo, se hace referencia a la poblacidn
incluida en el estudio indistintamente como “poblacion mexicana” o “poblacion de mestizos
mexicanos”. Considerando que todos los sujetos incluidos en el estudio fueron seleccionados en
base a que eran mexicanos tanto por nacionalidad como por nacimiento, y que sus padres y por lo
menos dos de sus abuelos también lo eran; y que ninguno pertenecia a alguna denominacién
indigena o era de las razas negra, asiatica o caucdsica, los términos anteriores no son imprecisos.
Sin embargo, cabe destacar que la mayoria de los sujetos incluidos en el estudio eran originarios
del Distrito Federal y area Metropolitana. Por lo tanto, a pesar de que es correcto referirse a la
poblacién evaluada como una “poblacion mexicana” o “poblacion de mestizos mexicanos”, los
alcances del presente estudio, no permiten garantizar que los resultados sean representativos de

mestizos mexicanos en todas y cada una de las regiones geograficas del pais.

En la tabla 7 se resumen los resultados de diversos estudios que han reportado la distribucién de
frecuencias alélicas y genotipicas de las variaciones reportadas en el presente estudio en
diferentes poblaciones del mundo. En la poblacidon de mestizos mexicanos incluidos en el estudio,
el genotipo mas frecuentemente detectado para la variacion IL6:c.-237C>G, independientemente
del grupo de estudio, fue IL6:c.[-237GG] (73.2% a 77.8%), seguido por el genotipo heterocigoto
(21.1% a 24.4%) y el homocigoto IL6:c.[-237CC] (0% a 2.4%). Para dicha variacion, el alelo
detectado con menor frecuencia fue IL6:c.[-237C] (11.1% a 14.6%). Asi mismo, para las variaciones
TNF:c.-488G>A y LTA:c.131+90A>G, se encontrd que los genotipos mas comunes fueron TNF:c.[-
488GG] (87.8% a 96.3%) y LTA:c.[131+90AA] (47.6% a 63.0%), respectivamente. Para ambas
variaciones los genotipos heterocigotos siguieron a los genotipos anteriores en el porcentaje de

portadores vy, los genotipos homocigotos TNF:c.[-488AA] y LTA:c.[131+90GG] fueron los de menor




frecuencia (0% a 1.8% y 4.8% a 17.2%, respectivamente). Estos resultados fueron similares a las
distribuciones de genotipos y alelos para estas variaciones, reportadas en otros estudios de
mestizos mexicanos (Parra-Rojas et al. 2006, Wu et al. 2007), asi como de poblaciones turcas
(Karahan et al. 2005), de individuos de raza negra de Estados Unidos de Norteamérica (E.U.)
(Jenny et al. 2002) y del Reino Unido (Nibali et al. 2009), asiaticos del Reino Unido (Nibali et al.
2009), japoneses (Furuta et al. 2002), coreanos (Um & Kim 2003) e individuos de la Republica

Checa (Fassmann et al. 2003).

Sin embargo, para las mismas variaciones existieron discrepancia importantes con respecto a las
distribuciones reportadas para poblaciones de Finlandia (Hulkkonen et al. 2001), Alemania
(Mohlig et al. 2004, Schotte et al. 2001, Schulz et al. 2008, Yang et al. 2005), Escocia (Basso et al.
2002), Austria (Greisenegger et al. 2003), Dinamarca (Rasmussen et al. 2000), asi como para las
reportadas en individuos caucasicos de E.U. (Cozen et al. 2004, Jenny et al. 2002, Walston et al.
1999) y de raza negra de Sudafrica (Corbett et al. 2002). A diferencia de los resultados del
presente estudio, en las poblaciones antes mencionadas, los genotipos heterocigotos de las
variaciones IL6:¢c.-237C>G y LTA:c.131+90A>G fueron los mas frecuentemente detectados (43.0% a
54.8% y 49%, respectivamente) y, los porcentajes de portadores del alelo IL6:c.[-237G] (41.8% a
69.2%) y el genotipo LTA:c.[131+90AA] (37%) fueron significativamente menores a los observados
en la poblaciéon mexicana (85.4% a 88.9% y 47.6% a 63.0%, respectivamente). Por otra parte, a
pesar de que la distribucion de genotipos para la variacion TNF:c.-488G>A en las poblaciones de
los estudio antes citados, fue similar a la observada en sujetos mexicanos en el presente estudio
(genotipo de mayor frecuencia TNF:c.[-488GG], seguido por heterocigotos y homocigotos TNF:c.[-
488AA]), los porcentajes de portadores del genotipo heterocigoto y del homocigoto TNF:c.[-

488GG] discreparon importantemente. Dichas discrepancias consistieron en un aumento en la
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frecuencia de portadores heterocigotos (22.5% a 35.0%) y una disminucién en la frecuencia de
portadores homocigotos TNF:c.[-488GG] (61.0% a 73.2%), en los estudios de Alemania (Schulz et
al. 2008, Yang et al. 2005), Dinamarca (Rasmussen et al. 2000), Sudafrica (Corbett et al. 2002) y
de caucasicos de E.U. (Walston et al. 1999), comparados con la poblacion mexicana que aqui se

reporta (3.7% a 12.2% y 87.8% a 96.3%, respectivamente).

En México, el mayor porcentaje de la poblaciéon estd compuesto por individuos provenientes de
una mezcla de indigenas con europeos (mayormente espafioles), con una pequefia pero
importante contribucién de africanos (Bonilla et al. 2005). Ademas de la inmigracion espafiola a
México, durante los siglos XIX y XX, practicamente no existid inmigracién de otros grupos
europeos como ocurrié de forma masiva en Argentina, Brasil y Uruguay (Palma-Mora 2005). Sin
embargo, en el mismo periodo, llegé a México un gran nimero de inmigrantes del medio oriente,
principalmente de Turquia y Libano (Garcia-Ita 2005); asi como de China y Corea (INEGI 2007). Por
lo tanto, no es sorprendente que las caracteristicas genéticas de los mexicanos presenten
similitudes con las poblaciones turcas (Karahan et al. 2005), afroamericanas (Jenny et al. 2002,
Nibali et al. 2009) y asiaticas (Furuta et al. 2002, Nibali et al. 2009, Um & Kim 2003) antes
mencionadas. Sin embargo, las similitudes detectadas con la poblacidon de la Republica Checa
(Fassmann et al. 2003); compuesta mayormente por mezclas de checos, alemanes, polacos,
romanos y hdngaros, son dificiles de explicar y merece exploraciones de patrones histdricos de
ascendencia e inmigracion profundas que se salen de los alcances del presente trabajo. Asi mismo,
exceptuando el reporte citado de individuos de raza negra de Sudafrica (Corbett et al. 2002), el
resto de las discrepancias observadas con otros reportes, parecen légicas siendo que todas las
poblaciones en cuestidon estan compuestas primordialmente por individuos de raza caucasica y/o

ascendencia anglosajona.




En contraste, algunas comparaciones con estudios previos resultaron un tanto sorprendentes.
Dentro de ellas, cabe destacar la similitud en la distribucién de frecuencias para la variacién
IL12B:c.*159A>C detectada entre la poblacion mexicana del presente estudio y la poblacidn
Australiana (Morahan et al. 2002). Esto sorprende debido a que las ascendencias principales de la
poblacién son anglosajonas; particularmente de Inglaterra, Irlanda y Escocia. Lo anterior sugiere
qgue; a pesar de que pudieran existir patrones similares de distribucién de la mayoria de las
variaciones genéticas en determinados grupos poblacionales, existe la posibilidad de que la

distribucién de algunas variaciones en particular pueda salirse de dicho esquema.

Otro hallazgo inesperado fue que no se detectaron similitudes en la distribucidon de frecuencias
alélicas y genotipicas de la mayoria de las variaciones (IL6:c.-237C>G, 1L8:c.-352A>T, IL10:c.-
854T>C, 1L10:c.-1117A>G, IL12B:c.*159A>C y TNF:c.-488G>A) entre la poblacion mexicana vy la
espafiola; poblacion con la que se anticipaban pocas discrepancias (Fernandez et al. 2005, Landi et
al. 2003, Martinez-Pomar et al. 2006, Vendrell et al. 2003). En la poblacién espafiola, las
distribuciones de las variaciones IL6:c.-237C>G y TNF:c.-488G>A, fueron parecidas a las que se
mencionaron en los pdarrafos que anteceden para las poblaciones de Finlandia (Hulkkonen et al.
2001), Alemania (Mohlig et al. 2004, Schotte et al. 2001, Schulz et al. 2008, Yang et al. 2005),
Escocia (Basso et al. 2002), Austria (Greisenegger et al. 2003) y Dinamarca (Rasmussen et al.
2000), asi como de individuos caucasicos de E.U. (Cozen et al. 2004, Jenny et al. 2002, Walston et
al. 1999) y de raza negra de Sudafrica (Corbett et al. 2002). En el presente estudio, los genotipos
mas frecuentemente detectados para la variacién 1L8:c.-352A>T, independientemente del grupo
de estudio, fueron IL8:c.[-352AT] e IL8:c.[-352TT] (32.8% a 44.5%), seguidos por el genotipo
homocigoto IL8:c.[-352AA] (11.1% a 32.8%). Para dicha variacién, las frecuencias de los alelos

IL8:c.[-352A] e IL8:c.[-352T] fueron 33.3% a 49.1% y 50.9% a 66.7%, respectivamente. En un




reporte de individuos espafioles sistémicamente sanos, el porcentaje de portadores del genotipo
heterocigoto fue significativamente mayor (55.2%) (Landi et al. 2003). Para las variaciones IL10:c.-
854T>C (Fernandez et al. 2005), 1L10:c.-1117A>G (Fernandez et al. 2005) e 1L12B:c.¥*159A>C
(Martinez-Pomar et al. 2006), los estudios de la poblacién espafiola reportaron un mayor
porcentaje de portadores de los genotipos IL10:c.[-854CC] (55.3% a 62.8%, presente estudio:
18.5% a 27.6%), I1L10:¢.[-1117GG] (16.9% a 24.4%, presente estudio: 0% a 4.9%) e IL12B:c.[*159AA]
(62.9% a 68.5%, presente estudio: 29.3% a 38.1%), y de los alelos 1L10:c.[-854C] (74.1% a 77.3%,
presente estudio: 45.2% a 56.9%), 1L10:c.[-1117G] (39.7% a 46.5%, presente estudio: 18.5% a
25.6%) e IL12B:c.[*159A] (77.1% a 83.3%, presente estudio: 55.2% a 60.7%). Asi mismo, dichos
estudios reportaron un menor porcentaje de portadores de los genotipos IL10:c.[-854TC] (28.9% a
39.0%, presente estudio: 42.9% a 63.0%), IL10:c.[-1117AA] (28.1% a 37.5%, presente estudio:
53.4% a 63.0%) e IL12B:c.[*159AC] (28.6% a 29.6%, presente estudio: 45.2% a 59.3%), y de los
alelos 1L10:c.[-854T] (22.7% a 25.9%, presente estudio: 43.1% a 54.8%), IL10:c.[-1117A] (53.5% a
60.3%, presente estudio: 74.4% a 81.5%) e IL12B:c.[*159C] (16.7% a 22.9%, presente estudio:

39.3% a 44.8%).

Comparando los resultados de la presente investigacion con aquellos reportados para las
poblaciones de Brasil, Italia y del Reino Unido, se encontré que mientras que la distribucién de
alelos y genotipos para algunas variaciones genéticas mostrd similitudes, para otras fue
notablemente diferente. En la poblacidon brasileia, las frecuencias alélicas y genotipicas de la
variacién IL10:c.-1117A>G (Scarel-Caminaga et al. 2004) fueron similares a las de la poblacién
mexicana; sin embargo, se detectaron diferencias en las frecuencias de las variaciones IL6:c.-
237C>G (Moreira et al. 2007), 1L10:c.-627T>G (Scarel-Caminaga et al. 2004), 1L10:c.-854T>C

(Scarel-Caminaga et al. 2004), TNF:c.-488G>A (Padovani et al. 2000) y LTA:c.131+90A>G
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(Padovani et al. 2000). En relacién a los resultados del presente estudio, en la poblacién brasilefia
se ha reportado un menor porcentaje de portadores de los genotipos IL6:c.[-237GG] (55.6% a
59.7%, presente estudio: 73.2% a 77.8%) e 1L10:c.[-854TT] en sujetos con SP (14.4%, presente
estudio: 33.3%), y de los alelos 1L10:c.[-854T] en sujetos con SP (32.6%, presente estudio: 54.8%),
TNF:c.[-488G] en individuos sistémicamente sanos (77.1%, presente estudio:93.9% a 98.1%) y
LTA:c.[131+90A] (42.6% a 48.0%, presente estudio: 65.5% a 77.8%). Asi mismo, en sujetos con SP
se reportaron porcentajes mayores de portadores de los genotipos 1L10:c.[-627GG] (48.8%,
presente estudio: 33.3%) e IL10:c.[-854CC] (48.8%, presente estudio: 23.8%), y de los alelos
IL10:c.[-854C] (67.4%, presente estudio: 45.2%), asi como de TNF:c.[-488A] en individuos
sistémicamente sanos (22.9%, presente estudio: 1.9% a 6.1%) y LTA:c.[131+90G] (52.0% a 57.4%,
presente estudio: 22.2% a 34.5%). El hecho de que en la poblacién brasilefia, la distribucion de
frecuencias encontrada para algunas variaciones hubiera sido similar a la de la poblacién mexicana
y para otras hubiera sido diferente, podria estar relacionado con la gran diversidad racial y étnica
en Brasil. Los tres estudios citados incluyeron sujetos de la region sudeste de Brasil, en donde el
58.8% de la poblacién se compone de caucasicos, el 40.2% de razas mezcladas y africanos, el 0.8%
de asidticos y el 0.2% de indigenas. En uno de dichos estudios, los autores especificaron que su
poblaciéon de estudio se compuso por 77.2% de caucasicos y 22.8% de afroamericanos y mulatos
(Scarel-Caminaga et al. 2004); sin embargo, en los otros dos estudios no se especificd la

composicion étnica o racial de la poblacidn (Moreira et al. 2007, Padovani et al. 2000).

En publicaciones en las que se reportan poblaciones de Italia, la distribucidn de alelos y genotipos
de la variacién LTA:c.131+90A>G fue similar a la observada en el presente estudio para la
poblacidon mexicana (Scapoli et al. 2007). Sin embargo, mientras que en un estudio se reportaron

frecuencias de la variacion TNF:c.-488G>A similares a las de la poblacién mexicana (Scapoli et al.




2007), en otro se reportd un mayor porcentaje de portadores del genotipo heterocigoto TNF:c.[-
488GA] (27.0%, presente estudio: 3.7% a 12.2%) y un menor porcentaje de portadores de
genotipo homocigoto TNF:c.[-488GG] (72.2%, presente estudio: 87.8% a 96.3%) (Lio et al. 2003),
que los detectados en el presente estudio. Las frecuencias reportadas en el estudio antes citado,
fueron similares a las que se describieron en los textos que anteceden para las poblaciones de
Alemania (Schulz et al. 2008, Yang et al. 2005), Dinamarca (Rasmussen et al. 2000), Espafia (Landi
et al. 2003, Vendrell et al. 2003), Sudafrica (Corbett et al. 2002) y de individuos caucasicos de E.U.
(Walston et al. 1999). Por otra parte, las distribuciones de frecuencias de las variaciones IL6:c.-
237C>G (Pola et al. 2003, Scapoli et al. 2007) e IL10:c.-1117A>G (Lio et al. 2003) reportadas para
la poblacidn italiana, mostraron similitud con aquellas reportadas para la poblacion espaiola que
también se describieron anteriormente (Fernandez et al. 2005, Landi et al. 2003); sin embargo,

discreparon de las que se detectaron para la poblacién mexicana.

Cabe destacar que la Unica poblacidn caucasica para la que se encontraron similitudes, en las
frecuencias alélicas y genotipicas de algunas de las variaciones evaluadas, fue la del Reino Unido.
En un estudio, la distribucion de frecuencias de la variacion LTA:c.131+90A>G fue similar a la de Ia
poblacién mexicana (Pantelidis et al. 2001). En contraste, la distribucion de alelos y genotipos de
otras variaciones tales como IL6:c.-237C>G (Fishman et al. 1998, Nibali et al. 2009, Pantelidis et
al. 2001) y TNF:c.-488G>A (Grove et al. 1997), fue distinta a la de la poblacién mexicana, pero
similar a la que se describid anteriormente para las poblaciones de Alemania (Mohlig et al. 2004,
Schotte et al. 2001, Schulz et al. 2008, Yang et al. 2005), Austria (Greisenegger et al. 2003),
individuos caucasicos de E.U.(Cozen et al. 2004, Jenny et al. 2002, Walston et al. 1999), Escocia

(Basso et al. 2002), Espaiia (Landi et al. 2003, Vendrell et al. 2003), Finlandia (Hulkkonen et al.




2001), Italia (Lio et al. 2003, Pola et al. 2003, Scapoli et al. 2007), Dinamarca (Rasmussen et al.

2000) y Sudafrica (Corbett et al. 2002).

La determinacién de las distribuciones de frecuencias alélicas y genotipicas de variaciones
genéticas en diferentes poblaciones del mundo, asi como en diversos grupos raciales y étnicos
dentro de regiones geograficas particulares, es especialmente importante para garantizar una
correcta interpretacién de los resultados de estudios en los que se buscan asociaciones entre
dichas variaciones y procesos patoldgicos especificos. Las variaciones genéticas de tipo SNP
pueden afectar la estructura y composicion de la proteina para la cual el gen codifica, cuando el
nucledtido que se sustituye afecta la informacion que porta el codén, dando como resultado la
incorporacion de un aminoacido diferente. Esto ocurre cuando la variacion se localiza en regiones
de exones que estan sujetas al proceso de traduccidn, siempre y cuando la sustituciéon no
produzca un coddn con diferente secuencia pero con informacién redundante para el mismo
aminoacido. A pesar de que este es uno de los efectos que pueden tener las variaciones de tipo
SNP; no es el mds comun. En la mayoria de los casos las variaciones de tipo SNP producen
sustituciones en las regiones 5’ o0 3’ no traducidas del gen, en intrones o en regiones cercanas al
gen pero fuera de las secuencias codificantes. Las variaciones en dichas regiones, no producen
cambios en la estructura o composicion de la proteina codificada, sino que generalmente influyen
sobre los mecanismos que regulan la expresién del gen. De tal manera, que ante estimulos
similares, la expresién del gen puede verse aumentada o disminuida cuando se presenta un alelo o

genotipo determinado de la variacion.

Algunos estudios in vitro e in vivo, han demostrado los efectos de alelos y genotipos especificos de
variaciones sobre la expresién de diversos genes que codifican para citocinas inflamatorias. Por

ejemplo, estudios previos han demostrado que la presencia del genotipo IL6:c.[-237CC], asi como
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del alelo IL6:c.[-237C], provocan una disminucién significativa en la produccion de IL-6 en
comparacion a la presencia del genotipo IL6:c.[-237GG] vy el alelo IL6:c.[-237G], respectivamente,
de la variacion 1L6:c.-237C>G (Cozen et al. 2004, Fishman et al. 1998, Moreira et al. 2007,
Tischendorf et al. 2007). En otros estudios, se ha demostrado que la presencia de cualquiera de
los genotipos homocigotos IL12B:c.[*159AA] o IL12B:c.[*159CC] de la variacién 1L12B:c.*159A>C,
provoca un aumento importante en la secrecién de IL-12 p70 y en la transcripcion de 1L-12 p40,
comparado con la presencia del genotipo heterocigoto IL12B:c.[*159AC] (Morahan et al. 2002,
Peng et al. 2006). Asi mismo, la presencia del alelo TNF:c.[-488A] de la variacién TNF:c.-488G>A, se
ha relacionado con el aumento en la produccidon de la citocina TNF, en comparacién con la
presencia del alelo TNF:c.[-488G] (Abraham & Kroeger 1999, Sallakci et al. 2005, Wilson et al.
1997, Yang et al. 2009). A pesar de las demostraciones anteriores, es importante considerar que
las citocinas representan una familia de proteinas solubles reguladoras que intervienen en el
crecimiento, migracién, sefializacion y diferenciacion de un gran nimero de lineas celulares.
Dichas proteinas tienen un alto grado de pleotropia y redundancia; es decir, que varias citocinas
pueden contribuir al desarrollo de la misma funcién en un determinado tipo celular y como
consecuencia; en ausencia de una determinada citocina, sus funciones pueden ser reemplazadas
total o parcialmente por otras. Esta caracteristica complica tanto la separacién de sus roles
individuales dentro de las respuestas tisulares, como el entendimiento de las implicaciones
funcionales de las variaciones en los genes que las codifican y la comprensién del fundamento
bioldgico de las asociaciones que se han establecido entre dichas variaciones y enfermedades
especificas en el ser humano. A la fecha, algunos estudio han comenzado a abordar este problema
describiendo interacciones complejas entre una gama relativamente amplia de citocinas y las

variaciones genéticas que afectan su expresion (Knight 2005, Peng et al. 2006, Smeltz et al. 2002).




La idea de que la detecciéon de variaciones genéticas especificas, pudiera servir como una
herramienta diagndstica y predictiva Util en la practica clinica para el manejo de enfermedades
multifactoriales comunes, no es nueva. Una gama relativamente amplia de variaciones en genes
que codifican para citocinas inflamatorias han sido propuestas como marcadores de
predisposicion y riesgo a diversas enfermedades incluyendo la enfermedad coronaria (Basso et al.
2002), la artritis reumatoide (Buchs et al. 2001, Jouvenne et al. 1999), el sindrome de Sjogren
primario (Hulkkonen et al. 2001), la esquizofrenia (Katila et al. 1999), la colitis ulcerativa y
enfermedad de Crohn (Bioque et al. 1996, Bioque et al. 1995, Hacker et al. 1998, Heresbach et al.
1997, Nemetz et al. 1999, Stokkers et al. 1998), la psoriasis (Cork et al. 1993), la enfermedad de
Graves (Blakemore et al. 1995), el cancer colorectal (Landi et al. 2003), la ateroesclerosis (Jenny

et al. 2002) y el lupus eritematoso (Blakemore et al. 1994).

En este sentido, en diversos estudios se han reportado las asociaciones de los alelos y genotipos
de la variacién IL6:c.-237C>G con enfermedades sistémicas. Algunos de ellos determinaron que no
existia una asociacién entre alelos o genotipos de la variacion y el sindrome de Sjogren primario
(Hulkkonen et al. 2001), los perfiles lipidicos de individuos (Parra-Rojas et al. 2006), la fibrosis
pulmonar idiopatica (Pantelidis et al. 2001) y la embolia cerebral en nifios (Karahan et al. 2005).
En contraste, el alelo IL6:c.[-237G] se asocid en un estudio con la predisposicion de individuos con
lupus eritematoso sistémico a presentar lesiones discoides cutaneas y concentraciones elevadas
de anticuerpos antihistona (Schotte et al. 2001). En otros estudios, la presencia del genotipo
IL6:c.[-237GG] presentd asociacidn con la severidad de eventos cerebrovasculares agudos (RM=3.2
a 4.2) (Greisenegger et al. 2003) y con la historia de embolias cerebrales isquémicas (Pola et al.
2003). Asi mismo, se reportd que la presencia del alelo IL6:c.[-237C], no sdlo disminuia la

produccién de IL-6, sino que también disminuia significativamente el riesgo de padecer artritis




cronica juvenil sistémica (Fishman et al. 1998). Similarmente, otros estudios han determinado que
la presencia del genotipo IL6:c.[-237CC] se asociaba con la disminucién en el riesgo de padecer
linfoma de Hodgkin del adulto joven (Cozen et al. 2004) y enfermedad coronaria (Basso et al.
2002). Como se menciond anteriormente, en el caso de esta variacion genética, el genotipo IL6:c.[-
237GG] y el alelo IL6:c.[-237G], son los que se han asociado con la sobreproduccion de IL-6; por lo
tanto, no es extrafio que en la mayor parte de los estudios, dicho alelo y genotipo se reporten con
mayor frecuencia asociados con el aumento en la susceptibilidad y riesgo a padecer diversas

enfermedades que presentan un componente inflamatorio importante dentro de su patogenia.

Sin embargo, los resultados de un cierto grupo de estudios, ofrecen mayores dificultades
interpretativas. Por ejemplo, en dos estudios, la presencia del alelo IL6:c.[-237C] (relacionado con
la baja produccién de IL-6), se asocid con el aumento del riesgo a padecer cancer colorectal (Landi
et al. 2003) y de la predisposicion a la ateroesclerosis (Jenny et al. 2002). Aunque en el primer
estudio mencionado, la probabilidad de riesgo reportada fue baja (RM=1.53), los autores
mencionaron e interpretaron la asociacion como significativa. En otro estudio, se determind que la
presencia del genotipo IL6:c.[-237CC] (también relacionado con la produccion discreta de IL-6), se
asocio con el riesgo de presentar diabetes mellitus tipo 2 en individuos con un indice de masa
corporal >28kg/m’ (Mohlig et al. 2004). Una posible explicacién de que el genotipo y alelo
relacionados con la baja produccion de la citocina se encuentren asociados con las enfermedades
anteriores, podria ser que los procesos patolégicos especificos de las mismas, se acentien en
presencia de concentraciones discretas de la citocina. De lo contrario, otras posibilidades

interpretativas tendrian que ser exploradas mas a fondo.

En un estudio se determind que los individuos portadores del alelo IL8:c.[-352A], asociado con una

baja produccién de IL-8, presentaron una disminucion en la susceptibilidad al cdncer colorectal en
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comparacion a portadores del alelo IL8:c.[-352T] (Landi et al. 2003). En relacién a las variaciones
del gen IL10, en un estudio se reportd que mientras que la variacidn IL10:c.-854T>C no influyé en
la susceptibilidad a padecer colitis ulcerativa y enfermedad de Crohn, los portadores del alelo
IL10:c.[-1117G] presentaron un riesgo mayor a padecer dichas enfermedades que los portadores
del alelo IL10:c.[-1117A] (RM=3.18) (Fernandez et al. 2005). Por otro lado, en un reporte de las
asociaciones de la variacion IL12B:c.*159A>C con las inmunodeficiencias variables comunes, se
determiné que dicha variacién no influia en la susceptibilidad o riesgo a padecer ese grupo de
enfermedades (Martinez-Pomar et al. 2006); sin embargo, en otro reporte se determind que el
genotipo heterocigoto IL12B:c.[*159AC] se asociaba significativamente con la severidad de asma,
pero no al riesgo de padecer la enfermedad, y que dicho genotipo disminuia la produccion de IL-12
p70 vy la transcripcidn de IL-12 p40, en comparacidn a los genotipos homocigotos IL12B:c.[*159AA]
e IL12B:c.[*159CC] (Morahan et al. 2002). En otros reportes, los alelos y genotipos de la variacion
LTA:c.131+90A>G, no se asociaron significativamente con infarto al miocardio (Padovani et al.
2000), asma en nifios mexicanos (Wu et al. 2007), ni fibrosis pulmonar idiopatica (Pantelidis et al.

2001).

La busqueda de asociaciones entre la variaciéon TNF:c.-488G>A vy diversas de enfermedades, ha
sido de las mas extensamente reportadas en la literatura relativa a variaciones de tipo SNP, debido
al papel primordial que tiene la citocina TNF en los procesos inflamatorios. Sin embargo, esta
variacion es particular, en el sentido de que el genotipo TNF:c.[-488AA], asociado con una mayor
produccién de TNF, parece estar presente en un porcentaje extremadamente bajo en las
diferentes poblaciones del mundo (<10%). Por lo tanto, a pesar de que algunas asociaciones con
enfermedades han sido reportadas, éstas son poco frecuentes. En diversos estudios, dicha

variacién genética, no presentd asociaciones significativas con la predisposicidn y riesgo a padecer
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infarto al miocardio (Padovani et al. 2000), sindrome de resistencia a la insulina (Furuta et al.
2002, Rasmussen et al. 2000, Walston et al. 1999), cancer colorectal (Landi et al. 2003),
enfermedad hepatica alcohdlica (Grove et al. 1997), fibrosis pulmonar idiopatica (Pantelidis et al.
2001) ni embolia cerebral pedidtrica (Karahan et al. 2005). Sin embargo, algunos estudios han
reportado asociaciones significativas del alelo TNF:c.[-488A] tanto con el riesgo de padecer
diabetes mellitus tipo 2 en pacientes con enfermedad coronaria (RM=2.86 a 4.29) (Vendrell et al.
2003) y asma en pacientes pediatricos (RR=2.06 a 2.21) (Wu et al. 2007), como con la severidad de
la silicosis en individuos de raza negra de Sudafrica (Corbett et al. 2002), entre otros. En contraste,
en un estudio de mestizos mexicanos, se determind que el genotipo TNF:c.[-488GG], se asocio
significativamente con la presencia de niveles elevados de triglicéridos y colesterol en sangre, y de

niveles bajos de lipidos de alta densidad (HDL) (Parra-Rojas et al. 2006).

En relacion a las enfermedades periodontales, los estudios de variaciones genéticas se han
concentrado principalmente en la familia de genes de IL1. Esto es debido, por lo menos en parte, a
la amplia difusion de los resultados de los estudios que sustentaron cientificamente Ia
comercializacion de la prueba PST™, descrita extensamente en la introducciéon del presente
trabajo. Por lo tanto, a la fecha se tiene un entendimiento pobre y limitado de la diversidad de los
factores genéticos que pudieran afectar los mecanismos de destruccidon periodontal. Como se
menciond con anterioridad, los procesos inflamatorios (activados por una infeccién) son la base
fundamental de la patogenia de las enfermedades periodontales. Este mecanismo patogénico es
similar al de otras enfermedades sistémicas como la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerativa,
asi como al de otras enfermedades cuyo activador no es necesariamente la infeccion, pero en las
gue la magnitud de los procesos inflamatorios es responsable de las alteraciones que se

presentan. Algunas de tales enfermedades son la artritis juvenil, el asma, la enfermedad de
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Graves, el lupus eritematoso y la enfermedad de Sjogren, entre otras. En los textos anteriores, se
mencionaron solo algunos de los multiples estudios en los que se ha demostrado que la
predisposicion y riesgo a la mayoria de las enfermedades sistémicas citadas, estan relacionados
con la presencia de diversas variaciones en genes que codifican para citocinas inflamatorias no
pertenecientes a la familia de la IL-1, como TNF, LTA, IL-8, IL-10, IL-6 e IL-12. De ahi que, es
razonable suponer que si la patogenia de dichas enfermedades es similar a la de las enfermedades
periodontales, los determinantes genéticos de predisposicion y riesgo, también pudieran serlo. En
la literatura reciente, se han publicado estudios en los que se ha comenzado a explorar esta

posibilidad.

Varios estudios han reportado analisis de las posibles asociaciones entre la variacion IL6:c.-237C>G
y los diferentes estados de salud periodontal en sujetos de diferentes poblaciones. La mayoria de
dichos estudios determinaron que los individuos portadores del genotipo IL6:c.[-237GG], asociado
con la sobreproduccidn de IL-6, tuvieron un mayor riesgo de padecer enfermedad periodontal. En
un estudio de 84 sujetos brasilefios, se reportd que los portadores del genotipo IL6:c.-[237GG]
presentaron 3 veces mayor riesgo de padecer periodontitis crénica generalizada (Trevilatto et al.
2003). Similarmente, en otro estudio en el que se analizé esta misma variacién en otra poblacidn
brasilena de sujetos con periodontitis severa, periodontitis moderado y salud periodontal, se
determiné que el genotipo IL6:c.[-237CC] estaba relacionado con una menor produccién de IL-6, y
gue dicho genotipo se presentd con mayor frecuencia en individuos periodontalmente sanos y con
periodontitis moderada que en sujetos con periodontitis severa (Moreira et al. 2007). Asi mismo,
se ha reportado que los portadores caucasicos del genotipo IL6:c.[-237GG] en el Reino Unido,
presentaban una mayor susceptibilidad de padecer enfermedad periodontal que los no-

portadores (Nibali et al. 2009). Los resultados del presente estudio confirman los de dichos
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estudios. En la poblacion mexicana, cuando los alelos y genotipos de la variacién IL6:c.-237C>G
fueron analizados individualmente, se determind que los portadores del alelo IL6:c.[-237G]
tuvieron 2.08 veces mayor probabilidad de riesgo de presentar cualquiera de las dos formas de
enfermedad periodontal (PCG o PAG). Incluso, el alelo IL6:c.[-237G] formd parte de la composicién
de los cuatro haplotipos incluidos en los perfiles aditivos identificados como marcadores de la PAG

en la poblacidn mexicana.

Una de las variaciones genéticas que parecié tener mayor relevancia en cuanto a la susceptibilidad
y riesgo a las enfermedades periodontales en la poblacién mexicana, fue IL8:c.-352A>T. En los
analisis individuales, se determind que los portadores del alelo 1L8:c.[-352T] tuvieron un riesgo 3.9
veces mayor de presentar PAG que de padecer PCG. Adicionalmente, dicho alelo formé parte de la
composicion de los cuatro haplotipos incluidos en los perfiles aditivos identificados como
marcadores de la PAG. Desafortunadamente, estos hallazgos no pudieron ser comparados con los
de otros estudios, debido a que no se encontraron publicaciones en las que se reportara esta

variacion en relacidn a las enfermedades periodontales.

En estudios de sujetos con PCG y PAG, realizados en Alemania (Gonzales et al. 2002) y Japdn
(Yamazaki et al. 2001), no se encontraron evidencias de que las variaciones 1L10:c.-627T>G,
IL10:c.-854T>C e 1L10:c.-1117A>G estuvieran relacionadas con la susceptibilidad o riesgo de las
enfermedades mencionadas. Similarmente, en un estudio longitudinal realizado en Australia, no se
encontraron asociaciones de las variaciones IL10:c.-627T>G e |L10:c.-1117A>G, con la enfermedad
periodontal (Cullinan et al. 2008). Sin embargo, se determind que los individuos portadores de
ciertos haplotipos de dichas variaciones, presentaban una 20% menor numero de sitios con
profundidad de bolsa 24 mm. En un estudio de la poblacién brasilefia, se reportaron resultados

muy similares a los del presente estudio en relacidn a las asociaciones de las variaciones en el gen
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IL10 con la enfermedad periodontal (Scarel-Caminaga et al. 2004). En el estudio mencionado, se
determiné que individualmente los genotipos heterocigotos 1L10:c.[-627TG] e 1L10:c.[-854TC], se
asociaron significativamente con la enfermedad periodontal (IL10:c.[-627TG] RM de 2.4 a 3.38,
IL10:c.[-854TC] RM de 3.04 a 4.13). Asi mismo, se reportdé que las mujeres portadoras del
haplotipo  IL10:c.[-627G]+IL10:c.[-854C]+IL10:c.[-1117A], presentaban 2.57 veces mayor
probabilidad de riesgo de padecer enfermedad periodontal. En el presente estudio, se determiné
gue los alelos y genotipos 1L10:c.[-627G], IL10:c.[-627TG], 1L10:c.[-854TC], 1L10:c.[-854C] e IL10:c.[-
1117A]; analizados individualmente, aumentaron el riesgo de individuos de 1.77 a 4.31 veces de
presentar PCG y/o PAG. Asi mismo, todos los alelos y genotipos anteriores, exceptuando el alelo
IL10:c.[-627G], fueron componentes esenciales de los haplotipos incluidos en los perfiles aditivos

identificados como marcadores de la PAG en la poblacién mexicana.

En un estudio de 124 individuos alemanes con PCG y PAG, se determind que no existia una
correlacion entre la variacién 1L12B:c.*159A>C y los dos tipos de enfermedad periodontal
analizados (Reichert et al. 2008). En contraste, en el presente estudio se determind que los
sujetos portadores del genotipo heterocigoto IL12B:c.[*159AC] analizado de forma individual,
presentaron un aumento en el riesgo de padecer PAG. Este genotipo formé parte de uno de los
haplotipos incluidos en el perfil aditivo identificado como marcador de la PAG. Es de interés
destacar que, como se menciond en los textos anteriores, algunos estudios han sugerido que el
genotipo heterocigoto provoca una disminucién importante en la secrecion de IL-12 p70 y en la
transcripcién de IL-12 p40, con respecto a los genotipos homocigotos de la variacién (Morahan et
al. 2002, Peng et al. 2006). La discrepancia entre los resultados de la presente investigacion y los

reportados para la poblaciéon alemana, podrian estar relacionados, por lo menos en parte, con las
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diferencias generales en la distribucién de frecuencias de variaciones genéticas entre las

poblaciones de México y Alemania, que fueron descritas anteriormente.

Las variaciones TNF:c.-488G>A y LTA:c.131+90A>G, también han sido reportadas en estudios de
asociacion con la enfermedad periodontal. En una poblacion china se encontré que el alelo
TNF:c.[-488A], asociado con la sobreproduccion de TNF, se relacionaba con la periodontitis crénica
(Lin et al. 2003). En una poblacién checa, se reporté no haber encontrado una asociacién de la
variacion TNF:c.-488G>A con la PCG, pero que los portadores del genotipo LTA:c.[-131490GG],
exhibian una disminucién en el riesgo de padecer la enfermedad (Fassmann et al. 2003). En un
estudio realizado en Alemania, a pesar de no haber encontrado asociaciones de la variacidn
TNF:c.-488G>A con la PCG o la PAG, se determind que los individuos portadores del genotipo
TNF:c.[-488GG] tenian una mayor probabilidad de presentar colonizacién subgingival de Prevotella
intermedia (RM=2), una de las principales especies bacterianas involucradas en la etiologia de las
enfermedades periodontales (Schulz et al. 2008). Interesantemente, en los andlisis de alelos y
genotipos individuales del presente estudio, se determind que los individuos mexicanos
portadores del genotipo TNF:c.[-488GG], no relacionado con la sobreproduccién de TNF,
presentaron un aumento discreto en la probabilidad de riesgo de padecer enfermedad periodontal
(RM=1.53), en comparacién con los sujetos portadores de los otros genotipos. Asi mismo, los
individuos portadores del genotipo LTA:c.[-131+90AA] exhibieron de 1.76 a 1.82 veces mayor
probabilidad de riesgo de presentar PAG. En relacidon a los cuatro haplotipos incluidos en los
perfiles aditivos identificados como marcadores de la PAG en la poblacién mexicana; uno de ellos
incluyé en su composicion al genotipo LTA:c.[-131+90AA], y tres de ellos al genotipo TNF:c.[-

488GG].
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A pesar de que el ejercicio de comparar los resultados del presente estudio con los de estudios
previos es interesante, cabe sefalar algunas de las dificultades que se encontraron al tratar de
interpretar las similitudes y diferencias detectadas. Los autores suelen proporcionar una
interpretacidn personal de sus hallazgos, derivada de los resultados de las pruebas estadisticas
empleadas y los indicadores seleccionados para determinar asociaciones y estimaciones de riesgo.
Desafortunadamente, la mayoria de los estudios publicados, en particular aquellos relacionados
con las enfermedades periodontales, utilizan como indicadores para determinar la relevancia de
variaciones genéticas sobre la susceptibilidad de individuos a las enfermedades; Unicamente la
razon de momios y la significancia de pruebas comparativas de las frecuencias entre casos y
controles. Mientras que los resultados de tales pruebas son importantes, en el presente estudio,
se consideré que no deben ser empleadas como los Unicos indicadores para determinar la
habilidad de variaciones genéticas para marcar enfermedades. Dichos indicadores son
insuficientes y resultan en conclusiones e interpretaciones inexactas mientras que no se les
considere como parte de una evaluacién mas robusta que incluya adicionalmente a otros
indicadores de igual o mayor importancia. Tales indicadores incluyen la sensibilidad, especificidad,
exactitud, indice de falsos positivos y negativos, riesgo relativo, valores predictivos positivos y
negativos, asi como indicadores simples, tales como el porcentaje de portadores observado en los
casos y controles. A continuacion se proporciona un ejemplo que ilustra la relevancia del
comentario anterior. Considérese una poblacion compuesta por 27 casos y 42 controles, en la que
7 de los casos y 2 de los controles son portadores de una variacidon determinada. La significancia
de la diferencia en las frecuencias observadas entre casos y control es de p<0.01 y la probabilidad
de riesgo (razén de momios) para los casos es de 7.0. Considerando Unicamente estos indicadores,
se podria concluir equivocadamente que la variacion es un buen marcador de la enfermedad. Sin

embargo, en este ejemplo el 26% de los casos y el 5% de los controles son portadores de la
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variaciéon. Esto resulta en un marcador con una especificidad muy alta de 95% pero con una
sensibilidad de Unicamente el 26%. Asi mismo, mientras que en este ejemplo, la utilizacion de la
variacion como marcador de los casos resultaria en una prueba con un indice muy bajo de falsos
positivos (5%), el indice de falsos negativos seria de 74%, esto quiere decir que en
aproximadamente el 75% de los casos, la prueba marcaria erréneamente a los casos como
controles. Considerando todos los indicadores anteriores, es claro que la habilidad general de la

variaciéon como marcador es mala.

En el presente estudio, todos los indicadores anteriormente mencionados fueron considerados en
las evaluaciones tanto de alelos y genotipos individuales como de haplotipos y perfiles aditivos.
Por lo tanto, a pesar de que algunos alelos y genotipos individuales presentaron razones de
momios relativamente altas y las diferencias en las frecuencias observadas fueron
estadisticamente significativas entre casos y controles; dentro de los estdndares interpretativos
empleados, ninguno fue considerado como un marcador aceptable cuando se analizaron de forma
individual. De ahi que, se procedié a explorar la posibilidad de que los haplotipos y posteriormente
los perfiles aditivos exhibieran una mejor habilidad diagndstica y predictiva. Con la utilizacion del
modelo de analisis empleado, se logréd este objetivo. De manera general, en los analisis
individuales, el alelo 1L10:c.[-854C] presentd la mejor capacidad para marcar el grupo PAG y
separarlo del grupo SP, con SNS=81%, ESP=33%, EXC=52%, IFP=67%, IFN=19%, VPP=44%,
VPN=74%, M-W p=0.18, Fisher p=0.27, RR=1.22 y RM=2.20. Sin embargo, las mismas cifras para el
haplotipo que mejor marcd y separd a dichos grupos de estudios fueron SNS=52%, ESP=85%,
EXC=72%, IFP=15%, IFN=48%, VPP=70%, VPN=73%, M-W p=0.001, Fisher p=0.002, RR=3.54 y
RM=6.28. Tales indicadores fueron aun mejores para el perfil aditivo (SNS=78%, ESP=78%,

EXC=78%, IFP=22%, IFN=22%, VPP=70%, VPN=84%, M-W p=0.000, Fisher p=0.000, RR=3.54 y
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RM=12.44). Esto hace patente, la magnitud de lo limitados e insuficientes que resultan los analisis
exclusivamente de variaciones individuales, y podria ser el reflejo de la complejidad en las
interacciones entre multiples variaciones genéticas. Este es un tema que merece mayor

profundizacién en estudios futuros.

La clasificacion actual de las enfermedades periodontales considera a la periodontitis crdnica
generalizada y a la periodontitis agresiva generalizada como dos tipos diferentes de enfermedad
(Armitage 1999a), y mientras que es razonable asumir que de hecho son entidades patoldgicas
distintas, en estudios transversales, la tarea de separar sujetos con PAG y PCG en grupos que
carezcan de traslape, es un reto complicado. En la clasificacion vigente, se enfatiza que el
diagndstico de estas dos formas de enfermedad periodontal no debe basarse en su ritmo de
progresién ni en la edad de los sujetos. Sin embargo, la periodontitis agresiva se definié como una
enfermedad caracterizada por la pérdida rdpida de insercién y hueso, que se presenta
generalmente en individuos menores de 30 afios de edad con destruccion episddica pronunciada.
Asi mismo, la periodontitis crénica fue definida como una enfermedad que se presenta
generalmente en adultos con un ritmo de progresién lento o moderado. Una de las
contradicciones mas notables en la clasificacion vigente de las enfermedades periodontales es que
para diagnosticar y clasificar individuos de acuerdo con las caracteristicas anteriores, es

indispensable considerar tanto la edad como el ritmo de progresién de la enfermedad.

Una complicacién adicional en estudios transversales, es la falta de medios para determinar el
momento de inicio de la enfermedad ni su ritmo de progresién. Ademas, a pesar de que la
naturaleza episddica de las enfermedades periodontales estda ampliamente demostrada, a la
fecha, se carece de marcadores u otros mecanismos para identificar con certeza los periodos de

actividad de la enfermedad cuando un individuo se evalla en una sola ocasion. Por lo tanto, en
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estudios transversales, el diagndstico y clasificacién de sujetos sélo pueden basarse en las
caracteristicas clinicas observadas en el momento de la evaluacidn. De ahi que, mientras que es
altamente improbable que la PAG sea mal diagnosticada cuando en este grupo se incluyen
Unicamente sujetos menores de 30 afios que presentan destruccién periodontal severa y extensa;
es imposible determinar qué proporcion de los individuos clasificados en grupos de PCG, son o
fueron en realidad sujetos con PAG que estan siendo evaluados después de los 30 afios de edad.
Este traslape de sujetos con PAG en los grupos PCG, que es inherente a todos los estudios
transversales, incluyendo la presente investigacién, representa un problema importante no sélo
para el diagndstico clinico, sino que también para dilucidar en estudios cientificos las
caracteristicas etioldgicas, genéticas e inmunoldgicas particulares de la PCG (Boughman et al.

1988, Potter 1989, Robertson & DeRouen 2002, Taba et al. 2005).




CONCLUSIONES

En la presente investigacidn, se describieron las distribuciones de frecuencias alélicas y genotipicas
de 8 variaciones de tipo SNP en genes que codifican para citocinas inflamatorias, en sujetos
mexicanos sistémicamente sanos con periodontitis crénica generalizada, periodontitis agresiva
generalizada y salud periodontal. Las frecuencias detectadas fueron comparadas con aquellas
reportadas por diversos grupos de investigacion para otras poblaciones de sujetos mexicanos, asi

como para individuos de diferentes razas y regiones geograficas del mundo.

En términos generales, la distribucién de frecuencias alélicas y genotipicas, fue similar a la descrita
para otras poblaciones de mestizos mexicanos, asi como para turcos, individuos de raza negra y
asiaticos, principalmente de Japdn y Corea. Las poblaciones que parecieron ser menos similares
genéticamente a la poblacién mexicana, fueron las de individuos caucdsicos de paises de América
como E.U. y Brasil, y de paises de Europa como Finlandia, Alemania, Escocia, Inglaterra, Austria,

Italia, Espaia y Dinamarca.

Por otra parte, se presentd el disefio e implementacion de un nuevo modelo matematico
desarrollado para identificar y evaluar haplotipos aditivos complejos en estudios de tipo caso-
control. Se demostrd que la aplicacién de dicho modelo, permitié considerar en los andlisis, la
influencia de alelos y genotipos individuales de diferentes variaciones genéticas, en el contexto de
su aportacion como parte de haplotipos de una gama de variaciones en diferentes genes que

codifican para proteinas con funciones similares.

Utilizando el modelo de analisis propuesto, se identificaron dos haplotipos aditivos con habilidad
para marcar especificamente al grupo PAG, y separarlo de los grupos PCG y SP. Dichos haplotipos

incluyeron en su composicién algunos alelos y genotipos individuales que mostraron poca
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relevancia al ser analizados como entidades independientes utilizando estadisticas simples. Por lo
tanto, de no haber utilizado el modelo propuesto, no hubiera sido posible identificar el efecto de

dichos alelos y genotipos sobre la susceptibilidad y riesgo a la PAG.

Si los resultados del presente estudio pueden ser confirmados en el futuro por investigaciones
independientes, la implicacién de mayor trascendencia de los hallazgos aqui presentados seria que
los marcadores genéticos identificados, podrian emplearse como una herramienta no sélo para
determinar la predisposicién y riesgo de individuos periodontalmente sanos a desarrollar PAG;
sino que también para diagnosticar correctamente el tipo de enfermedad en sujetos con
periodontitis. Hasta donde conocemos, esta es la primera propuesta de un auxiliar de diagnéstico
genético periodontal con dichas capacidades, que seria de utilidad tanto para la practica clinica

como para la investigacion cientifica.
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TABLAS

Tabla 1. Descripcién de la poblacion de estudio (n=127).

PCG n =58
Media + EEM Rango

PAG n =27
+ EEM

EP (n =85)

Rango EEM Rango

Edad (afios) 476 + 1.2 35 -75 22.7 £ 0.9 12 - 29 39.7 £ 15 12 - 75 275 1.1 18 - 60

Género (% mujeres) 51.7 81.5 61.2 54.8

Nudmero de dientes faltantes 3.7 £03 0-8 14 + 04 0-7 3.0 £03 0-8 1.5 + 0.3 0-6

% fumadores actuales 27.6 22.2 25.9 23.8

Profundidad de bolsa promedio (mm) 4.04 + 0.13 2.30 - 7.37 436 + 0.27 2.58 - 7.77 414 + 0.12 2.30 - 7.77 2.05 + 0.03 1.68 - 2.57
Nivel de inserciéon promedio (NI, mm) 453 + 0.16 2.66 - 9.04 4.46 + 0.28 2.64 - 8.23 451 + 0.14 2.64 - 9.04 1.93 + 0.04 0.92 - 2.30
Nudmero de sitios con NI 25 mm 55.8 + 3.7 11 - 118 56.9 + 7.9 9 - 156 56.2 + 3.6 9 - 156 010 0-0

% sitios con:

Acumulacién de placa 431 + 43 0 - 100 39.0 £ 6.9 0 -96.4 41.8 + 3.7 0 - 100 17.3 £ 3.2 0-720
Enrojecimiento gingival 17.8 + 3.4 0 - 100 30.5 + 6.3 0 - 100 21.8 + 3.1 0 - 100 45 + 1.5 0-423
Sangrado al sondeo 44.8 £ 2.8 4.9 - 100 50.8 + 5.0 13.1 -97.4 46.7 £ 2.5 4.9 - 100 51 +1.2 0 -38.1
Supuracion 53 1.0 0 - 37.0 83 24 0-613 6.2 £ 1.0 0 -613 0zx0 0-0

* p<0.001 PCG vs. SP. 1 p<0.01 y  p<0.001 PAG vs. SP. § p>0.001 PAG vs. PCG. £ p<0.001 EP vs. SP (prueba U de Mann-Whitney). PCG: periodontitis crénica
generalizada. PAG: periodontitis agresiva generalizada. EP: enfermedad periodontal (incluye grupos PCG y PAG). SP: salud periodontal. EEM: error estandar de
la media.
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Tabla 2a. Descripcion de las variaciones genéticas evaluadas.

IL10:c.-854T>C

IL6:¢c.-237C>G IL8:c.-352A>T IL10:¢c.-627T>G

Tipo de variacion: SNP SNP SNP SNP

Simbolo del gen: IL6 IL8 IL10 IL10

Nombre oficial del gen: |.nterleucma 6 interleucina 8 interleucina 10 interleucina 10
(interferon beta 2)

Referencia de NCBl'en dbSNP: [§R:Je[oFE) rs4073 rs1800872 rs1800871

ID en dbSNP Lab. GM UNAM:  |)\J 104828688 104829939 104830706

Descripcion de la variacion: IL6{NM_000600.2}:c.-237C>G ILB{NM_000584.2}:c.-352A>T ILLO{NM_000572.2}:c.-627T>G IL10{NM_000572.2}:c.-854T>C

Abreviacion de la variacion: 1L6:c.-237C>G IL8:c.-352A>T 1L10:c.-627T>G I1L10:c.-854T>C

Sinénimos de la variacion: IL8-251 1L10-592 1L10-819

Localizacion de la variacion: 5' cerca del gen 5' cerca del gen 5' cerca del gen

Posicion en el cromosoma: 74,824,888 205,013,030 205,013,257

Posicion en el contig: 3,113,034 464,186 464,413

Posicion en el mRNA: NA NA NA

5" a la variacion (30bp): GCTGCACTTTTCCCCCTAGTTGTGTC TAAAGTTATCTAGAAATAAAAAAGC TTTTACTTTCCAGAGACTGGCTTC CACTGGTGTACCCTTGTACAGGTGAT
TTGC ATACA CTACAG GTAA

Alelos: (C>G) (AST) (T>G) (T>C)

3' a la variacién (30bp): ATGCTAAAGGACGTCACATTGCACA TTGATAATTCACCAAATTGTGGAGCT ACAGGCGGGGTCACAGGATGTGT ATCTCTGTGCCTCAGTTTGCTCACTAT
ATCTT TCAG TCCAGGC AAA

SNP: single nucleotide polymorphism (polimorfismo de un solo nucledtido). NA: no aplica.
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Tabla 2b. Descripcion de las variaciones genéticas evaluadas.

LTA:c.131+90A>G

IL10:c.-1117A>G IL12B:c.*159A>C TNF:c.-488G>A

Tipo de variacion: SNP SNP SNP
Simbolo del gen: IL12B TNF LTA
interleucina 12B

(factor estimulador 2 de células
Nombre oficial del gen: interleucina 10 natural killer, factor 2 de
maduracion de linfocitos
citotdxicos, p40)

factor de necrosis tumoral linfotoxina alfa
(superfamilia TNF miembro 2) (superfamily TNF, miembro 1)

Referencia de NCBl'en dbSNP: [§R:Je[oL5e]3) rs3212227 rs1800629 rs909253

ID en dbSNP Lab: GM UNAM:  KXeZE N0k} 104807663 NA 104807664

Descripcion de la variacion: ILLO{NM_000572.2}:c.-1117A>G 1L12B{NM_002187.2}:c.*159A>C TNF{NM_000594.2}:c.-488G>A LTA{NM_000595.2}:c.131+90A>G
Abreviacion de la variacion: IL10:c.-1117A>G IL12B:c.*159A>C TNF:c.-488G>A LTA:c.131490A>G

Sinonimos de la variacion: 1L10-1082 IL12B+1188 TNF-308, TNF-A-308 LTA+252, TNFB+252

Localizacion de la variacion: 5' cerca del gen 3' UTR en exdn 8 5' cerca del gen Intron 1
Posicion en el cromosoma: 205,013,520 158,675,528 31,651,010 31,648,292
Posicién en el contig: 464,676 3,552,508 22,401,282 22,398,564
Posiciéon en el mRNA: NA 1188 NA NA

CAAGACAACACTACTAAGGCTTCTT CAATGATATCTTTGCTGTATTTGTAT AAATGGAGGCAATAGGTTTTGAGG CTCTGTCACACATTCTCTGTTTCTGCC
TGGGA AGTT GGCATG ATG

Alelos: (A>G) (A>C) (G>A) (A>G)
GGGGAAGTAGGGATAGGTAAGAG GATGCTAAATGCTCATTGAAACAAT GGACGGGGTTCAGCCTCCAGGGTC TTCCTCTCTGTTCCCTTCCTGTCTCTC
GAAAGTA CAGCT CTACAC TCT

SNP: single nucleotide polymorphism (polimorfismo de un solo nucleétido). NA: no aplica.

5' a la variacion (30bp):

3' a la variacion (30bp):
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Tabla 3a. Descripcion de las técnicas empleadas para la deteccidn de variaciones genéticas.

Técnica
IL6:c.-237C>G ARMS-PCR
IL8:c.-352A>T ARMS-PCR
IL10:c.-627T>G RFLP
1L10:c.-854T>C RFLP

Secuencia de primers

FI: 5'-GCACTTTTCCCCCTAGTTGTGTCTTGCG-3'
RI: 5'-ATTGTGCAATGTGACGTCCTTTAGCATG-3'
FO: 5'-GACTTCAGCTTTACTCTTTGTCAAGACA-3'
RO: 5'-GAATGAGCCTCAGACATCTCCAGTCCTA-3'
Fl: 5'-GTTATCTAGAAATAAAAAAGCATACAA-3'
RI: 5'-CACAATTTGGTGAATTATCAAA-3'

FO: 5'-CATGATAGCATCTGTAATTAACTG-3'

RO: 5'-CTCATC CATTATGTCAGAG-3'

F: 5'-CCTAGGTCACAGTGACGTGG-3'

R: 5'-GGTGAGCACTACCTGACTAGC-3'

F: 5'-TCATTCTATGTGCTGGAGATGG-3'

R: 5'-TGGGGGAAGTGGGTAAGAGT-3'

Productos PCR
(bp)

Outer primers:
326

Alelo C (Fo+Ri):
176

Alelo G (Fi+Ro):
205

Outer primers:
349

Alelo A (Fi+Ro):
228

Alelo T (Fo+Ri):
169

412

209

Secuencia amplificada

GACTTCAGCTTTACTCTTTGTCAAGACAtgccaaagtgctgagtcactaataaaag
aaaaaaagaaagtaaaggaagagtggttctgcttcttagegetagectcaatgacgacctaa
gctgeacttttccccctagttgtgtcttgecatgetaaaggacgtcacattgeacaatcttaata
aggtttccaatcagccccaccegctetggecccaccctcaccctccaacaaagatttatcaaat
gtgggattttcccatgagtctcaatattagagtctcaacccccaataaataTAGGACTGGA
GATGTCTGAGGCTCATTC

CATGATAGCATCTGTAATTAACTGaaaaaaaataattatgccattaaaagaaaatc
atccatgatcttgttctaacacctgccactctagtactatatctgtcacatggtactatgataaa
gttatctagaaataaaaaagcatacaattgataattcaccaaattgtggagcttcagtatttta
aatgtatattaaaattaaattattttaaagatcaaagaaaactttcgtcatactccgtatttgat
aaggaacaaataggaagtgtgatgactcaggtttgccctgaggggatgggcecatcagttgea
aatcgtggaatttcCTCTGACATAATGAAAAGATGAG

CCTAGGTCACAGTGACGTGGacaaattgcccattccagaatacaatgggattgagaa
ataattgggtccccccaacctgggatgaatacccaagacttctecttgetaacttaggeagtca
ccttaggtctctgggecttagtttccccaagtaaaaatgagggggtgggctaaatatectcaaa
gttcccaagcageccttccattttactttccagagactggcttectacagtacaggeggggtea
caggatgtgttccaggctcctttaccccgatttcattaggattctcaggcacatgtttccacctct
tcagctgtcccccaccccaactgtgettgggggaagtgggtaagagtagtctgeacttgetga
aagcttcttatatGCTAGTCAGGTAGTGCTCACC

TCATTCTATGTGCTGGAGATGGtgtacagtagggtgaggaaaccaaattctcagttg
gcactggtgtacccttgtacaggtgatgtaatatctctgtgectcagtttgetcactataaaata
gagacggtaggggtcatggtgagcactacctgactagcatat
agactACTCTTACCCACTTCCCCCA

gctttcagcaagtge

Localizaciéon de
secuencia

chr7:22732997 +
22733343

chr4:74824628 +
74825025

chr1:205012795
+ 205013206

chr1:205013137 -
205013345

TA (C°)

63

56

59

Condiciones de
digestion

NA

NA

3URsala37°C
(inact. 65°C)

1U Mae lll a 37°C

Productos
digestion (bp)

Alelo T:

236+176

Alelo G:
412

Alelo T:
209
Alelo C:
125+84

PCR: polymerase chain reaction. ARMS-PCR: amplification refractory mutation system-PCR. RFLP: restriction fragment length polymorphism. TA: temperatura de
alineamiento de primers. bp: base pairs (pares de bases).




Tabla 3b. Descripcion de las técnicas empleadas para la deteccion de variaciones genéticas.

Técnica Secuencia de primers

F: 5'-CTCGCCGCAACCCAACTGGC-3'
IL10:c.-1117A>G RFLP

R: 5'-TCTTACCTATCCCTACTTCC-3'

F: 5'-TTCTATCTGATTTGCTTTA-3'
IL12B:c.*159A>C RFLP
R: 5'-TGAAACATTCCATACATCC-3'

F: 5'-GCCTCAGGACTCAACACAGC-3'
) HE RIS Secuenciacion

R: 5'-TCTCGGTTTCTTCTCCATCG-3'

F: 5'-CTCCTGCACCTGCTGCCTGGATC-3'

LTA:c.131+90A>G RFLP

R: 5'-CTCCTGCACCTGCTGCCTGGATC-3'

Productos PCR
(bp)

136

233

350

369

Secuencia amplificada

CTCGCCGCAACCCAACTGGCtcccecttaccttctacacacacacacacacacacacac
acacacacacacacacacacaaatccaagacaacactactaaggcttctttgggaaggGGA
AGTAGGGATAGGTAAGA

TTCTATCTGATTTGCTTTAaaacgtttttttaggatcacaatgatatctttgctgtatttgt
atagttagatgctaaatgctcattgaaacaatcagctaatttatgtatagattttccagetctca
agttgccatgggcecttcatgctatttaaatatttaagtaatttatgtatttattagtatattactgtt
atttaacgtttgtctgccaGGATGTATGGAATGTTTCA

GCCTCAGGACTCAACACAGCttttccctccaacceegttttctcteccctcaaggactca

gctttctgaageccctcccagttctagttctatctttttcctgeatectgtctggaagttagaagg
aaacagaccacagacctggtccccaaaagaaatggaggcaataggttttgaggggcatggg
gacggggttcagcctccagggtcctacacacaaatcagtcagtggeccagaagaccccccte
ggaatcggagcagggaggatggggagtgtgaggggtatcecttgatgcettgtgtgtccccaact
ttccaaatcccegeccccgCGATGGAGAAGAAACCGAGA

CTCCTGCACCTGCTGCCTGGATCcccggectgectgggectgggecttggtgggtttg
gttttggtttccttctctgtctetgactctecatctgtcagtcteattgtetetgtcacacattctetg
tttctgccatgattcctetetgtteccttectgtcetetctetgtcteectetgetcaccttggggttte
tctgactgcatcttgtccccttctctgtcgatctctctctcgggggteggggggtgctctetecca

gggcegggaggtctgtcttccgeecgegtgeccegecccgctcactgtetctctctctctetetettt
ctctgecaggttctccccATGACACCACCTGAACGTCTCTTC

Localizacion de
secuencia

chr1:205013498 -
205013633

chr5:158675364 -
158675596

chr6:31650983 +
31651136

chr6:31648154 +
31648522

TA (C°)

65

44

63

Condiciones de
digestion

3U Mnl la37°C
(inact. 65°C)

3U Taq | a 65°C
(inact. 80°C)

NA

3U Nco | a 37°C
(inact. 65°C)

Productos
digestion (bp)

Alelo A:
136
Alelo G:
104+31

Alelo A:
233
Alelo C:
164+69

Alelo A:
369
Alelo G:
235+134

PCR: polymerase chain reaction. RFLP: restriction fragment length polymorphism. TA: temperatura de alineamiento de primers. bp: base pairs (pares de bases).
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Tabla 4a. Estadisticas de alelos y genotipos individuales de las 8 variaciones
genéticas evaluadas, comparando los grupos PCG (n=58) y SP (n=42).

D, SNs EsP EXC IP IEN vpp veN MW Fisher oo em icosw MM

(=) (p=) (p=)

IL6:c.[-237CC] -0.01 0.02 0.98 0.42 0.02 0.98 0.50 0.42 0.81 1.00 0.72 0.71 0.4 11.76 0.81
IL6:c.[-237CG] -0.03 021 0.76 0.44 0.24 0.79 0.55 0.41 070 0.81 0.86 0.83 032 2.15 0.70
IL6:c.[-237GG] 0.04 0.77 0.27 0.56 0.73 0.23 0.59 0.46 0.65 0.81 1.05 124 049 3.14 0.65
IL6:c.[-237C] -0.02 0.23 0.73 0.44 027 0.77 0.54 0.41 0.5 0.81 0.85 0.81 032 204 0.65
IL6:c.[-237G] 0.02 0.98 0.02 0.58 0.98 0.02 0.58 0.50 0.81 1.00 1.01 1.40 0.09 23.05 0.81
IL8:c.[-352AA] 0.08 033 0.76 0.51 0.24 0.67 0.66 0.44 0.7 050 1.34 151 061 3.71 0.37
IL8:.[-352AT] -0.06 0.33 0.61 0.44 039 0.67 0.54 0.39 052 053 0.84 076 033 175 0.52
IL8:c.[-3527TT] -0.02 0.34 0.63 0.46 0.37 0.66 0.57 0.41 0.83 0.83 0.94 091 0.40 2.10 0.83
IL8:.[-352A] 0.05 0.66 0.37 0.54 0.63 0.34 059 0.43 0.83 0.83 1.03 1.10 048 2.53 0.83
IL8:c.[-352T] -0.05 0.67 0.24 0.49 0.76 0.33 0.56 0.34 0.37 050 0.89 0.66 027 1.63 0.37
IL10:c.[-627TT] -0.06 0.09 0.86 0.41 0.14 0.91 0.45 0.40 0.37 052 0.60 057 0.16 2.00 0.38
IL10:c.[-627TG] 0.06 0.59 0.48 0.54 0.52 0.41 0.61 0.45 054 055 1.12 129 058 2.87 0.54
KR ek/elal . -0.01 0.33 0.67 0.47 033 0.67 0.58 0.42 095 1.00 0.98 097 0.42 227 0.95
IL10:c.[-627T] 003 067 033 053 067 0.33 058 042 095_ 100 1.01 1.03 _0.44 239 0.95
IL10:c.[-627G] 003 091 014 0,59 0.86 0.09 0.60 055 037 052 107 1.77 050 6.23 0.38
L S -0.20 0.14 067 0.36 0.33 0.86 0.36 036 002 003 041 032 0.12 086 0.02
IL10:c.[-854TC] 0.16 0.59 0.57 0.58 0.43 0.41 0.65 050 0.12 0.16 1.37 1.89 085 4.22 0.12
Mo e 0.04 0.28 0.76 0.48 0.24 0.72 0.62 043 067 082 116 1.22 049 3.04 0.67
IL10:c.[-854T] -0.12 0.72 0.24 0.52 0.76 0.28 0.57 0.38 0.67 0.82 0.95 0.82 033 2.05 0.67
i TR G T - R
(KR sk kNS 0.00 0.53 0.46 0.51 0.54 0.47 0.58 0.41 098 1.00 1.00 099 0.45 221 0.98
[ELAaEEb)Nel Y 0.03 0.45 059 0.51 0.41 0.55 0.60 0.43 0.74 0.84 1.08 1.15 051 2.58 0.74
[ELRabib/cal s -0.03 0.02 0.95 0.40 0.05 0.98 0.33 0.41 0.37 057 035 034 003 3.90 0.39
(Mo k)N 0.01 0.98 0.05 0.60 0.95 0.02 059 0.67 037 057 1.03 2.92 026 33.36 0.39
(MlHe kel -0.01 0.47 0.54 0.49 0.46 0.53 059 042 098 1.00 1.00 1.01 045 2.5 0.98
(RIS LN -0.09 0.29 0.62 0.43 038 0.71 0.52 039 036 039 0.77 067 029 156 0.36
RELR i e 0.06 0.52 055 0.53 0.45 0.48 0.61 0.45 052 055 1.14 130 059 2.88 0.52
(EELRoLieel s 0.02 0.19 0.83 0.46 0.17 0.81 0.61 0.43 077 0.80 114 1.17 041 332 0.77
(RPN 20,06 0.81 0.17 0.54 0.83 0.19 0.57 039 0.77 0.80 0.97 0.85 0.30 243 0.77
IL12B:c.[*159C] 0.06 0.71 0.38 0.57 0.62 029 0.61 0.48 036 039 1.14 148 0.64 3.44 0.36
TNF:c.[-488GG] 0.02 0.89 0.12 057 0.88 0.11 059 0.45 0.80 1.00 1.02 1.18 033 4.17 0.80
TNF:c.[-488GA] -0.03 0.09 0.88 0.42 0.12 0.91 0.50 0.41 058 074 0.72 069 0.19 257 0.58
TNF:c.[-488AA] 0.02 0.02 1.00 0.43 0.00 098 1.00 042 0.40 1.00 NA NA NA NA NA
TNF:c.[-488G] 0.00 0.98 0.00 0.57 1.00 0.02 0.58 0.00 0.40 1.00 098 NA NA NA NA
TNF:c.[-488A] 0.00 0.11 0.88 0.43 0.12 0.89 055 0.41 0.80 1.00 0.86 0.85 0.4 2.99 0.80
RIS EEEES NN 0.01 0.48 052 0.50 0.48 0.52 0.58 0.42 0.95 1.00 1.01 1.03 0.46 227 0.95
RIS FEENal -0.13 0.34 0.52 0.42 0.48 0.66 0.50 037 0.19 022 0.72 058 026 1.30 0.19
RIS BEREelee  0.12 0.17 0.95 0.50 0.05 0.83 0.83 0.45 0.06 0.7 3.62 417 0.86 20.13 0.08
RS BRSNS -0.06 0.83 0.05 0.50 0.95 0.17 0.55 0.17 0.06 0.7 0.87 024 005 1.16 0.08
RS EERESlE Y 0.06 0.52 0.48 0.50 0.52 0.48 0.58 0.42 0.95 1.00 0.99 0.97 0.44 2.16 0.95

Los recuadros punteados sefialan alelos y genotipos individuales que fueron seleccionados para ser
considerados en los andlisis posteriores en base a su cumplimiento con los criterios de selecciéon en la
comparacion entre estos 2 grupos de estudio en particular. Los datos sombreados destacan los datos especificos
que fueron considerados en la seleccién. PCG: periodontitis cronica generalizada. SP: salud periodontal. Dmax:
diferencia en el porcentaje de portadores entre el grupo experimental (PCG) y el grupo control (SP). SNS:
sensibilidad. ESP: especificidad. EXC: exactitud. IFP: indice de falsos positivos. IFN: indice de falsos negativos.
VPP: valor predictivo positivo. VPN: valor predictivo negativo. M-W: prueba U de Mann-Whitney. Fisher: prueba
exacta de Fisher. RR: riesgo relativo. RM: razén de momios. IC95%: intervalo de confianza al 95% para la razén
de momios. M-H: prueba de Mantel-Haenszel para la razén de momios. NA: no aplica.
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Tabla 4b. Estadisticas de alelos y genotipos individuales de las 8 variaciones
genéticas evaluadas, comparando los grupos PAG (n=27) y SP (n=42).

D,.. SNS ESP EXC IFP IFN vpp vpN MW Fisher oo &m  icos% MM

(=) (p=) (p=)

IL6:c.[-237CC] -0.02 0.00 0.98 0.59 0.02 1.00 0.00 0.60 0.42 1.00 000 NA NA NA NA
IL6:c.[-237CG] -0.02 0.22 0.76 0.54 0.24 0.78 0.38 0.60 0.84 1.00 091 0.89 028 2.81 0.84
IL6:c.[-237GG] 0.05 0.78 0.27 0.47 0.73 0.22 0.41 0.65 0.67 078 1.06 1.28 0.41 4.01 0.67
IL6:c.[-237C] -0.04 0.22 0.73 0.53 0.27 0.78 0.35 0.59 0.67 078 0.83 0.78 025 2.44 0.67
IL6:.[-237G] 0.04 1.00 0.02 0.41 0.98 0.00 0.40 1.00 0.42 1.00 1.03 NA NA NA NA
IL8:c.[-352AA] -0.13 0.11 0.76 0.50 0.24 0.89 0.23 0.56 0.18 0.22 046 039 0.0 157 0.18
IL8:c.[-352AT] 0.05 0.44 0.61 0.54 039 0.56 0.43 0.63 0.66 0.80 1.14 125 0.47 3.33 0.66
IL8:c.[-352TT] 0.08 0.44 0.63 0.56 0.37 0.56 0.44 0.63 052 0.61 121 139 052 3.73 0.52
IL8:c.[-352A] -0.11 0.56 0.37 0.44 0.63 0.44 0.37 0.56 0.52 0.61 0.88 0.72 027 1.94 0.52
IL8:c.[-352T] 0.11 0.89 0.24 0.50 0.76 0.11 0.44 0.77 0.8 022 1.18 2.58 0.64 10.42 0.18
LS, _0.11 0.04 086 0.54 0.14 0.96 0.14 058 0.16_ 0.23 026 023 _0.03 203 019
LSO, _0.14 0.67 0.48 0.55 0.52 033 045 069 024 032 127 1.82 067 496 024
[ELRa S kel -0.04 0.30 0.67 0.52 0.33 0.70 0.36 0.60 0.75 0.80 0.89 0.84 0.30 2.40 0.75
IL10:c.[-627T] -0.03 0.70 0.33 0.48 0.67 0.30 0.40 0.64 0.75 0.80 1.06 1.19 042 3.34 0.75
IL10:c.[-627G] 0.03 0.96 0.14 0.46 0.86 0.04 0.42 0.86 0.16 023 1.12 433 0.49 38.19 0.19
LSS -0.15 0.19 067 048 0.33 081 0.26 056 0.18_  0.27 056 045 _0.14 146 0.18
LS CSLC I 0.20 0.63 057 10,59 0.43 0.37 049 071 0.11 0.4 147 2.27 084 611 011
IL10:c.[-854CC] -0.05 0.19 0.76 0.54 0.24 0.81 0.33 059 0.61 0.77 0.78 073 022 2.42 0.60
IL10:c.[-854T] -0.05 0.81 0.24 0.46 0.76 0.19 0.41 0.67 0.61 077 1.07 138 041 458 0.60
IL10:c.[-854C] “0.05 0.81 033 0.52 0.67 0.19 0.44 074 018 027 1.22 2.20 069 7.05 0.18|
(ELke kb VNP 0.09 0.63 0.46 0.53 0.54 0.37 0.44 0.66 045 047 117 147 054 3.97 045
(ELES EEERNGY  -0.04 0.37 0.59 0.50 0.41 0.63 0.37 0.59 072 0.80 0.89 0.83 031 2.25 0.72
IELES EEERlcals  -0.05 0.00 0.95 0.57 0.05 1.00 0.00 0.59 025 051 0.00 NA NA NA NA
IL10:c.[-1117A] 0.07 1.00 0.05 0.43 0.95 0.00 0.41 1.00 0.5 051 1.05 NA NA NA NA
IL10:c.[-1117G] -0.07 0.37 0.54 0.47 0.46 0.63 0.34 0.56 0.45 047 0.80 0.68 0.25 184 0.45
IEPIHe kNN -0.08 0.30 0.62 0.49 0.38 0.70 0.33 0.58 047 061 0.78 0.68 0.4 1.93 0.47
(WPLo e el 0.14 0.59 0.55 0.57 0.45 0.41 0.46 0.68 026 033 131 1.76 066 4.69 0.26
(P e atlssl | -0.06 0.11 0.83 0.55 0.17 0.89 0.30 0.59 053 0.73 0.67 0.63 0.15 2.66 0.52
(EPIHe kN -0.01 0.89 0.17 0.45 0.83 0.11 0.41 0.70 053 073 1.07 1.60 0.8 6.81 0.52
IL12B:c.[*159C] 0.01 0.70 0.38 0.51 0.62 0.30 0.42 0.67 0.47 061 1.14 1.46 052 411 0.47
TNF:c.[-488GG] 0.08 0.96 0.12 0.46 0.88 0.04 0.42 0.83 023 039 110 3.61 0.40 32.77 0.25
TNF:c.[-488GA] -0.08 0.04 0.88 0.54 0.12 0.96 0.17 0.58 0.23 039 0.30 028 0.03 251 0.25
TNF:c.[-488AA] 0.00 0.00 1.00 0.60 0.00 1.00 NA 060 1.00 NA NA NA NA NA NA
TNF:c.[-488G] 0.04 1.00 0.00 0.40 1.00 0.00 0.40 NA 1.00 NA 1.00 NA NA NA NA
TNF:c.[-488A] —0.04 0.04 0.88 0.54 0.12 0.96 0.17 0,58 023 0.39 0.30 0.28  _0.03 251 0.25
SUAIERR SRRV 0.15 0.63 052 0,57 0.48 0.37 046 069 022 023 132 1.87 0.70 502 021
RS BERENal  -0.18 0.30 0.52 0.43 0.48 0.70 0.29 054 0.14 021 0.62 046 0.17 1.9 0.14
RIS EEREShEe 0,03 0.07 0.95 0.61 0.05 0.93 0.50 0.62 0.65 0.64 1.56 1.60 0.21 12.09 0.65
Bive cEsEcNEY  0.06 0.93 0.05 0.39 0.95 0.07 0.38 0.50 0.65 0.64 0.97 0.63 0.08 4.72 0.65
NyVe Eskchle Y -0.06 0.37 0.48 0.43 0.52 0.63 0.31 0.54 022 023 071 0.53 020 1.44 0.21

Los recuadros punteados sefialan a los alelos y genotipos individuales que fueron seleccionados para ser
considerados en los andlisis posteriores en base a su cumplimiento con los criterios de selecciéon en la
comparacion entre estos 2 grupos de estudio en particular. Los datos sombreados dentro de dichos recuadros
destacan los datos especificos que fueron considerados en la seleccion. PAG: periodontitis agresiva generalizada.
SP: salud periodontal. Dmayx: diferencia en el porcentaje de portadores entre el grupo experimental (PAG) y el
grupo control (SP). SNS: sensibilidad. ESP: especificidad. EXC: exactitud. IFP: indice de falsos positivos. IFN:
indice de falsos negativos. VPP: valor predictivo positivo. VPN: valor predictivo negativo. M-W: prueba U de
Mann-Whitney. Fisher: prueba exacta de Fisher. RR: riesgo relativo. RM: razén de momios. IC95%: intervalo de
confianza al 95% para la razén de momios. M-H: prueba de Mantel-Haenszel para la razén de momios. NA: no
aplica.
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Tabla 4c. Estadisticas de alelos y genotipos individuales de las 8 variaciones
genéticas evaluadas, comparando los grupos PAG (n=27) y PCG (n=58).

D,.. SNS ESP EXC IFP IFN vpp vpN MW Fisher oo am  icosw MM

(=) (p=) (p=)

IL6:c.[-237CC] -0.02 0.00 0.98 0.67 0.02 1.00 0.00 0.67 0.49 1.00 000 NA NA NA NA
IL6:c.[-237CG] 0.01 0.22 079 0.61 021 0.78 0.33 0.68 0.90 1.00 1.06 1.07 035 3.25 0.90
IL6:c.[-237GG] 0.01 0.78 0.23 0.40 0.77 022 032 0.68 095 1.00 1.01 1.03 035 3.10 0.95
IL6:c.[-237C] -0.01 0.22 0.77 0.60 0.23 0.78 0.32 0.68 0.95 1.00 0.97 0.97 032 2.90 0.95
IL6:c.[-237G] 0.01 1.00 0.02 0.33 0.98 0.00 033 1.00 049 100 1.02 NA NA NA NA
IL8:c.[-352AA] -0.22 0.11 0.67 0.49 0.33 0.89 0.14 0.62 0.03 0.04 034 026 0.07 0.96 0.04
IL8:c.[-352AT] 0.12 0.44 0.67 0.60 0.33 0.56 0.39 0.72 0.0 034 136 1.64 0.64 4.19 0.30
IL8:c.[-352TT] 0.10 0.44 0.66 0.59 0.34 0.56 0.38 0.72 0.8 0.47 1.29 1.52 0.60 3.86 0.38
IL8:c.[-352A] —0.16 0.56 0.34 0.41 0.66 044 0.28 063 038 047 085 066 _0.26 1.67 0.38
IL8:e.[-352T] _0.16 0.89 0.33 [y 0.67 I 0-38 086 0.03_ 0.04 1.32pgggy 1.04 14.58 0.04
IL10:c.[-627TT] -0.05 0.04 0.91 0.64 0.09 0.96 0.17 0.67 0.41 0.66 043 041 005 3.67 0.42
IL10:c.[-627TG] 0.08 0.67 041 0.49 059 033 035 0.73 048 063 114 141 054 3.67 0.48
ElHS Epr/eel T -0.03 030 0.67 0.55 0.33 0.70 0.30 0.67 077 0.81 0.90 0.86 0.32 2.33 0.7
IL10:c.[-627T] -0.01 0.70 0.33 0.45 0.67 0.30 0.33 0.70 0.77 081 1.05 1.16 043 3.12 0.77
IL10:c.[-627G] 0.01 0.96 0.09 0.36 0.91 0.04 033 0.83 041 0.6 1.05 2.45 0.27 22.09 0.42
IL10:c.[-854TT] 0.05 0.19 0.86 0.65 0.14 0.81 0.38 0.69 0.58 075 1.34 142 0.42 4.83 0.57
IL10:c.[-854TC] 0.04 0.63 0.41 0.48 059 037 033 071 071 081 1.07 1.20 0.47 3.07 0.70
IL10:c.[-854CC] -0.09 0.19 0.72 0.55 0.28 0.81 0.24 0.66 0.37 043 0.67 0.60 0.19 1.85 0.37
IL10:c.[-854T] 0.07 0.81 0.28 0.45 0.72 0.19 034 0.76 037 0.43 1.13 1.68 054 5.18 0.37
IL10:c.[-854C] -0.07 0.81 0.14 0.35 0.86 0.19 0.31 0.62 058 0.75 0.95 070 021 2.40 0.57
[ELRSSEEb/NSES  0.10 0.63 0.47 0.52 0.53 0.37 0.35 0.73 0.41 048 1.18 148 058 3.78 0.41
(ELASEib)Nel s -0.08 0.37 055 0.49 0.45 0.63 0.28 0.65 0.50 0.64 0.83 072 028 1.85 0.50
IELHS B kkb/eal  -0.02 0.00 0.98 0.67 0.02 1.00 0.00 0.68 050 1.00 0.00 NA NA NA NA
IL10:c.[-1117A] 0.06 1.00 0.02 033 098 0.00 032 1.00 050 1.00 1.02 NA NA NA NA
IL10:c.[-1117G] -0.06 0.37 0.53 0.48 0.47 0.63 0.27 0.65 0.41 048 0.80 0.68 027 1.72 0.41
IEPIHe kNN 0.00 030 0.71 0.58 0.29 0.70 0.32 0.68 098 1.00 1.01 1.02 037 2.76 0.98
(EPIfe kel 0.08 0.59 0.48 0.52 0.52 0.41 0.35 0.72 052 0.64 1.15 1.36 0.54 3.42 0.52
|EPIHe keleel s -0.08 0.11 0.81 0.59 0.19 0.89 0.21 0.66 0.37 053 0.59 0.53 0.14 2.10 0.37
IL12B:c.[*159A] 0.04 089 0.19 0.41 0.81 0.11 034 0.79 037 053 1.10 1.87 0.48 7.35 0.37
IEPIfe kelgl Y -0.04 0.70 0.29 0.42 0.71 0.30 0.32 0.68 098 1.00 1.00 0.98 036 2.68 0.98
TNF:c.[-488GG] 0.07 0.96 0.11 0.38 0.89 0.04 0.34 0.86 029 0.42 1.08 3.06 0.5 26.77 0.31
TNF:c.[-488GA] -0.05 0.04 0.91 0.63 0.09 0.96 0.17 0.67 0.40 0.66 0.42 0.40 0.04 3.60 0.41
TNF:c.[-488AA] -0.02 0.00 0.98 0.67 0.02 1.00 0.00 0.67 0.49 1.00 0.00 NA NA NA NA
TNF:c.[-488G] 0.04 1.00 002 033 098 0.00 033 1.00 049 100 1.02 NA NA NA NA
TNF:c.[-488A] -0.04 0.04 0.89 0.62 0.11 0.96 0.14 0.66 0.29 042 035 033 004 2.86 0.31
BVt CNN Y 015 0.63 0.52 0.55 0.48 0.37 038 075 021 025 1.30 1.82 072 4.64 0.21
RVt -0.05 0.30 0.66 0.54 0.34 0.70 0.29 0.67 066 0.8l 0.86 080 030 2.15 0.66
NPV FEsECllele  -0.10 0.07 0.83 0.59 0.17 0.93 0.17 0.66 023 032 0.43 038 0.08 1.89 0.24
BEve EsECNEY 012 0.93 0.17 0.41 0.83 0.07 0.34 0.83 023 032 1.12 2.60 053 12.81 0.24
NPVe Esclle Y -0.12 0.37 0.48 0.45 0.52 0.63 0.25 0.62 021 025 0.72 0.55 022 1.40 0.21

Los recuadros punteados sefialan a los alelos y genotipos individuales que fueron seleccionados para ser
considerados en los andlisis posteriores en base a su cumplimiento con los criterios de selecciéon en la
comparacion entre estos 2 grupos de estudio en particular. Los datos sombreados dentro de dichos recuadros
destacan los datos especificos que fueron considerados en la seleccion. PAG: periodontitis agresiva generalizada.
PCG: periodontitis crénica generalizada. Dmax: diferencia en el porcentaje de portadores entre el grupo
experimental (PAG) y el grupo control (PCG). SNS: sensibilidad. ESP: especificidad. EXC: exactitud. IFP: indice de
falsos positivos. IFN: indice de falsos negativos. VPP: valor predictivo positivo. VPN: valor predictivo negativo.
M-W: prueba U de Mann-Whitney. Fisher: prueba exacta de Fisher. RR: riesgo relativo. RM: razén de momios.
1C95%: intervalo de confianza al 95% para la razén de momios. M-H: prueba de Mantel-Haenszel para la razén
de momios. NA: no aplica.
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Tabla 4d. Estadisticas de alelos y genotipos individuales de las 8 variaciones
genéticas evaluadas, comparando los grupos EP (n=85) y SP (n=42).

D,.. SNS ESP EXC IFP IFN vpp vpN MW Fisher oo am  icos% MM

(p=) (p=) (p=)

IL6:c.[-237CC] -0.01 0.01 0.98 0.33 0.02 0.99 0.50 0.33 0.60 055 0.49 0.48 0.03 7.90 0.61
IL6:c.[-237CG] -0.03 0.21 0.76 0.39 0.24 0.79 0.64 0.32 0.71 0.82 0.88 0.85 035 2.04 0.71
IL6:c.[-237GG] 0.04 0.77 0.27 0.61 0.73 023 0.68 037 061 0.66 1.06 125 0.53 2.96 0.61
IL6:c.[-237C] -0.03 0.23 0.73 0.39 0.27 0.77 0.63 0.32 0.61 0.66 0.84 0.80 0.4 1.88 0.61
IL6:c.[-237G] “0.03 0.99 0.02 0.67 098 0.01 0.67 050 0.60 055 1.01 2.08 0.13 34.03 0.61|
IL8:c.[-352AA] “0.01 0.26 0.76 0.42 0.24 0.74 0.69 033 086 1.00 1.06 1.08 046 2.56 0.86
IL8:c.[-352AT] -0.03 0.36 0.61 0.44 0.39 0.64 0.66 0.32 0.78 0.85 0.93 0.90 0.42 193 0.78
IL8:c.[-352TT] 0.01 0.38 0.63 0.46 0.37 0.62 0.68 033 091 1.00 1.03 1.05 0.48 2.27 0.91
IL8:c.[-352A] 0.00 0.62 0.37 0.54 0.63 0.38 0.67 032 091 1.00 0.98 0.96 0.44 2.07 0.91
IL8:c.[-352T] 0.00 0.74 0.24 0.58 0.76 0.26 0.67 0.31 0.86 1.00 0.98 0.92 039 2.19 0.86
IL10:c.[-627TT] -0.07 0.07 0.86 0.33 0.14 0.93 0.50 0.31 0.19 021 0.49 046 0.14 151 0.20
IL10:c.[-627TG] 0.09 0.61 0.48 0.57 0.52 0.39 0.70 0.38 035 0.44 1.17 1.43 068 3.02 0.35
(ELR s kel -0.02 0.32 0.67 0.43 0.33 0.68 0.66 0.33 0.86 1.00 0.95 093 0.42 2.05 0.86
IL10:c.[-627T] -0.03 0.68 0.33 0.57 0.67 0.32 0.67 0.34 0.86 1.00 1.02 1.07 049 236 0.86
IL10:c.[-627G] T0.03 0.93 0.14 0.67 0.86 0.07 0.69 050 0.19 021 1.08 2.19 0.66 7.27 0.20:
IMle f-tmgt 018 0.15 0.67 0.32 0.33 0.85 0.48 0.28 002 004 0.46 036 015 0.86 0.02
Ko Lss 017 0.60 0.57 0.59 0.43 0.40 0.74 041 007 009 1.40 2.00 095 423 0.07
(Mlle L6 001 0.25 0.76 0.42 0.24 0.75 0.68 0.33 091 1.00 104 1.05 044 2.49 091
IL10:c.[-854T] ~0.09 0.75 0.24 0.58 0.76 0.25 0.67 0.32 091 1.00 0.99 095 _0.40 1.26 0.91
IL10:c.[-854C] _009 0.85 033 0.68 067 0.5 072 052 0.02 004 127 2.77 116 6.62 0.02
IELES EEERZNSEY 003 0.56 0.46 0.53 0.54 0.44 0.69 0.34 0.77 0.85 1.05 1.12 053 2.37 0.7
ELES EEERNGY  0.01 0.42 059 0.48 0.41 0.58 0.68 0.33 092 1.00 1.02 1.04 049 221 0.92
e %2 _-0.04 001 095 032 005 099 0.33 032 020 025 024 023 002 264 024
L 003 0.99 005 70,68 0.95 0.01 0.68 067 020 025 104 431 0.38 4895 0.24
IL10:c.[-1117G] -0.03 0.44 0.54 0.47 0.46 0.56 0.66 0.31 0.77 0.85 0.94 089 042 1.89 0.77
(EPIHe kNN -0.09 0.29 0.62 0.40 0.38 0.71 0.61 0.30 033 042 0.77 0.68 031 1.47 0.33
(EPIHe kel 0.09 0.54 0.55 0.54 0.45 0.46 0.71 0.37 035 045 1.20 1.43 0.68 3.00 0.35
|EPIfe ikcleel s 0.00 0.16 0.83 0.39 0.17 0.84 0.67 0.33 098 1.00 0.99 0.99 037 2.66 0.98
IEPIHe kN -0.04 0.84 0.17 0.61 0.83 0.16 0.67 0.33 098 1.00 1.00 1.01 0.38 2.74 0.98
PR DI 0.04 0.71 038 0.60 0.62 0.29 0.70 039 0.33_ 042 1.14 148 0.68 322 033
WESEEECDR  0.04 0.92 012 0.66 0.88 0.08 0.68 042 049 053 104 153 045 514 049l
TNF:c.[-488GA] -0.05 0.07 0.88 0.34 0.12 0.93 0.55 0.32 0.5 0.50 0.59 0.55 0.16 1.94 0.35
TNF:c.[-488AA] 0.01 001 1.00 0.34 0.00 0.99 1.00 033 048 100 NA NA NA NA NA
TNF:c.[-488G] 0.01 0.99 0.00 0.66 1.00 0.01 0.67 0.00 0.48 1.00 0.99 NA NA NA NA
TNF:c.[-488A] -0.01 0.08 0.88 0.34 0.12 0.92 0.58 0.32 0.49 053 0.68 0.65 0.19 2.20 0.49
RIS BRSNS 0.05 0.53 0.52 0.53 0.48 0.47 0.69 035 057 071 111 1.24 059 2.60 0.57
RIS BEEENGl  -0.15 0.33 052 0.39 0.48 0.67 0.58 0.28 0.1 0.2 0.69 0.54 025 1.15 0.11
RS EEREShEe 0,09 0.14 0.95 0.41 0.05 0.86 0.86 0.5 0.11 0.14 2.96 3.29 0.70 1543 0.13
Bive EsEcNEY 002 0.86 0.05 0.59 0.95 0.14 0.65 0.14 0.11 0.4 0.90 0.30 0.7 1.43 0.13
BPVe EsEChle Y 0.02 0.47 0.48 0.47 0.52 0.53 0.65 0.31 057 071 0.90 0.81 039 1.69 0.57

Los recuadros punteados senalan a los alelos y genotipos individuales que fueron seleccionados para ser
considerados en los andlisis posteriores en base a su cumplimiento con los criterios de selecciéon en la
comparacion entre estos 2 grupos de estudio en particular. Los datos sombreados dentro de dichos recuadros
destacan los datos especificos que fueron considerados en la seleccion. EP: enfermedad periodontal (incluye
grupos de periodontitis crénica y agresiva generalizada). SP: salud periodontal. Dmax: diferencia en el porcentaje
de portadores entre el grupo experimental (EP) y el grupo control (SP). SNS: sensibilidad. ESP: especificidad.
EXC: exactitud. IFP: indice de falsos positivos. IFN: indice de falsos negativos. VPP: valor predictivo positivo.
VPN: valor predictivo negativo. M-W: prueba U de Mann-Whitney. Fisher: prueba exacta de Fisher. RR: riesgo
relativo. RM: razén de momios. IC95%: intervalo de confianza al 95% para la razéon de momios. M-H: prueba de
Mantel-Haenszel para la razén de momios. NA: no aplica.
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Tabla 5. Descripcion general de la comparacion de alelos y genotipos combinados entre grupos de estudio.
PCG vs. SP (n=21) PAG vs. SP (n=240) PAG vs. PCG (n=135) EP vs. SP (n=57)

Media + DE  Moda Mediana Rango Media + DE Moda Mediana Rango Media + DE = Moda Mediana Rango Media + DE = Moda Mediana Rango

% i =1 exp 0.65 + 0.16  0.53 0.53 0.47 - 0.86 0.46 + 0.14 0.52 0.48 0.19 - 0.93 0.50 + 0.16 0.37 0.48 0.26 - 0.89 0.51 +0.19 0.37 0.49 0.18 - 0.84
% i=1 con 0.44 +0.17 0.29 0.33 0.27 - 0.66 0.19 + 0.12 0.10 0.17 0.02 - 0.73 0.22 + 0.15 0.12 0.18 0.05 - 0.66 0.31 £ 0.18 0.29 0.27 0.05 - 0.66
D) i 0.20 £ 0.01 0.21 0.21 0.18 - 0.22 0.27 + 0.05 0.27 0.27 0.16 - 0.38 0.28 + 0.05 0.30 0.28 0.19 - 0.36 0.19 + 0.02 0.22 0.20 0.13 - 0.22
EXC 0.61 + 0.03 0.59 0.59 0.58 - 0.65 0.67 + 0.03 0.66 0.68 0.53 - 0.72 0.69 + 0.06 0.70 0.70 0.52 - 0.75 0.57 £+ 0.07 0.53 0.57 0.43 - 0.68
IFN 0.35 £+ 0.16  0.47 0.47 0.14 - 0.53 0.54 + 0.14 0.48 0.52 0.07 - 0.81 0.50 + 0.16 0.63 0.52 0.11 - 0.74 0.49 + 0.19 0.63 0.51 0.16 - 0.82
M-W (p =) 0.04 + 0.01 0.04 0.04 0.01 - 0.05 0.02 + 0.01 0.01 0.02 0.00 - 0.05 0.01 + 0.01 0.00 0.01 0.00 - 0.05 0.03 £+ 0.01 0.02 0.03 0.01 - 0.05
F(p=) 0.05 +£ 0.02 0.06 0.05 0.02 - 0.07 0.02 + 0.02 0.01 0.02 0.00 - 0.07 0.01 + 0.01 0.00 0.01 0.00 - 0.08 0.03 + 0.01 0.02 0.03 0.00 - 0.05
RM 2.61 £+ 033 239 2.45 2.30 - 3.47 459 + 1.41 5.44 4.44 2.82 - 9.09 445 + 113 584 4.32 2.60 - 7.15 2.70 + 0.44 2.53 2.59 219 - 4.24
M-H (p =) 0.04 £ 0.01 0.04 0.04 0.01 - 0.05 0.06 + 0.37 0.01 0.02 0.00 - 4.05 0.01 + 0.01 0.00 0.01 0.00 - 0.05 0.03 + 0.01 0.02 0.02 0.00 - 0.05

Se presenta la media, desviacion estandar (DE), moda, mediana y rango de los resultados de 9 pruebas estadisticas utilizadas para comparar la frecuencia de las 565
combinaciones generadas entre los grupos de estudio. Dentro de cada comparacidn, los valores que se presentan fueron calculados incluyendo tinicamente a las
combinaciones cuyas frecuencias en los grupos experimental y control fueron significativamente diferentes (n=) utilizando la prueba U de Mann-Whitney (MW).
Cabe sefialar que el total de combinaciones (considerando las 4 comparaciones entre grupos) incluidas en el andlisis que se presenta fue 275 y no 453 que se
esperarian al sumar los valores de n=, esto fue debido a que algunas combinaciones presentaron diferencias significativas en mas de una comparacién. PCG:
periodontitis cronica generalizada. PAG: periodontitis agresiva generalizada. EP: enfermedad periodontal (incluye grupos PCG y PAG). SP: salud periodontal. DE:
desviacién estandar. % i=1 exp: porcentaje de portadores en el grupo experimental. % i=1 con: porcentaje de portadores en el grupo control. Dmax: diferencia en el
porcentaje de portadores entre el grupo experimental y el grupo control. EXC: exactitud. IFN: indice de falsos negativos. M-W: prueba U de Mann-Whitney. F: prueba
exacta de Fisher. RM: razén de momios. M-H: prueba de Mantel-Haenszel para la razén de momios.
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Tabla 6. Ejemplo del método utilizado en la fase 2 de seleccién de combinaciones (en base a redundancias).

No. de variaciones IL12B:c. IL8:c TNF:c. IL10:c.  IL6:c. LTA:c. IL10:c. IL10:c. IL10:c. IL10:c.
en combinacion [*159AC] [-352T] [-488GG] [-1117A] [-237G] [131+90AA] [-627G] [-854C] [-627TG] [-854TC]

Combinaciones que presentan variacién IL12B:c.[*159AC]

IL12B:c.[*159AC]+TNF:c.[-488GG]+IL8:c.[-352T]

IL12B:c.[*159AC]+TNF:c.[-488GG]+IL6:c.[-237G]+IL8:c.[-352T]

IL12B:c.[*159AC]+TNF:c.[-488GG]+IL8:c.[-352T]+IL10:c.[-1117A]

IL12B:c.[*159AC]+TNF:c.[-488GG]+IL6:c.[-237G]+IL8:c.[-352T]+IL10:c.[-1117A]

Todas las combinaciones que contenian el genotipo individual IL12B:c.[*159AC] fueron agrupadas. En el presente ejemplo el grupo estd formado por 4 combinaciones
(columna 1), de las cuales, una se compone por 3 alelos y/o genotipos individuales, dos estdn formadas por 4 alelos y/o genotipos individuales y la dltima por 5
(columna 2). Las columnas 3 a 12, muestran la ocurrencia de cada una de los 10 alelos y genotipos individuales seleccionados dentro de cada combinacién incluida en
este grupo de combinaciones en particular (O=ausencia, 1=presencia). La cuarta combinacién de la tabla, marcada con el recuadro punteado, fue seleccionada debido a
que los alelos y genotipos individuales incorporados a las combinaciones de 3 y 4, se encontraron también en la combinacién con el mayor nimero de alelos y genotipos
(5). En todos los casos, la seleccion de combinaciones en base a redundancias se realizé de la misma manera, conservando las combinaciones conformadas por el mayor
ndmero de alelos y genotipos.
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Tabla 7a. Resumen de la distribuciéon de frecuencias alélicas y genotipicas reportadas en diversas poblaciones del mundo para las
variaciones IL6:c.-237C>G, IL8:c.-352A>T, IL10:c.-627T>G e IL10:c.-854T>C.

Referencia

(Mohlig et al. 2004)

(Schotte et al. 2001)

(Greisenegger et al. 2003)

(Moreira et al. 2007)

(Scarel-Caminaga et al.
2004)

(Cozen et al. 2004)

(Jenny et al. 2002)

(Basso et al. 2002)

(Fernandez et al. 2005)

(Landi et al. 2003)

(Hulkkonen et al. 2001)

(Pola et al. 2003)

Poblacion

Caracteristicas

DMT2

SS

LES

SS

ECVA

SS

Periodontitis moderada
Periodontitis severa
SP

PCG

SP

Caucasicos con LHAJ
Caucasicos SS
Afro-Americanos
Blancos

EC

SS

Colitis ulcerativa
Enfermedad de Crohn
SS

Cancer colorectal

SS

S. Sjogren P.

SS

ECI

SS

IL6:¢c.-237C>G

[cc [cG] [Ge] [C] [G]
17.0% 54.8% 28.2% 44.4% 55.6%
18.9% 55.3% 25.8% 46.5% 53.5%
17.0% 47.0% 36.0% 40.0% 60.0%
22.0% 48.0% 30% 46.0% 54.0%
17.0% 45.0% 38.0% 40.0% 60.0%
14.0% 50.0% 36.0% 39.0% 61.0%

6.8% 27.3% 65.9% 20.5% 79.5%

4.5% 35.8% 59.7% 22.4% 77.6%
11.1% 33.3% 55.6% 27.8% 72.2%

9.3% 43.0% 47.7% 30.8% 69.2%
17.9% 50.0% 32.1% 42.9% 57.1%
0% 15.0% 85.0% 8.0% 92.0%
16.0% 44.0% 40.0% 38.0% 62.0%
15.7% 52.0% 32.3% 41.7% 58.3%
16.7% 49.5% 33.8% 41.4% 58.6%

13.3% 49.9% 36.8% 38.2% 61.8%
10.6% 42.8% 46.6% 32.0% 68.0%
32.8% 50.8% 16.4% 58.2% 41.8%
29.5% 50.3% 20.3% 54.6% 45.4%
12.6% 40.3% 47.1% 32.8% 67.2%
35.3% 43.6% 21.1% 57.1% 42.9%

IL8:c.-352A>T

[AA] [AT] [TT] [A] [T]

19.3% 47.4% 33.2% 43.0% 57.0%

17.9% 55.2% 26.9% 45.5% 54.5%

IL10:¢.-627T>G |

[TT] [TG] [GG] [T] [G] |

3.0% 68.6% 28.4% 37.3% 62.7%
11.7% 39.5% 48.8% 31.4% 68.6%

IL10:c.-854T>C ]

[TT] [Tc] [ccl [T [C] |

13.4% 62.7% 23.9% 44.8% 55.2%
14.0% 37.2% 48.8% 32.6% 67.4%

8.3% 28.9% 62.8% 22.7% 77.3%
5.7% 39.0% 55.3% 25.2% 74.8%
8.1% 35.6% 56.3% 25.9% 74.1%
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Tabla 7a. continuacion.

Referencia Poblacion

(Scapoli et al. 2007) Italia SS 10.4% 37.5% 52.1% 29.2% 70.8%
(Parra-Rojas et al. 2006) México SS 0% 23.0% 77.0% 11.5% 88.5%
México PAG 0% 22.2% 77.8% 11.1% 88.9%|11.1% 44.5% 44.4% 33.3% 66.7%| 3.7% 66.7% 29.6% 37.0% 63.0%|18.5% 63.0% 18.5% 50% 50%
Presente estudio México PCG 1.8% 21.1% 77.2% 12.3% 87.7%|32.8% 32.8% 34.5% 49.1% 50.9%| 8.6% 58.6% 32.8% 37.9% 62.1%|13.8% 58.6% 27.6% 43.1% 56.9%
México SP 2.4% 24.4% 73.2% 14.6% 85.4%|24.4% 39.0% 36.6% 43.9% 56.1%|14.3% 52.4% 33.3% 40.5% 59.5%|33.3% 42.9% 23.8% 54.8% 45.2%

Caracteristicas

IL6:c.-237C>G

[ccl [cG] [Ge] [C] [G]

IL8:c.-352A>T

[AA] [AT] [TT] [A] [T]

IL10:c.-627T>G I

[TT] [(T6] [GG] [T [G] ||

IL10:c.-854T>C \

[Tm] [7C] [cc] [T [C]

10.9% 58.7% 30.4% 40.2% 59.8%
18.3% 44.1% 37.6% 40.3% 59.7%
2.4% 17.6% 80.0% 11.2% 88.8%
3.4% 20.7% 75.9% 13.8% 86.2%
16.4% 44.7% 39.0% 38.7% 61.3%
19.4% 51.4% 29.2% 45.1% 54.9%
0% 10.0% 90.0% 5.0% 95.0%
0% 15.6% 84.4% 7.8% 92.2%

Reino Unido Caucdsicos con ACJ-S
(Fishman et al. 1998)
Reino Unido Caucasicos SS

Reino Unido Asiaticos con EP

Reino Unido Asiaticos con SP

Reino Unido Caucdsicos con EP
(Nibali et al. 2009)
Reino Unido Caucdsicos con SP

Reino Unido Negros con EP

Reino Unido Negros con SP

Reino Unido FPI NA  NA  NA 44.6% 55.4%
(Pantelidis et al. 2001)

Reino Unido SS NA  NA NA 46.0% 54.0%

Turquia ECP 9.3% 27.9% 62.8% 23.3% 76.7%
(Karahan et al. 2005)

Turquia SS 7.2% 26.5% 66.3% 20.5% 79.5%

AC]-S: artritis crénica juvenil sistémica. DMT2: diabetes mellitus tipo 2. EC: enfermedad coronaria. ECI: embolia cerebral isquémica. ECP: embolia cerebral pediatrica.
ECVA: eventos cerebrovasculares agudos. EHA: enfermedad hepatica alcoholica. EP: enfermedad periodontal (incluye PCG y PAG). E.U.: Estados Unidos de Norteamérica.
FPI: fibrosis pulmonar idiopatica. ICV: inmunodeficiencia comun variable. LES: lupus eritematoso sistémico. LHAJ: linfoma de Hodgkin del adulto joven. NA: no aparece el
dato. PAG: periodontitis agresiva generalizada. PCG: periodontitis crénica generalizada. Rep. Checa: Republica Checa. SP: salud periodontal. SS: sistémicamente sanos. S.
Sjogren P.: sindrome de Sjogren primario.
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Tabla 7b. Resumen de la distribuciéon de frecuencias alélicas y genotipicas reportadas en diversas poblaciones del mundo para las
variaciones [L10:c.-1117A>G, IL12B:c.*159A>C, TNF:c.-488G>A y LTA:c.131+90A>G.

Referencia

(Schulz et al. 2008)

(Yang et al. 2005)

(Morahan et al. 2002)

(Padovani et al. 2000)

(Scarel-Caminaga et al.
2004)

(Rasmussen et al. 2000)

(Walston et al. 1999)

(Fernandez et al. 2005)

(Landi et al. 2003)

(Martinez-Pomar et al.
2006)

(Vendrell et al. 2003)

(Lio et al. 2003)
(Scapoli et al. 2007)

(Furuta et al. 2002)

Poblacion

Dinamarca
E.U.
Espafia
Espafia
Espafa
Espafia
Espafia
Espafia
Espafa
Espafa

Espafa

Caracteristicas

PAG

PCG

SP

SS, asma leve y rinitis
Niflos asmaticos
Nifios SS

Infarto al miocardio
SS

PCG

SP

Caucasicos SS
Caucasicos SS
Colitis ulcerativa
Enfermedad de Crohn
SS

Cancer colorectal
SS

ICV

SS

EC con y sin DMT2
SS

SS

SS

DMT2

SS

IL10:c.-1117A>G

[AA] [AG] [GG] [A] [G]

50.7% 37.3% 12.0% 69.4% 30.6%
39.5% 49.0% 11.5% 64.0% 36.0%

31.4% 44.2% 24.4% 53.5% 46.5%
28.1% 51.3% 20.6% 53.7% 46.3%
37.5% 45.6% 16.9% 60.3% 39.7%

16.5% 55.7% 27.0% 44.3% 55.7%

IL12B:c.*159A>C

[AA] [AC] [cC) [A] [C]

28.0% 44.9% 27.1% 50.4% 49.6%
25.9% 50.5% 23.5% 51.2% 48.8%

8.6% 77.1% 22.9%
1.9% 83.3% 16.7%

62.9% 28.6%
68.5% 29.6%

TNF:c.-488G>A |

[GG] [GA]
65.2% 27.5%
68.5% 29.6%
65.4% 34.6%
63.0% 35.0%

81.1% 17.5%
76.7% 22.6%

65.8% 30.5%
73.2% 22.5%

76.6% 22.0%
73.1% 23.8%

67.7% 27.0%
76.8% 22.2%
72.2% 27.0%
79.2% 18.8%
97.7% 2.3%
97.9% 2.1%

[AA] [6] [A] ||
7.3% 79.0% 21.0%
1.9% 83.3% 16.7%

0% 82.7% 17.3%
2.0% 80.0% 20.0%

1.4% 81.1% 18.9%
0.7% 77.1% 22.9%

3.7% 81.1% 18.9%
4.3% 84.3% 15.7%

1.4% 87.6% 12.4%
3.1% 85.0% 15.0%

5.3% 81.2% 18.8%
1.0% 87.9% 12.1%
0.9% 85.7% 14.3%
2.1% 88.5% 11.5%
0% 98.9% 1.1%
0% 98.9% 1.1%

LTA:c.131+90A>G ]

[AA] [AG] [GG] [A] [G] |

37.0% 49.0% 14.0% 62.0% 38.0%

42.6% 44.6% 12.8% 42.6% 57.4%
47.9% 44.7% 7.4% 48.0% 52.0%

65.2% 33.7% 1.1% 82.1% 17.9%
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Tabla 7b. continuacién.

IL10:c.-1117A>G

IL12B:c.*159A>C TNF:c.-488G>A I LTA:c.131+90A>G

Referencia Poblacion Caracteristicas

[AA] [AG] [GG] [A] [G] |[AA] [AC] [cc) [A] [C] [GG] [GA] [AA] [G] [A] |[[AA] [AG] [GG]
(Um & Kim 2003) Corea SS 83.3% 14.1% 2.6% 90.4% 9.6%
(Parra-Rojas et al. 2006) México SS 87.0% 13.0% 0% 93.5% 6.5%

México PAG 63.0% 37.0% 0% 81.5% 18.5%|29.6% 59.3% 11.1% 59.3% 40.7%|96.3% 3.7% 0% 98.1% 1.9%|63.0% 29.6% 7.4% 77.8% 22.2%
Presente estudio México PCG 53.4% 44.8% 1.8% 75.9% 24.1%|29.3% 51.7% 19.0% 55.2% 44.8%(89.5% 8.8% 1.8% 93.9% 6.1%|48.3% 34.5% 17.2% 65.5% 34.5%

México SP 53.7% 41.4% 4.9% 74.4% 25.6%|38.1% 45.2% 16.7% 60.7% 39.3%|87.8% 12.2% 0% 93.9% 6.1%|47.6% 47.6% 4.8% 71.4% 28.6%
(Wu et al. 2007) México Nifios asmaticos 88.8% 11.2% 0% 100% 0%43.0% 45.9% 11.1% 65.9% 34.1%
Reino Unido EHA 56.7% 41.3% 2.0% 77.3% 22.7%
Reino Unido SS 60% 33.8% 6.2% 76.9% 23.1%
Reino Unido FPI NA NA NA82.6% 17.4% NA NA NA60.1% 39.9%
Reino Unido SS NA NA NA79.1%20.9% NA NA NA65.4% 34.6%
Rep. Checa  Caucdsicos con PCG 79.6% 19.6% 0.8% 89.4% 10.6%|60.6% 38.6% 0.8% 79.9% 20.1%
Rep. Checa  Caucdsicos con SP 76.3% 22.8% 0.9% 87.7% 12.3%|57.9% 33.3% 8.8% 74.6% 25.4%

[Al [€]

(Grove et al. 1997)

(Pantelidis et al. 2001)

(Fassmann et al. 2003)

Silicosis moderada 63.3% 31.4% 5.3% 63.0% 37.0%
(Corbett et al. 2002)

SS 61.0% 30.0% 9.0% 61.0% 39.0%

ECP 81.4% 18.6% 0% 90.7% 9.3%
(Karahan et al. 2005)

SS 90.4% 9.6% 0% 95.2% 4.8%

AC]J-S: artritis crénica juvenil sistémica. DMT2: diabetes mellitus tipo 2. EC: enfermedad coronaria. ECI: embolia cerebral isquémica. ECP: embolia cerebral pediatrica.
ECVA: eventos cerebrovasculares agudos. EHA: enfermedad hepatica alcohodlica. EP: enfermedad periodontal (incluye PCG y PAG). E.U.: Estados Unidos de Norteamérica.
FPI: fibrosis pulmonar idiopatica. ICV: inmunodeficiencia comun variable. LES: lupus eritematoso sistémico. LHAJ: linfoma de Hodgkin del adulto joven. NA: no aparece el
dato. PAG: periodontitis agresiva generalizada. PCG: periodontitis crénica generalizada. Rep. Checa: Republica Checa. SP: salud periodontal. SS: sistémicamente sanos. S.
Sjogren P.: sindrome de Sjogren primario.
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Frecuencia genotipica relativa esperada bajo el equilibrio de H-W

Figura 1. Principio de Hardy-Weinberg. Distribucién esperada de frecuencias genotipicas en
base a las frecuencias alélicas observadas de acuerdo con el principio de Hardy-Weinberg (H-
W), también conocido como equilibro de Hardy-Weinberg o ley de Hardy-Weinberg. Este
principio establece que la composicion genética de una poblaciéon permanece en equilibrio
mientras que no actie la seleccién natural ni algin otro factor ambiental capaz de producir
mutaciones. El principio de H-W establece que bajo ciertas condiciones, tras una generacion
de apareamiento al azar, las frecuencias de los genotipos de un locus individual se fijaran en
un valor de equilibro particular. También especifica que esas frecuencias de equilibrio se
pueden representar como una funcion sencilla de las frecuencias alélicas en ese locus. Por
ejemplo, considerando un locus con dos alelos A y a, con frecuencias alélicas de p y q
respectivamente, el principio de H-W predice que la frecuencia genotipica para el homocigoto
dominante AA es p?, la del heterocigoto Aa es 2pq y la del homocigoto recesivo aa es g2. Por lo
tanto, el principio de Hardy-Weinberg es una expresion de la nocién de una poblaciéon que
esta en "equilibrio genético" y es un principio basico de la genética de poblaciones.
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Comparaciény
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genotipos
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Comparaciones:
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*PAG vs. SP
*PAG vs. PCG
eEPvs. SP
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Whitney
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*RM>1.5
*EXC>0.5
*|IFN<0.5
*>1 comparaciones

Seleccion:

e Alelos (5/10)
*Genotipos(5/10)
«PCG vs. SP (4/10)
*PAG vs. SP (5/10)
«PAG vs. PCG (2/10)
*EPvs. SP (6/10)

Presentado:

eFiguras5y 6
eTablas4a-d
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y genotipos
combinados

(haplotipos)
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los alelos (n=5) y

genotipos (n=5)
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eAlélicas(26/565)
eGenotipicas
(26/565)
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indiv. (104/565)
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eConb5aley/ogen
indiv. (146/565)
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Comparaciény
analisis de
haplotipos (n=565)
entre grupos de
estudio
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*Prueba U de Mann-
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*RM & 1C95%

*Prueba de Mantel-
Haenszel

Presentado:

Criterios:

*RM>3

*EXC>0.65

*|FN<0.5

*M-W, F & M-H
<0.05

*% (i=1) exp>0.5

*% (i=1) con<0.3

*D,,>0.25

e>] comparaciones

Criterios:

eAlelosy genotipos
individualesno-
redundantesentre
combinaciones

eCombinacionesde
mayortamafio

Seleccidn:

e Alélica/genotipica
(62/62)

«PCG vs. SP (0/62)

«PAG vs. SP (62/62)

*PAGvs. PCG
(26/62)

*EPvs. SP (0/62)

Seleccidn:
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indiv. (7/9)
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«PAG vs. SP (9/9)
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Presentado:
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Presentado:
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Aplicaciény
analisis del
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genéticos

Modelo aditivo:

*FRA paragruposde
combinaciones
(n=466)

eDiferencia en FRA
paradiferente
numero de
combinaciones
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e Estadisticosy
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Seleccidn:

*2 marcadores:
PAGvs. SPy
PAG vs. PCG

Presentado:

eFigs11a-b & 12a-d
oFigs 13a-b & 14a-d

Figura 2. Diagrama de flujo del modelo matematico-estadistico disefiado para el andlisis de los datos del estudio. PCG: periodontitis crénica generalizada. PAG:
periodontitis agresiva generalizada. EP: enfermedad periodontal (incluye grupos PCG y PAG). SP: salud periodontal. Dmax: diferencia en el porcentaje de
portadores entre el grupo experimental y control. SNS: sensibilidad. ESP: especificidad. EXC: exactitud. IFP: indice de falsos positivos. IFN: indice de falsos
negativos. VPP: valor predictivo positivo. VPN: valor predictivo negativo. RM: razén de momios. IC95%: intervalo de confianza al 95% para la razén de
momios. 21 comparaciones: en una o mas de las 4 comparaciones entre grupos. ale y/o gen indiv.: alelos y/o genotipos individuales. M-W: prueba U de
Mann-Whitney. F: prueba exacta de Fisher. M-H: prueba de Mantel-Haenszel para la razén de momios. % (i=1) exp: porcentaje de portadores en el grupo
experimental. % (i=1) con: porcentaje de portadores en el grupo control. FRA: frecuencia relativa acumulada.
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Genotipo

Genotipo Distribucion

Htr H-W x?2

2 (21.1) 44 (77.2) | 14 (12.3) 100 (87.7)
0(0.0) 6(22.2) 21(77.8)| 6(11.1) 48(88.9)|0.22 0.42
1(1.2) 18 (21.4) 65 (77.4)| 20 (11.9) 148 (88.1) |0.21 0.04
1(2.4) 10 (24.4) 30 (73.2)| 12 (14.6) 70 (85.4)|0.24 0.02

Figura 3a. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas de la variacién [L6:c.-237C>G
en sujetos mexicanos (n=125) con diferente condicién periodontal. PCG: periodontitis cronica
generalizada. PAG: periodontitis agresiva generalizada. EP: enfermedad periodontal (incluye
grupos PCG y PAG). SP: salud periodontal. N=: nimero total de sujetos evaluados. n=: nimero

de portadores. %=: porcentaje de portadores. Htr: heterocigocidad. H-W x2: chi-cuadrada
bajo el principio de Hardy-Weinberg.




IL8:c.-352A>T
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Genotipo

Genotipo Distribucion
Htr H-W x?

i= % i= % i= % i= %

19 (32.8) 19 (32.8) 20 (34.5)| 57 (49.1) 59 (50.9) | 0.33
3(11.1) 12 (44.4) 12 (44.4)| 18 (33.3) 36 (66.7) | 0.44
22 (25.9) 31 (36.5) 32 (37.6)| 75 (44.1) 95 (55.9) | 0.36
10 (24.4) 16 (39.0) 15 (36.6) | 36 (43.9) 46 (56.1) | 0.39

Figura 3b. Distribucidén de las frecuencias alélicas y genotipicas de la variacion IL8:c.-352A>T
en sujetos mexicanos (n=125) con diferente condiciéon periodontal. Las celdas sombreadas
sefialan a los grupos de estudio en los que la distribucién de genotipos se encontré fuera del
equilibrio de Hardy-Weinberg. PCG: periodontitis crénica generalizada. PAG: periodontitis
agresiva generalizada. EP: enfermedad periodontal (incluye grupos PCG y PAG). SP: salud
periodontal. N=: numero total de sujetos evaluados. n=: nimero de portadores. %-=:

porcentaje de portadores. Htr: heterocigocidad. H-W x2: chi-cuadrada bajo el principio de
Hardy-Weinberg.
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IL10:c.-627T>G
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Genotipo

Genotipo Distribucion
[TG] Htr H-W x?

i= % i= % i= % | i= %  i= %

5(8.6) 34 (58.6) 19 (32.8)| 44 (37.9) 72 (62.1) | 0.59
1(3.7) 18(66.7) 8 (29.6)| 20 (37.0) 34 (63.0) | 0.67
6 (7.1) 52 (61.2) 27 (31.8)| 64 (37.6) 106 (62.4) | 0.61
6 (14.3) 22 (52.4) 14 (33.3)| 34 (40.5) 50 (59.5) | 0.52

Figura 3c. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas de la variaciéon IL10:c.-
627T>G en sujetos mexicanos (n=125) con diferente condicién periodontal. Las celdas
sombreadas sefialan a los grupos de estudio en los que la distribucién de genotipos se
encontro fuera del equilibrio de Hardy-Weinberg. PCG: periodontitis cronica generalizada.
PAG: periodontitis agresiva generalizada. EP: enfermedad periodontal (incluye grupos PCGy
PAG). SP: salud periodontal. N=: numero total de sujetos evaluados. n=: nimero de

portadores. %=: porcentaje de portadores. Htr: heterocigocidad. H-W x2: chi-cuadrada bajo el
principio de Hardy-Weinberg.
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Genotipo

Genotipo Distribucion
Htr H-W x?
8 (13. 4 (58.6) 16 (27.6) | 50 (43.1) 66 (56.9)
5 (18.5) 17 (63.0) 5 (18.5)| 27 (50.0) 27 (50.0) | 0.63 1.81
13 (15.3) 51 (60.0) 21 (24.7) | 77 (45.3) 93 (54.7) 1 0.60 3.77
14 (33.3) 18 (42.9) 10 (23.8) | 46 (54.8) 38 (45.2) |0.43 0.77

Figura 3d. Distribucién de las frecuencias alélicas y genotipicas de la variaciéon IL10:c.-
854T>C en sujetos mexicanos (n=125) con diferente condiciéon periodontal. PCG:
periodontitis crénica generalizada. PAG: periodontitis agresiva generalizada. EP: enfermedad
periodontal (incluye grupos PCG y PAG). SP: salud periodontal. N=: nimero total de sujetos

evaluados. n=: namero de portadores. %=: porcentaje de portadores. Htr: heterocigocidad. H-
W x2: chi-cuadrada bajo el principio de Hardy-Weinberg.
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IL10:c.-1117A>G

[AG]

Genotipo

Genotipo

1= 1=
1 ( 6 (44.8) 88 (75.9) 28 (24.1)
7 (63.0) 10 (37.0) 0 (0.0) | 44 (81.5) 10 (18.5)|0.37
8 (56.5) 36 (42.4) 1 (1.2) |132(77.6) 38 (22.4) |0.42
2 (53.7) 17 (41.5) 2 (4.9) | 61 (74.4) 21 (25.6) |0.41

Distribucion
Htr H-W x 2

Figura 3e. Distribuciéon de las frecuencias alélicas y genotipicas de la variacién IL10:c.-
1117A>G en sujetos mexicanos (n=125) con diferente condicién periodontal. La celda
sombreada sefiala al grupo de estudio en el que la distribucién de genotipos se encontré fuera
del equilibrio de Hardy-Weinberg. PCG: periodontitis crénica generalizada. PAG: periodontitis
agresiva generalizada. EP: enfermedad periodontal (incluye grupos PCG y PAG). SP: salud
periodontal. N=: numero total de sujetos evaluados. n=: nimero de portadores. %-=:
porcentaje de portadores. Htr: heterocigocidad. H-W x2: chi-cuadrada bajo el principio de

Hardy-Weinberg.
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IL12B:c.*159A>C
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Genotipo Distribucion
Htr H-W x?
7 (29. 0 (51.7) 11 (19.0) | 64 (55.2) 52 (44.8)
8 (29.6) 16 (59.3) 3 (11.1)| 32 (59.3) 22 (40.7) | 0.59 1.39
25 (29.4) 46 (54.1) 14 (16.5)| 96 (56.5) 74 (43.5) | 0.54 0.86
16 (38.1) 19 (45.2) 7 (16.7)| 51 (60.7) 33 (39.3)|0.45 0.11

Figura 3f. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas de la wvariacién
IL12:c.*159A>C en sujetos mexicanos (n=125) con diferente condicién periodontal. PCG:
periodontitis crénica generalizada. PAG: periodontitis agresiva generalizada. EP: enfermedad
periodontal (incluye grupos PCG y PAG). SP: salud periodontal. N=: nimero total de sujetos

evaluados. n=: namero de portadores. %=: porcentaje de portadores. Htr: heterocigocidad. H-
W x2: chi-cuadrada bajo el principio de Hardy-Weinberg.
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TNF:c.-488G>A
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Genotipo

Genotipo Distribucion
[GG] [GA] Htr  H-W x>
1 ( 5 (8.8) 107 (93.9)
26 (96.3) 1(3.7) 0(0.0) | 53(98.1) 1(1.9) |0.04 0.01
77 (91.7) 6 (7.1) 1(1.2) 160 (95.2) 8 (4.8) 10.07 3.79
36 (87.8) 5(12.2) 0 (0.0 77 (93.9) 5(6.1) 1012 0.17

Figura 3g. Distribucién de las frecuencias alélicas y genotipicas de la variacion TNF:c.-
488G>A en sujetos mexicanos (n=125) con diferente condicién periodontal. PCG:
periodontitis crénica generalizada. PAG: periodontitis agresiva generalizada. EP: enfermedad
periodontal (incluye grupos PCG y PAG). SP: salud periodontal. N=: nimero total de sujetos

evaluados. n=: namero de portadores. %=: porcentaje de portadores. Htr: heterocigocidad. H-
W x2: chi-cuadrada bajo el principio de Hardy-Weinberg.
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LTA:c.131+90A>G
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Genotipo Distribucion

Htr H-W x 2

i= % i= % i= %

8 (48. 0 (34.5) 10 (17.2) | 76 (65.5) 40 (34.5)

17 (63.0) 8 (29.6) 2 (7.4) | 42 (77.8) 12 (22.2)|0.30
45 (52.9) 28 (32.9) 12 (14.1) | 118 (69.4) 52 (30.6) | 0.33
20 (47.6) 20 (47.6) 2 (4.8) | 60 (71.4) 24 (28.6)|0.48

Figura 3h. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas de la variacién
LTA:c.131+90A>G en sujetos mexicanos (n=125) con diferente condicién periodontal. La
celda sombreada sefala al grupo de estudio en el que la distribucién de genotipos se encontr6
fuera del equilibrio de Hardy-Weinberg. PCG: periodontitis crénica generalizada. PAG:
periodontitis agresiva generalizada. EP: enfermedad periodontal (incluye grupos PCG y PAG).
SP: salud periodontal. N=: nimero total de sujetos evaluados. n=: nimero de portadores. %=:

porcentaje de portadores. Htr: heterocigocidad. H-W x2: chi-cuadrada bajo el principio de
Hardy-Weinberg.
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SP SP

! ] ] 1 1 A 1 1 ] 1
0% 25% 50% 75% 100% 0% 25% 50% 75% 100%
Portadores Portadores

® |L6:c.[-237CC] ™ IL6:c.[-237CG] ™ IL6:c.[-237GG] ® [L8:c.[-352AA] ™ IL8:c.[-352AT] ™ IL8:c.[-352TT]

SP SP
| 1 1 1 1 A 1 1 1 1

0% 25% 50% 75% 100% 0% 25% 50% 75% 100%
Portadores Portadores

® |L10:c.[-627TT] ™ IL10:c.[-627TG] ™ IL10:c.[-627GG] ® |L10:c.[-854TT] ™ IL10:c.[-854TC] ™ [L10:c.[-854CC]

Figura 4a. Graficas de mosaico que ilustran las diferencias en la proporciéon de portadores de los diferentes genotipos (homocigotos y
heterocigoto) entre cada grupo de estudio para las variaciones genéticas IL6:c.-237C>G, IL8:c.-352A>T, IL10:c.-627T>G e IL10:c.-854T>C.
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SP SP

= 1 1 1 1 A 1 1 1 1

0% 25% 50% 75% 100% 0% 25% 50% 75% 100%
Portadores Portadores

* |L10:c.[-1117AA] = [L10:c.[-1117AG] ™ IL10:c.[-1117GG] ® |L12B:c.[*159AA] ™ IL12B:c.[*159AC] ® IL12B:c.[*159CC]

SP
A 1 1 1 1 1 1 1 1

0% 25% 50% 75% 100% 0% 25% 50% 75% 100%
Portadores Portadores

® TNF:c.[-488GG] ™ TNF:c.[-488GA] ™ TNF:c.[-488AA] ® LTA:c.[131+90AA] ™ LTA:c.[131+90AG] ™ LTA:c.[131+90GG]

Figura 4b. Graficas de mosaico que ilustran las diferencias en la proporciéon de portadores de los diferentes genotipos (homocigotos y
heterocigoto) entre cada grupo de estudio para las variaciones genéticas IL10:c.-1117A>G, IL12B:c.*159A>C, TNF:c.-488G>A y
LTA:c.131+90A>G en los 4 grupos de estudio.
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Figura 5. Grafica de burbuja de los alelos y genotipos individuales de las 8 variaciones genéticas evaluadas (n=40) en el espacio de “exactitud
(EXC) para marcar correctamente a los grupos experimental y control vs. indice de falsos negativos (IFN) en el grupo experimental”. E]l tamafio
de las burbujas representa la razén de momios (RM, probabilidad de riesgo de padecer la condicién del grupo experimental y no la del grupo
control cuando se es portador del alelo o genotipo individual en cuestion). Los diferentes colores de las burbujas sefialan los valores obtenidos
para alelos y genotipos individuales en cada una de las 4 comparaciones entre grupos: PCG vs. SP (azul), PAG vs. SP (rojo), EP vs. SP (verde) y
PAG vs. PCG (morado). El recuadro sombreado en el extremo superior derecho, delimita los puntos de corte establecidos en cuanto a EXC (>0.5)
e IFN (<0.5) para la seleccidn de alelos y genotipos individuales. Ademas, los criterios de seleccion consideraron tinicamente alelos y genotipos
individuales que ademads de estar dentro de los 2 puntos de corte anteriores presentaran una RM>1.5, en una o mas de las 4 comparaciones
entre grupos. De los 40 alelos y genotipos individuales analizados, inicamente los 10 (5 alelos y 5 genotipos) que cumplieron con los 3 criterios
de seleccidn fueron incluidos en los andlisis posteriores (Tablas 4a-d). PCG: periodontitis crénica generalizada. PAG: periodontitis agresiva
generalizada. EP: enfermedad periodontal (incluye PCG y PAG). SP: salud periodontal. RM: razén de momios.
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PCG vs. SP
n=0

PAG vs. SP EPvs. SP

n=2 n=2

n=1
PAG vs. PCG

Figura 6. Diagrama de Venn que presenta el universo de los 10 alelos y genotipos seleccionados en base a su relevancia para marcar y separar
a grupos experimentales especificos dentro de las 4 comparaciones analizadas. Ninguno de los alelos o genotipos individuales seleccionados
mostré capacidad para marcar de manera exclusiva al grupo PCG en la comparacion PCG vs. SP. Sin embargo, 2 de ellos mostraron relevancia
para marcar tanto al grupo anterior como al grupo EP en la comparacién EP vs. SP (interseccién azul-verde), y 2 diferentes, adicionalmente
fueron relevantes para marcar tanto a los 2 grupos anteriores como al grupo PAG en la comparacion PAG vs. SP (interseccion azul-verde-roja). 2
de los alelos y genotipos individuales seleccionados fueron relevantes para marcar exclusivamente al grupo PAG en la comparacién PAG vs. SP
(elipse roja), mientras que uno de ellos mostré capacidad conjunta para marcar al grupo experimental mencionado tanto en la comparacién
anterior, como en la comparacién PAG vs. PCG (interseccidon roja-morada). Un alelo seleccionado marc6 exclusivamente al grupo PAG en la
comparacién PAG vs. PCG (elipse morada) y 2 exclusivamente al grupo EP en la comparacion EP vs. SP (elipse verde). PCG: periodontitis crénica
generalizada. PAG: periodontitis agresiva generalizada. EP: enfermedad periodontal (incluye PCG y PAG). SP: salud periodontal. RM: razén de
momios.
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Alélica
n=26

Tipo de
combinacion

Alélica
Genotipica

Alélica/genotipica
Total

Alélica/
genémica
n=513

No. de alelos y/o
genotipos individuales

Gendémica
n=26

No. de
combinaciones

No. de alelos y/o
genotipos individuales

No. de
combinaciones

Alelos y genotipos
individuales

IL6:c.[-237G]
IL8:c.[-352T]
IL10:c.[-627G]
IL10:c.[-854C]
IL10:c.[-1117A]
Genotipos
IL10:c.[-627TG]
IL10:c.[-854TC]
IL12B:c.[*159AC]
TNF:c.[-488GG]
LTA:c.[131+90AA]

No. de
combinaciones

Figura 7. Descripcion de las 565 variables generadas de alelos y genotipos combinados empleando los 10 alelos y genotipos individuales
seleccionados en el andlisis anterior (Tablas 4a-d y Figura 5). El diagrama de Venn y el cuadro del lado izquierdo describen los 3 tipos de
combinaciones generadas: alélica (n=26, compuestas exclusivamente por los 5 alelos individuales seleccionados), genotipica (n=26,
compuestas exclusivamente por los 5 genotipos individuales seleccionados) y alélica/genotipica (n=513, compuestas tanto por los 5 alelos
como por los 5 genotipos individuales seleccionados). Adicionalmente, el cuadro muestra el nimero de alelos y/o genotipos individuales
incorporados a cada tipo de combinacion. El cuadro central presenta el nimero de combinaciones que incluyeron de 2 a 8 alelos y/o genotipos
individuales. El numero de ocasiones en las que cada uno de los alelos y genotipos individuales seleccionados fueron incluidos en alguna de las
565 combinaciones generadas se describe en el cuadro del lado derecho.
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Figura 8. Grafica de burbuja de las combinaciones alélicas, genotipicas y alélica/genotipica generadas (n=565) en el espacio de “exactitud
(EXC) para marcar correctamente a los grupos experimental y control vs. porcentaje de portadores en el grupo control”. El tamafio de las
burbujas representa la diferencia entre el grupo experimental y control en el porcentaje de portadores (Dmax). Los diferentes colores de las
burbujas sefialan los valores obtenidos para las combinaciones en cada una de las 4 comparaciones entre grupos: PCG vs. SP (azul), PAG vs. SP
(rojo), EP vs. SP (verde) y PAG vs. PCG (morado). El recuadro sombreado en el extremo superior derecho, delimita los puntos de corte
establecidos para la seleccién de combinaciones en cuanto a EXC (>0.65) y % portadores en el grupo control (<0.3). Ademas, los criterios de
seleccion consideraron inicamente a las combinaciones que presentaran Dy, >0.25, RM >3, prueba U de Mann-Whitney p<0.05, prueba exacta
de Fisher p<0.05, prueba de Mantel-Haenszel p<0.05, porcentaje de portadores en el grupo experimental >0.5, y un indice de falsos negativos
en el grupo experimental <0.5. Las combinaciones seleccionadas en esta fase fueron aquellas que cumplieron con los 9 criterios mencionados
en una o mas de las 4 comparaciones entre grupos. 62 combinaciones fueron seleccionadas en esa fase, todas ellas del tipo alélica/gendmica.
PCG: periodontitis cronica generalizada. PAG: periodontitis agresiva generalizada. EP: enfermedad periodontal (incluye grupos PCG y PAG). SP:
salud periodontal. RM: raz6n de momios. p (N | i=1): porcentaje de portadores.
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Comparacion No. de
entre grupos combinaciones

PCG vs. SP Alelos y genotipos No. de
PAG vs . SP individuales combinaciones
PAG vs. PCG
EP vs. SP IL6:c.[-237G]
IL8:c.[-352T]
IL10:c.[-627G]
PCG vs. SP IL10:c.[-854C]
=0 IL10:c.[-1117A]

No. de alelos y No. de
genotipos individuales combinaciones

IL10:c.[-627TG]
IL10:c.[-854TC]
PAG vs. SP EPvs. SP
n=36 n=0 IL12B:c.[*159AC]
TNF:c.[-488GG]
LTA:c.[131+90AA]

n=0
PAG vs. PCG

Figura 9. Descripcién de las 62 combinaciones alélicas/genotipicas seleccionadas en la primera fase de discriminacién (en base a los andlisis
estadisticos) (Figura 8). El cuadro del lado izquierdo indica el nimero de combinaciones seleccionadas constituidas por 2 hasta 6 alelos y
genotipos individuales. En el cuadro central se presenta el total de las combinaciones que fueron seleccionadas en base al cumplimiento de los
9 puntos de corte en cada una de las 4 comparaciones entre grupos de estudio. Asi mismo, el diagrama de Venn presenta el universo de las 62
combinaciones seleccionadas, 36 de las cuales fueron relevantes para separar a los grupos PAG y SP, y 26 de ellas mostraron capacidad para
separar tanto a los grupos PAG y SP como a PAG y PCG. El nimero de veces que cada uno de los alelos y genotipos individuales fueron incluidos
en alguna de las 62 combinaciones seleccionadas, se describe en el cuadro del lado derecho. PCG: periodontitis crénica generalizada. PAG:
periodontitis agresiva generalizada. EP: enfermedad periodontal (incluye grupos PCG y PAG). SP: salud periodontal.
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Combinaciones seleccionadas (n =9)

IL10:c.[-854TC]+TNF:c.[-488GG]+IL10:c.[-627TG]+IL6:c.[-237G]+IL8:c.[-352T]
IL12B:c.[*159AC]+TNF:c.[-488GG]+IL6:C.[-237G]+IL8:c.[-352T]+IL10:c.[-1117A]
TNF:c.[-488GG]+LTA:c.[131+90AA]+IL10:c.[-627G]+IL10:c.[-854C] *+IL10:c.[-1117A]
TNF:c.[-488GG]+IL10:c.[-627TG]+IL6:c.[-237G]+IL8:c.[-352T]+IL10:c.[-1117A]
TNF:c.[-488GG]+IL10:c.[-627TG]+IL6:c.[-237G]+IL8:c.[-352T]+IL10:c.[-854C]
LTA:c.[131+90AA]+IL6:c.[-237G]+IL8:c.[-352T]+IL10:c.[-854C]+IL10:c.[-1117A]
TNF:c.[-488GG]+LTA:c.[131+90AA]+IL6:c.[-237G]+IL8:c.[-352T]+IL10:c.[-627G]+IL10:c.[- 1117A]
TNF:c.[-488GG]+LTA:c.[131+90AA]+IL6:C.[-237G]+IL10:c.[-627G]+IL10:c.[-854C] +IL10:c.[-1117A]
TNF:c.[-488GG]+LTA:c.[131+90AA] +IL6:c.[-237G]+IL8:c.[-352T]+IL10:c.[-1117A]

No. de
combinaciones

Comparacion

No. de
entre grupos

combinaciones

No. de alelos y
genotipos individuales

PCG vs. SP
PAG vs . SP
PAG vs. PCG
EP vs. SP

Alelos y genotipos
individuales

IL6:c.[-237G]
IL8:c.[-352T]
IL10:c.[-627G]
IL10:c.[-854C]

IL10:c.[-1117A]
Genotipos
IL10:c.[-627TG]
IL10:c.[-854TC]
IL12B:c.[*159AC]
TNF:c.[-488GG]
LTA:c.[131+90AA]

No. de
combinaciones

Figura 10. Descripcion de las 9 combinaciones alélicas/genotipicas seleccionadas en la segunda fase de discriminacién (en base a
redundancias) (Tabla 6). El cuadro superior presenta la lista de las 9 combinaciones seleccionadas. El cuadro inferior izquierdo indica el
numero de combinaciones seleccionadas constituidas por 5 o 6 alelos y genotipos individuales. En el cuadro central se presenta el total de las
combinaciones relevantes para cada una de las 4 comparaciones entre grupos de estudio. El nimero de veces que cada uno de los alelos y
genotipos individuales fueron incluidos en alguna de las 9 combinaciones seleccionadas, se describe en el cuadro del lado derecho. PCG:
periodontitis cronica generalizada. PAG: periodontitis agresiva generalizada. EP: enfermedad periodontal (incluye grupos PCG y PAG). SP:

salud periodontal.
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IL10:c.[-854TC]+ IL12B:c.[*159AC]+  LTA:c.[131+90AA]+ TNF:c.[-488GG]+ Modelo aditivo

TNF:c.[-488GG]+ TNF:c.[-488GG]+ IL6:c.[-237G]+ IL10:¢c.[-627TG]+ (2 0 mas de las

IL10:c.[-627TG]+ IL6:c.[-237G]+ IL8:c.[-352T]+ IL6:c.[-237G]+ combinaciones
IL6:c.[-237G]+ IL8:c.[-352T]+ IL10:c.[-854C]+ IL8:c.[-352T]+ anteriores)
IL8:c.[-352T] IL10:c.[-1117A] IL10:c.[-1117A] IL10:c.[-1117A]

Figura 11a. Distribucién de frecuencias de las 4 combinaciones detectadas capaces de marcar especificamente al grupo PAG en comparacion a
SP, asi como del conjunto de combinaciones incorporadas al modelo aditivo propuesto utilizando 2 o0 mas combinaciones como punto de corte
en el nivel de exigencia. PCG: periodontitis crénica generalizada. PAG: periodontitis agresiva generalizada. EP: enfermedad periodontal
(incluye grupos PCG y PAG). SP: salud periodontal.
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Experimental Control i
PCG vs. SP : Fsher 1C95%
N=n= % N=n= % (p=)

IL10:c.[-854TC]+TNF:c.[-488GG]+IL10:c.[-627TG]+IL6:C.[-237G]+IL8:c.[-352T]
IL12B:c.[*159AC]+TNF:c.[-488GG]+IL6:c.[-237G]+IL8:c.[-352T]+IL10:c.[-1117A]
LTA:c.[131+90AA]+IL6:c.[-237G]+IL8:c.[-352T]+IL10:c.[-854C]+IL10:c.[-1117A]
TNF:c.[-488GG]+IL10:c.[-627TG]+IL6:c.[-237G]+IL8:c.[-352T]+IL10:c.[-1117A]
Modelo aditivo utilizando 2 o mas de las combinaciones anteriores

Experimental Control Fisher
PAG vs. SP e 1€95%
N=n= % N=n= % (p=)

1L10:c.[-854TC]+TNF:c.[-488GG]+IL10:c.[-627TG]+IL6:C.[-237G]+IL8:c.[-352T] . 14.6% . . . . 6.282
IL12B:c.[*159AC]+TNF:c.[-488GG]+IL6:c.[-237G]+IL8:c.[-352T]+IL10:c.[-1117A] . 9 22.0%| 29. ) . . 3.829
LTA:c.[131+90AA]+IL6:c.[-237G]+IL8:c.[-352T]+IL10:c.[-854C]+IL10:c.[-1117A] . 17.1% . . . . 5.231
TNF:c.[-488GG]+IL10:c.[-627TG]+IL6:c.[-237G]+IL8:C.[-352T]+IL10:c.[-1117A]

Modelo aditivo utilizando 2 o mas de las combinaciones anteriores

Experimental Control Fish
PAG vs. PCG . e 1€95%
N=n= % N=n= % (p=)

IL10:c.[-854TC]+TNF:c.[-488GG]+IL10:c.[-627TG]+IL6:C.[-237G]+IL8:c.[-352T]
IL12B:c.[*159AC]+TNF:c.[-488GG]+IL6:C.[-237G]+IL8:C.[-352T]+IL10:c.[-1117A]
LTA:c.[131+90AA]+IL6:c.[-237G]+IL8:c.[-352T]+IL10:c.[-854C]+IL10:c.[-1117A]
TNF:c.[-488GG]+IL10:c.[-627TG]+IL6:c.[-237G]+IL8:C.[-352T]+IL10:c.[-1117A]
Modelo aditivo utilizando 2 o mas de las combinaciones anteriores

Experimental Control Fish
EP vs. SP e S 1€95%
N=n= % N=n= % (p=)

IL10:c.[-854TC]+TNF:c.[-488GG]+IL10:C.[-627TG]+IL6:C.[-237G]+IL8:C.[-352T] . . 21.1%
IL12B:c.[*159AC]+TNF:c.[-488GG]+IL6:c.[-237G]+IL8:c.[-352T]+IL10:c.[-1117A] . 9 i 17.3%
LTA:c.[131+90AA]+IL6:c.[-237G]+IL8:c.[-352T]+IL10:c.[-854C]+IL10:c.[-1117A] . . 11.5%
TNF:C.[-488GG]+IL10:c.[-627TG]+IL6:C.[-237G]+IL8:C.[-352T]+IL10:c.[-1117A] . . 13.6%
Modelo aditivo utilizando 2 o mas de las combinaciones anteriores

Figura 11b. Distribucién de frecuencias y estadisticas comparativas de las 4 combinaciones detectadas capaces de marcar especificamente al
grupo PAG en comparacién a SP (recuadros punteados), asi como del conjunto de combinaciones incorporadas al modelo aditivo propuesto
utilizando 2 o mas combinaciones como punto de corte en el nivel de exigencia. Los diferentes cuadros presentan los datos para cada una de las
4 comparaciones entre grupos de estudio. PCG: periodontitis crénica generalizada. PAG: periodontitis agresiva generalizada. EP: enfermedad
periodontal (incluye grupos PCG y PAG). SP: salud periodontal. N=: nimero total de sujetos evaluados. n=: nimero de portadores. %=:
porcentaje de portadores. Dmax: diferencia en el porcentaje de portadores entre el grupo experimental y control. M-W: prueba U de Mann-
Whitney. Fisher: prueba exacta de Fisher. RR: riesgo relativo. RM: razén de momios. IC95%: intervalo de confianza al 95% para la razon de
momios. M-H: prueba de Mantel-Haenszel para la razén de momios comun.
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No. de
combinaciones PCG

5

Frecuenciarelativaacumulada

3 2

No. de combinaciones

PCG vs. SP

IL10:c.[-854TC]+TNF:c.[-488GG]+IL10:c.[-627TG]+IL6:c.[-237G]+IL8:c.[-352T]
IL12B:c.[*159AC]+TNF:c.[-488GG]+IL6:c.[-237G]+IL8:c.[-352T]+IL10:c.[-1117A]
LTA:c.[131+90AA]+IL6:c.[-237G]+IL8:c.[-352T]+IL10:c.[-854C]+IL10:c.[-1117A]
TNF:c.[-488GG]+IL10:c.[-627TG]+IL6:c.[-237G]+IL8:c.[-352T]+IL10:c.[-1117A]
Modelo aditivo utilizando 2 o mas de las combinaciones anteriores

Figura 12a. Grafica que muestra la separacion que se produce entre los grupos de estudio (PCG vs. SP), resultado de la aplicacién del modelo
aditivo propuesto para marcar especificamente al grupo PAG en comparacién a SP. Puede observarse que la respuesta es pobre y la separacion
que se produce entre los grupos es poco significativa (13%) cuando el modelo se aplica a estos 2 grupos de estudio en particular. El cuadro que
se presenta en el extremo superior derecho presenta las frecuencias relativas acumuladas (FRA) que se producen al aplicar el modelo aditivo al
conjunto de las 4 combinaciones, es decir, las FRA fueron calculadas en funcién de la cantidad de combinaciones que se van incorporando en
cada nivel del modelo. El punto de corte en el nivel de exigencia fue establecido en donde se produjo la maxima diferencia o separacién en las
FRA entre los grupos (Dxs), en este caso a nivel de 2 combinaciones (recuadro punteado). Al aplicar el modelo a los grupos PCG y SP se logra un
acierto muy bajo del 35% con un nivel de error del 22%. Lo anterior indica que el modelo carece de una potencia aceptable para marcar a
dichos grupos de estudio. El cuadro inferior sintetiza las estadisticas de evaluacion relativas a cada una de las 4 combinaciones y del modelo
aditivo propuesto (recuadro punteado) en cuanto a su habilidad para marcar especificamente a los grupos de estudio. PCG: periodontitis
crénica generalizada. PAG: periodontitis agresiva generalizada. SP: salud periodontal. SNS: sensibilidad. ESP: especificidad. EXC: exactitud. IFP:
indice de falsos positivos. IFN: indice de falsos negativos. VPP: valor predictivo positivo. VPN: valor predictivo negativo.
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No. de
combinaciones PAG

)

PAG vs. SP

IL10:c.[-854TC]+TNF:c.[-488GG]+IL10:c.[-627TG]+IL6:c.[-237G]+IL8:c.[-352T]
IL12B:c.[*159AC]+TNF:c.[-488GG]+IL6:C.[-237G]+IL8:C.[-352T]+IL10:c.[-1117A]
LTA:c.[131+90AA]+IL6:c.[-237G]+IL8:c.[-352T]+IL10:c.[-854C]+IL10:c.[-1117A]
TNF:c.[-488GG]+IL10:c.[-627TG]+IL6:c.[-237G]+IL8:c.[-352T]+IL10:c.[-1117A]
Modelo aditivo utilizando 2 o mas de las combinaciones anteriores

Figura 12b. Grafica que muestra la separacion que se produce entre los grupos de estudio (PAG vs. SP), resultado de la aplicacién del modelo
aditivo propuesto para marcar especificamente al grupo PAG en comparacién a SP. Puede observarse que la respuesta es muy buena, y se
produce una amplia separacion (56%) entre los grupos de estudio, resultado de la habilidad del modelo aditivo propuesto para marcar al grupo
PAG. El cuadro que se presenta en el extremo superior derecho presenta las frecuencias relativas acumuladas (FRA) que se producen al aplicar
el modelo aditivo al conjunto de las 4 combinaciones, es decir, las FRA fueron calculadas en funcién de la cantidad de combinaciones que se van
incorporando en cada nivel del modelo. El punto de corte en el nivel de exigencia fue establecido en donde se produjo la maxima diferencia o
separacion en las FRA entre los grupos (Dxs), en este caso a nivel de 2 combinaciones (recuadro punteado). Al aplicar el modelo a los grupos
PAG y SP se logra un acierto muy alto del 78% con un nivel de error del 22%. Lo anterior indica que el modelo cuenta con una potencia alta
para marcar especificamente al grupo experimental. El cuadro inferior sintetiza las estadisticas de evaluacion relativas a cada una de las 4
combinaciones y del modelo aditivo propuesto (recuadro punteado) en cuanto a su habilidad para marcar especificamente a los grupos de
estudio. PAG: periodontitis agresiva generalizada. SP: salud periodontal. SNS: sensibilidad. ESP: especificidad. EXC: exactitud. IFP: indice de
falsos positivos. IFN: indice de falsos negativos. VPP: valor predictivo positivo. VPN: valor predictivo negativo.
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No. de
combinaciones PAG

5

Frecuencia relativa acumulada

3 P

No. de combinaciones

PAG vs. PCG

IL10:c.[-854TC]+TNF:c.[-488GG]+IL10:c.[-627TG]+IL6:C.[-237G]+IL8:c.[-352T]
IL12B:c.[*159AC]+TNF:c.[-488GG]+IL6:C.[-237G]+IL8:C.[-352T]+IL10:c.[-1117A]
LTA:c.[131+90AA]+IL6:C.[-237G]+IL8:C.[-352T]+IL10:c.[-854C]+IL10:c.[-1117A]
TNF:c.[-488GG]+IL10:C.[-627TG]+IL6:c.[-237G]+IL8:c.[-352T]+IL10:c.[-1117A]
Modelo aditivo utilizando 2 o mas de las combinaciones anteriores

Figura 12c. Grafica que muestra la separacidn que se produce entre los grupos de estudio (PAG vs. PCG), resultado de la aplicacién del modelo
aditivo propuesto para marcar especificamente al grupo PAG en comparacién a SP. Puede observarse que la respuesta es aceptable, y se
produce una buena separacion (43%) entre los grupos de estudio, resultado de la habilidad del modelo aditivo propuesto para marcar
especificamente al grupo experimental. El cuadro que se presenta en el extremo superior derecho presenta las frecuencias relativas
acumuladas (FRA) que se producen al aplicar el modelo aditivo al conjunto de las 4 combinaciones, es decir, las FRA fueron calculadas en
funcién de la cantidad de combinaciones que se van incorporando en cada nivel del modelo. El punto de corte en el nivel de exigencia fue
establecido en donde se produjo la maxima diferencia o separacion en las FRA entre los grupos (Dks), en este caso a nivel de 2 combinaciones
(recuadro punteado). Al aplicar el modelo a los grupos PAG y PCG se logra un acierto muy alto del 78% con un nivel de error del 35%. Lo
anterior indica que el modelo cuenta con una potencia aceptable para marcar especificamente al grupo experimental. El cuadro inferior
sintetiza las estadisticas de evaluacién relativas a cada una de las 4 combinaciones y del modelo aditivo propuesto (recuadro punteado) en
cuanto a su habilidad para marcar especificamente a los grupos de estudio. PCG: periodontitis crénica generalizada. PAG: periodontitis
agresiva generalizada. SP: salud periodontal. SNS: sensibilidad. ESP: especificidad. EXC: exactitud. IFP: indice de falsos positivos. IFN: indice de
falsos negativos. VPP: valor predictivo positivo. VPN: valor predictivo negativo.
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No. de
combinaciones

5

Frecuencia relativa acumulada

3 2

No. de combinaciones

EP vs. SP

IL10:c.[-854TC]+TNF:c.[-488GG]+IL10:c.[-627TG]+IL6:C.[-237G]+IL8:c.[-352T]
IL12B:c.[*159AC]+TNF:c.[-488GG]+IL6:C.[-237G]+IL8:C.[-352T]+IL10:c.[-1117A]
LTA:c.[131+90AA]+IL6:C.[-237G]+IL8:C.[-352T]+IL10:c.[-854C]+IL10:c.[-1117A]
TNF:c.[-488GG]+IL10:C.[-627TG]+IL6:c.[-237G]+IL8:c.[-352T]+IL10:c.[-1117A]
Modelo aditivo utilizando 2 o mas de las combinaciones anteriores

Figura 12d. Grafica que muestra la separacion que se produce entre los grupos de estudio (EP vs. SP), resultado de la aplicacion del modelo
aditivo propuesto para marcar especificamente al grupo PAG en comparacién a SP. Puede observarse que la respuesta es pobre y la separacion
que se produce entre los grupos es poco significativa (27%) cuando el modelo se aplica a estos 2 grupos de estudio en particular. El cuadro que
se presenta en el extremo superior derecho presenta las frecuencias relativas acumuladas (FRA) que se producen al aplicar el modelo aditivo al
conjunto de las 4 combinaciones, es decir, las FRA fueron calculadas en funcién de la cantidad de combinaciones que se van incorporando en
cada nivel del modelo. El punto de corte en el nivel de exigencia fue establecido en donde se produjo la maxima diferencia o separacién en las
FRA entre los grupos (Dxs), en este caso a nivel de 2 combinaciones (recuadro punteado). Al aplicar el modelo a los grupos EP y SP se logra un
acierto bajo del 49% con un nivel de error del 22%. Lo anterior indica que el modelo carece de una potencia aceptable para marcar a dichos
grupos de estudio. El cuadro inferior sintetiza las estadisticas de evaluacién relativas a cada una de las 4 combinaciones y del modelo aditivo
propuesto (recuadro punteado) en cuanto a su habilidad para marcar especificamente a los grupos de estudio. EP: enfermedad periodontal,
incluye a los sujetos de los grupos de periodontitis crénica generalizada y periodontitis agresiva generalizada. SP: salud periodontal. SNS:
sensibilidad. ESP: especificidad. EXC: exactitud. IFP: indice de falsos positivos. IFN: indice de falsos negativos. VPP: valor predictivo positivo.
VPN: valor predictivo negativo.
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LTA:c.[131+90AA]+ IL12B:c.[*159AC]+ TNF:c.[-488GG]+ Modelo aditivo
IL6:c.[-237G]+ TNF:c.[-488GG]+ IL10:c.[-627TG]+ (203 delas
IL8:c.[-352T)+ IL6:c.[-237G]+ IL6:c.[-237G]+ combinaciones
IL10:c.[-854C]+ IL8:c.[-352T]+ IL8:c.[-352T]+ anteriores)
IL10:c.[-1117A] IL10:c.[-1117A] IL10:c.[-1117A]

Figura 13a. Distribucién de frecuencias de las 3 combinaciones detectadas capaces de marcar especificamente al grupo PAG en comparacion a
PCG, asi como del conjunto de combinaciones incorporadas al modelo aditivo propuesto utilizando 2 o mas combinaciones como punto de corte
en el nivel de exigencia. PCG: periodontitis crénica generalizada. PAG: periodontitis agresiva generalizada. EP: enfermedad periodontal
(incluye grupos PCG y PAG). SP: salud periodontal.
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Experimental Control Fish:
PCG vs. SP . b e 1€95%
N=n= % N=n= % (p=)

LTA:c.[131+90AA]+IL6:c.[-237G]+IL8:C.[-352T]+IL10:c.[-854C]+IL10:c.[-1117A] . 7 17.1%
IL12B:c.[¥*159AC]+TNF:c.[-488GG]+IL6:c.[-237G]+IL8:c.[-352T]+IL10:c.[-1117A] . 9 22.0%
TNF:c.[-488GG]+IL10:c.[-627TG]+IL6:c.[-237G]+IL8:c.[-352T]+IL10:c.[-1117A] . 12 29.3%
Modelo aditivo utilizando 2 o 3 de las combinaciones anteriores

Experimental Control Fish:
PAG vs. SP . e 1€95%
N=n= % N=n= % (p=)

LTA:c.[131+90AA]+IL6:c.[-237G]+IL8:C.[-352T]+IL10:c.[-854C]+IL10:c.[-1117A] . 7 17.1%) 34. . 0.003 3.037 5.231
IL12B:c.[*159AC]+TNF:c.[-488GG]+IL6:c.[-237G]+IL8:c.[-352T]+IL10:c.[-1117A] . 9 22.0% . X 0.018 2.362 3.829
TNF:c.[-488GG]+IL10:c.[-627TG]+IL6:c.[-237G]+IL8:c.[-352T]+IL10:c.[-1117A] . 12 29.3%

Modelo aditivo utilizando 2 o 3 de las combinaciones anteriores

Experimental Control

PAG vs. PCG 1C95%
N= n= % N= n=

LTA:c.[131+90AA]+IL6:c.[-237G]+IL8:c.[-352T]+IL10:c.[-854C]+IL10:c.[-1117A]
IL12B:c.[*159AC]+TNF:c.[-488GG]+IL6:c.[-237G]+IL8:c.[-352T]+IL10:c.[-1117A]
TNF:c.[-488GG]+IL10:c.[-627TG]+IL6:c.[-237G]+IL8:c.[-352T]+IL10:c.[-1117A]
Modelo aditivo utilizando 2 o 3 de las combinaciones anteriores

Experimental Control Fisher 1C95%
N= n= % N= n= (p=)

LTA:c.[131+90AA]+IL6:c.[-237G]+IL8:c.[-352T]+IL10:c.[-854C]+IL10:c.[-1117A] . 7 17.1%

IL12B:c.[*159AC]+TNF:c.[-488GG]+IL6:c.[-237G]+IL8:c.[-352T]+IL10:c.[-1117A] . 9 22.0%

TNF:c.[-488GG]+IL10:c.[-627TG]+IL6:c.[-237G]+IL8:c.[-352T]+IL10:c.[-1117A] . 12 29.3%

Modelo aditivo utilizando 2 o 3 de las combinaciones anteriores

Figura 13b. Distribucién de frecuencias y estadisticas comparativas de las 3 combinaciones detectadas capaces de marcar especificamente al
grupo PAG en comparacion a PCG (recuadros punteados), asi como del conjunto de combinaciones incorporadas al modelo aditivo propuesto
utilizando 2 o mas combinaciones como punto de corte en el nivel de exigencia. Los diferentes cuadros presentan los datos para cada una de las
4 comparaciones entre grupos de estudio. PCG: periodontitis crénica generalizada. PAG: periodontitis agresiva generalizada. EP: enfermedad
periodontal (incluye grupos PCG y PAG). SP: salud periodontal. N=: nimero total de sujetos evaluados. n=: nimero de portadores. %=:
porcentaje de portadores. Dmax: diferencia en el porcentaje de portadores entre el grupo experimental y control. M-W: prueba U de Mann-
Whitney. Fisher: prueba exacta de Fisher. RR: riesgo relativo. RM: razén de momios. IC95%: intervalo de confianza al 95% para la razon de
momios. M-H: prueba de Mantel-Haenszel para la razén de momios comun.
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No. de
combinaciones PCG
4

Frecuenciarelativaacumulada

3
2
1
0

3 2

No. de combinaciones

PCG vs. SP

LTA:c.[131+90AA]+IL6:c.[-237G]+IL8:c.[-352T]+IL10:c.[-854C]+IL10:c.[-1117A]
IL12B:c.[*159AC]+TNF:c.[-488GG]+IL6:c.[-237G]+IL8:c.[-352T]+IL10:c.[-1117A]
TNF:c.[-488GG]+IL10:c.[-627TG]+IL6:c.[-237G]+IL8:c.[-352T]+IL10:c.[-1117A]
Modelo aditivo utilizando 2 o 3 de las combinaciones anteriores

Figura 14a. Grafica que muestra la separacion que se produce entre los grupos de estudio (PCG vs. SP), resultado de la aplicacién del modelo
aditivo propuesto para marcar especificamente al grupo PAG en comparaciéon a PCG. Puede observarse que la respuesta es nula y
practicamente no se produce separacion entre los grupos (4%) cuando el modelo se aplica a estos 2 grupos de estudio en particular. El cuadro
que se presenta en el extremo superior derecho presenta las frecuencias relativas acumuladas (FRA) que se producen al aplicar el modelo
aditivo al conjunto de las 4 combinaciones, es decir, las FRA fueron calculadas en funcién de la cantidad de combinaciones que se van
incorporando en cada nivel del modelo. El punto de corte en el nivel de exigencia fue establecido en donde se produjo la maxima diferencia o
separacion en las FRA entre los grupos (Dxs), en este caso a nivel de 1 combinacion (recuadro punteado). Al aplicar el modelo a los grupos PCG y
SP se logra un acierto moderado del 51% con un nivel de error alto del 44%. Lo anterior indica que el modelo carece de potencia para marcar a
dichos grupos de estudio. El cuadro inferior sintetiza las estadisticas de evaluacidon relativas a cada una de las 3 combinaciones y del modelo
aditivo propuesto (recuadro punteado) en cuanto a su habilidad para marcar especificamente a los grupos de estudio. PCG: periodontitis
cronica generalizada. PAG: periodontitis agresiva generalizada. SP: salud periodontal. SNS: sensibilidad. ESP: especificidad. EXC: exactitud. IFP:
indice de falsos positivos. IFN: indice de falsos negativos. VPP: valor predictivo positivo. VPN: valor predictivo negativo.
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No. de
combinaciones PAG

4

Frecuencia relativa acumulada

3 2

No. de combinaciones

PAG vs. SP

LTA:c.[131+90AA]+IL6:C.[-237G]+IL8:C.[-352T]+IL10:c.[-854C]+IL10:c.[-1117A]
IL12B:c.[*159AC]+TNF:c.[-488GG]+IL6:C.[-237G]+IL8:C.[-352T]+IL10:c.[-1117A]
TNF:c.[-488GG]+IL10:c.[-627TG]+IL6:c.[-237G]+IL8:c.[-352T]+IL10:c.[-1117A]
Modelo aditivo utilizando 2 o 3 de las combinaciones anteriores

Figura 14b. Grafica que muestra la separacion que se produce entre los grupos de estudio (PAG vs. SP), resultado de la aplicacién del modelo
aditivo propuesto para marcar especificamente al grupo PAG en comparacién a PCG. Puede observarse que la respuesta es buena, y se produce
una amplia separacion (52%) entre los grupos de estudio, resultado de la habilidad del modelo aditivo propuesto para marcar al grupo PAG. El
cuadro que se presenta en el extremo superior derecho presenta las frecuencias relativas acumuladas (FRA) que se producen al aplicar el
modelo aditivo al conjunto de las 3 combinaciones, es decir, las FRA fueron calculadas en funcién de la cantidad de combinaciones que se van
incorporando en cada nivel del modelo. El punto de corte en el nivel de exigencia fue establecido en donde se produjo la maxima diferencia o
separacion en las FRA entre los grupos (Dks), en este caso a nivel de 2 combinaciones (recuadro punteado). Al aplicar el modelo a los grupos
PAG y SP se logra un acierto alto del 74% con un nivel de error del 22%. Lo anterior indica que el modelo cuenta con una potencia alta para
marcar especificamente al grupo experimental. El cuadro inferior sintetiza las estadisticas de evaluacién relativas a cada una de las 3
combinaciones y del modelo aditivo propuesto (recuadro punteado) en cuanto a su habilidad para marcar especificamente a los grupos de
estudio. PAG: periodontitis agresiva generalizada. SP: salud periodontal. SNS: sensibilidad. ESP: especificidad. EXC: exactitud. IFP: indice de
falsos positivos. IFN: indice de falsos negativos. VPP: valor predictivo positivo. VPN: valor predictivo negativo.

146



No. de
combinaciones

4

Frecuencia relativa acumulada

3 2

No. de combinaciones

PAG vs. PCG

LTA:c.[131+90AA]+IL6:c.[-237G]+IL8:c.[-352T]+IL10:c.[-854C]+IL10:c.[-1117A]
IL12B:c.[*159AC]+TNF:c.[-488GG]+IL6:c.[-237G]+IL8:c.[-352T]+IL10:c.[-1117A]
TNF:c.[-488GG]+IL10:c.[-627TG]+IL6:c.[-237G]+IL8:c.[-352T]+IL10:c.[-1117A]
Modelo aditivo utilizando 2 o 3 de las combinaciones anteriores

Figura 14c. Grafica que muestra la separacidn que se produce entre los grupos de estudio (PAG vs. PCG), resultado de la aplicacién del modelo
aditivo propuesto para marcar especificamente al grupo PAG en comparaciéon a PCG. Puede observarse que la respuesta es aceptable, y se
produce una buena separacion (48%) entre los grupos de estudio, resultado de la habilidad del modelo aditivo propuesto para marcar
especificamente al grupo experimental. El cuadro que se presenta en el extremo superior derecho presenta las frecuencias relativas
acumuladas (FRA) que se producen al aplicar el modelo aditivo al conjunto de las 3 combinaciones, es decir, las FRA fueron calculadas en
funcién de la cantidad de combinaciones que se van incorporando en cada nivel del modelo. El punto de corte en el nivel de exigencia fue
establecido en donde se produjo la maxima diferencia o separacion en las FRA entre los grupos (Dks), en este caso a nivel de 2 combinaciones
(recuadro punteado). Al aplicar el modelo a los grupos PAG y PCG se logra un acierto muy alto del 74% con un nivel de error del 26%. Lo
anterior indica que el modelo cuenta con una potencia aceptable para marcar especificamente al grupo experimental. El cuadro inferior
sintetiza las estadisticas de evaluacién relativas a cada una de las 3 combinaciones y del modelo aditivo propuesto (recuadro punteado) en
cuanto a su habilidad para marcar especificamente a los grupos de estudio. PCG: periodontitis crénica generalizada. PAG: periodontitis
agresiva generalizada. SP: salud periodontal. SNS: sensibilidad. ESP: especificidad. EXC: exactitud. IFP: indice de falsos positivos. IFN: indice de
falsos negativos. VPP: valor predictivo positivo. VPN: valor predictivo negativo.
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LTA:c.[131+90AA]+IL6:c.[-237G]+IL8:c.[-352T]+IL10:c.[-854C]+IL10:c.[-1117A]
IL12B:c.[*159AC]+TNF:c.[-488GG]+IL6:c.[-237G]+IL8:c.[-352T]+IL10:c.[-1117A]
TNF:c.[-488GG]+IL10:c.[-627TG]+IL6:c.[-237G]+IL8:c.[-352T]+IL10:c.[-1117A]
Modelo aditivo utilizando 2 o 3 de las combinaciones anteriores

Figura 14d. Grafica que muestra la separacion que se produce entre los grupos de estudio (EP vs. SP), resultado de la aplicacion del modelo
aditivo propuesto para marcar especificamente al grupo PAG en comparacion a PCG. Puede observarse que la respuesta es pobre y la
separacion que se produce entre los grupos es poco significativa (20%) cuando el modelo se aplica a estos 2 grupos de estudio en particular. El
cuadro que se presenta en el extremo superior derecho presenta las frecuencias relativas acumuladas (FRA) que se producen al aplicar el
modelo aditivo al conjunto de las 3 combinaciones, es decir, las FRA fueron calculadas en funcién de la cantidad de combinaciones que se van
incorporando en cada nivel del modelo. El punto de corte en el nivel de exigencia fue establecido en donde se produjo la maxima diferencia o
separacion en las FRA entre los grupos (Dxs), en este caso a nivel de 2 combinaciones (recuadro punteado). Al aplicar el modelo a los grupos EP
y SP se logra un acierto bajo del 42% con un nivel de error del 22%. Lo anterior indica que el modelo carece de una potencia aceptable para
marcar a dichos grupos de estudio. El cuadro inferior sintetiza las estadisticas de evaluacidn relativas a cada una de las 3 combinaciones y del
modelo aditivo propuesto (recuadro punteado) en cuanto a su habilidad para marcar especificamente a los grupos de estudio. EP: enfermedad
periodontal, incluye a los sujetos de los grupos de periodontitis crénica generalizada y periodontitis agresiva generalizada. SP: salud
periodontal. SNS: sensibilidad. ESP: especificidad. EXC: exactitud. IFP: indice de falsos positivos. IFN: indice de falsos negativos. VPP: valor
predictivo positivo. VPN: valor predictivo negativo.
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ANEXOS

ANEXO 1. FORMATO 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 hébiles)

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

INVITACION A PARTICIPAR: Usted estd 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 excepcién 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
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el dltimo mes y no puede haber tomado ningln tipo de antibidtico en los ultimos 3 meses.

Asimismo, en el caso de ser mujer, no puede estar embarazada ni lactando.

Usted debe entender que su participacion en este estudio de investigacidn requiere uno o mas de

los siguientes procedimientos:

La realizacion de una evaluacion periodontal completa, la cual consistird en medir la profundidad
de las pequefias “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. Ademds de lo anterior, se le realizard una evaluacién
general de la salud de sus encias para saber si sangran, si estdn inflamadas, si estdn enrojecidas,

etc.

La obtencion de algunos de sus datos generales y médicos, lo cual consistird en el llenado de una
historia clinica con preguntas que le seran leidas por el clinico que lo atienda y la medicién de su

peso, estatura, presidon sanguinea, pulso y porcentaje de grasa corporal.

La toma de un maximo de 28 muestras de placa dentobacteriana, lo cual se realizard 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 serd colocada dentro de un tubo.

La toma de 1 muestra de maximo 11 ml de sangre, lo cual se realizara siguiendo los mismos
procedimientos que se llevan a cabo en laboratorios de diagndstico clinico acreditados. Dicho

procedimiento consiste en colocar una liga gruesa ligeramente apretada alrededor de su brazo
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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 la sangre sale
de la vena. La liga y aguja seran retiradas y el sitio de puncién sera cubierto con un curita una vez
gue el clinico determine que ha dejado de sangrar. Este procedimiento puede causarle dolor o

molestias principalmente en el sitio de la puncién.

La toma de 1 muestra de células epiteliales de la mucosa bucal, lo cual se realizara frotando un
algoddn 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 serd colocada sobre una tarjeta de papel especial.

Usted debe entender que todos los procedimientos serdn realizados en una sola visita que tendrd
una duracion maxima de 2 horas y que en este estudio participardn aproximadamente 500

(quinientas) personas.

Usted debe entender que su participacion en el estudio no implica que serd 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 participacidon en este
estudio son minimos. La evaluacidn periodontal que se le realizard 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.
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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 atenderd utilizard guantes desechables, bata y cubrebocas para su propia
protecciéon y la de usted. Todos los materiales e instrumental que serdn utilizados seran

desechables y/o estaran esterilizados para su proteccion.

BENEFICIOS: Usted debe entender que su participacién no le proporcionard ningin beneficio
inmediato ni directo. Sin embargo, gracias a su participacién, se obtendra informacién nueva y
mas extensa sobre las causas y los factores que intervienen en las enfermedades de las encias en
la poblacion de México, lo cual 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

poblacién.

COMPENSACIONES: Usted debe entender que no existe ninguna compensacidon monetaria por su

participacién pero que tampoco incurrird en ningun gasto adicional.

CONFIDENCIALIDAD: Usted debe entender que toda la informacién que sea obtenida tanto en sus
historiales clinicos como en el anadlisis de sus muestras sera mantenida en estricta
confidencialidad. Asi mismo, si cualquier publicacién 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 algln 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 investigacidn, pueden hacerlo si asi lo creyeran conveniente.
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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 participacion
en este estudio de investigacidn 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 continuaciéon usted constata que ha leido vy
entendido esta forma de consentimiento y que estd de acuerdo con su participacidn en este

estudio. Al terminar la visita recibira una copia de esta forma.

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

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