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RESUMEN

Las variaciones genéticas en la familia de genes de la interleucina-1 (IL-1) tienen influencia
sobre los mecanismos de produccion de proteinas, y por lo tanto sobre la susceptibilidad y riesgo
de los individuos a presentar enfermedad periodontal. En la actualidad existe una prueba
patentada (PST™) para determinar la susceptibilidad a la periodontitis cronica que fue validada en
poblaciones caucasicas. Objetivos: 1. Describir la distribucién de las variaciones genéticas 1L1A:c.-
949C>T, IL1B:c.315C>T, IL1B:c.-583T7>C e IL1RN:c.215-516(86)[2_6] en sujetos mexicanos con
periodontitis cronica generalizada (PCG), periodontitis agresiva generalizada (PAG) y salud
periodontal (SP); 2. Evaluar las asociaciones de alelos y genotipos individuales, asi como de
haplotipos de dichas variaciones con la PCG y PAG; y 3. Determinar la eficacia de la prueba PST™
como marcador de la periodontitis en la poblacién mexicana. Métodos: Se analizaron muestras de
DNA de 127 sujetos (58 PCG, 27 PAG, 42 SP) mediante secuenciacion y RFLP; los resultados se
analizaron mediante la utilizacion de un modelo matemaético-estadistico disefiado para este
proyecto. Resultados: Cuando los alelos y genotipos fueron analizados de forma individual
mostraron poca relevancia para marcar a los grupos experimentales con enfermedad. Se
determiné que 2 haplotipos fueron buenos estimadores de riesgo para marcar especificamente al
grupo PAG y separarlo de los grupos PCG y SP. La prueba PST™ no fue un buen marcador de riesgo
de la periodontitis en la poblacion mexicana. Conclusiones: Nuestros resultados sugieren que los
haplotipos identificados podrian ser considerados como marcadores efectivos de susceptibilidad y

riesgo a la PAG en la poblacién mexicana.




I. INTRODUCCION

ANTECEDENTES

Generalidades de las enfermedades periodontales

Las enfermedades periodontales son infecciones endbgenas mixtas; es decir, infecciones en
las que intervienen varias especies bacterianas que forman parte de la flora comensal o enddgena
de la placa dentobacteriana. Dichas infecciones causan inflamacién de los tejidos de soporte del
diente que puede llevar a la pérdida progresiva del hueso y del tejido conectivo (Irfan et al. 2001,
Ishikawa et al. 1997), y representan la principal causa de pérdida dental en la poblacion adulta a

nivel mundial.

Los dos cuadros patoldgicos que distinguen a las enfermedades periodontales son la
gingivitis y la periodontitis (Armitage 1999). La gingivitis se caracteriza por lesiones inflamatorias
de los tejidos blandos que rodean al diente y se presenta como una consecuencia de la
acumulacién local de microorganismos especificos en la placa dentobacteriana (Page & Schroeder
1976). Este tipo de enfermedad periodontal puede persistir durante afios sin destruccion del
ligamento periodontal o pérdida 6sea (Amano et al. 2001). A diferencia de la gingivitis, la
respuesta inmune que se da en la periodontitis debido a la presencia cronica de grupos especificos
de bacterias en la placa dentobacteriana, da lugar a la destruccion de los componentes
estructurales del periodonto, misma que se caracteriza por destruccion tisular y perdida 6sea en

grados variables dependiendo del progreso de la enfermedad (Preshaw et al. 2004).

Desde el nacimiento hasta la muerte, la cavidad bucal es colonizada por aproximadamente
400 a 500 especies bacterianas diferentes (Socransky & Haffajee 1994). A pesar de que varias de

estas especies son comunes entre individuos, cada persona posee una microbiota caracteristica. A




la fecha, se estima que de las especies bacterianas capaces de colonizar la placa dentobacteriana,
alrededor de 150 forman parte de la flora comensal o enddgena. Sin embargo, aliin no esté claro si
las diferencias individuales en la composicién de la placa dentobacteriana y los efectos de algunas
especies en particular sobre el periodonto, estan controlados por factores ambientales, genéticos,

inmunoldgicos, microbianos o por una combinacion de éstos (Moore et al. 1993).

Lo cierto es que existe un equilibrio dindmico entre los microorganismos de la placa
dentobacteriana y el sistema inmunolégico del hospedero. Por una parte, las bacterias de la placa
dentobacteriana han adquirido estrategias de supervivencia que favorecen su crecimiento en este
ambiente, mientras que el sistema inmunoldgico procura limitar su crecimiento por medio de una
combinacion de respuestas innatas y adquiridas (Haffajee et al. 1988). Esto no es normalmente un
proceso dafiino, sino que representa una interaccion altamente evolucionada entre la flora
enddgena y el hospedero. Las bacterias liberan antigenos que el hospedero reconoce como
extrafios y bajo condiciones de salud, el sistema inmunoldgico mantiene una defensa efectiva
limitando su proliferacion. Sin embargo, bajo determinadas condiciones, incluyendo la adquisicion
de especies nuevas, el sobre-crecimiento de especies enddgenas, la deficiencia del sistema de
defensa, y la susceptibilidad del hospedero, las bacterias pueden iniciar un proceso de inflamacién

destructiva del periodonto (Socransky & Haffajee 1992).

Clasificacién de las enfermedades periodontales

La clasificacion y descripcion de las enfermedades periodontales han evolucionado de
acuerdo a la aparicion de nueva informacion relacionada con su etiologia, patogenia y
presentacion clinica. Este proceso, sin duda continuara a medida que nuestros conocimientos
acerca de dichas enfermedades se profundicen. En la década de los afios 1960, las enfermedades

periodontales se clasificaban en gingivitis y “periodontosis”, ésta uUltima fue posteriormente
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renombrada como periodontitis. En esa época, se pensaba que la periodontitis era un estadio
avanzado de la gingivitis (Greene 1963). Afios més tarde, se introdujo el concepto de que existia
una diversidad de enfermedades periodontales con etiologias bacterianas e interacciones
hospedero-microorganismo especificas capaces de conducir a distintas manifestaciones clinicas.
Asi mismo, se demostr6 que la gingivitis no siempre conducia a la periodontitis, y comenzaron a

considerarse como entidades patoldgicas independientes (Lindhe et al. 1973).

En el taller mundial de periodoncia clinica de 1977, la Academia Americana de Periodoncia
(American Academy of Periodontology, AAP), reconocio solo dos formas de periodontitis; la
periodontitis juvenil y la periodontitis marginal cronica. Sin embargo, a mediados de la década de
1980, surgié el concepto de que la periodontitis comprendia una gama de enfermedades
relacionadas pero distintas entre si, las cuales diferian en su etiologia, historia natural, progreso y
respuesta al tratamiento. En reconocimiento a ello, la AAP adopté la siguiente clasificacion en

Noviembre de 1986:

o Periodontitis juvenil.

Periodontitis prepuberal.

Periodontitis juvenil localizada.

Periodontitis juvenil generalizada.
e Periodontitis del adulto.
¢ Gingivo-periodontitis ulceronecrosante.
e Periodontitis refractaria.

Pocos afios mas tarde en 1989, la AAP propuso las siguientes variaciones a la clasificacion de

1986 (Caton 1989, Nevins et al. 1989):




Periodontitis del adulto.

Periodontitis de inicio temprano.
Periodontitis prepuberal (generalizada y localizada).
Periodontitis juvenil (generalizada y localizada).
Periodontitis de rapido progreso.

Periodontitis asociada a enfermedades sistémicas.

Periodontitis ulceronecrosante.

Periodontitis refractaria.

En la actualidad, las enfermedades periodontales cuentan con un nuevo sistema de
clasificacion, desarrollado con el objetivo de corregir algunas caracteristicas que se consideraron
como errores en la clasificacion de 1989. Las primeras propuestas para una nueva clasificacion se
presentaron en 1993, pero no fue hasta 1999 cuando se aceptd la reclasificacion de las
enfermedades periodontales (Armitage 1999). La clasificacion vigente incluye un apartado sobre
las enfermedades gingivales y reconstituye el apartado de enfermedades periodontales de la

siguiente manera:

o Enfermedades gingivales.

Inducidas por la placa dentobacteriana. Incluye las gingivitis asociadas a la placa

dentobacteriana, a factores sistémicos, a medicamentos y a malnutricién.

No inducidas por la placa dentobacteriana. Incluye las gingivitis de etiologia bacteriana,

viral y fungica, asi como las de origen genético, aquellas que se presentan como
manifestacién de condiciones sistémicas, de traumatismos, de reacciones a cuerpos

extrafios y otras gingivitis no especificadas.




o Enfermedades periodontales.
Periodontitis crénica (por extension: generalizada o localizada, por severidad: leve,
moderada o severa).
Periodontitis agresiva (por extension: generalizada o localizada, por severidad: leve,
moderada o severa).
Periodontitis como manifestacion de enfermedades sistémicas.
Asociada a desordenes hematologicos.
Asociada a desordenes genéticos.
Otros no especificados.
Enfermedades periodontales necrotizantes.
Abscesos periodontales.
Periodontitis asociada a lesiones endodonticas.
Deformidades y condiciones desarrolladas o adquiridas.

Bajo el esquema actual de clasificacion, se pretenden excluir a la edad y al ritmo de
progresion de la enfermedad como factores para el diagnostico de la periodontitis. Asi mismo, se
reemplazaron los términos “periodontitis del adulto” y “periodontitis de inicio temprano” por
“periodontitis cronica” y “periodontitis agresiva”, respectivamente. Otro término que se
reemplaz6 fue el de “periodontitis ulceronecrosante” por “enfermedades periodontales
necrosantes”, y se adicionaron las categorias de “abscesos periodontales”, “periodontitis
asociadas a lesiones endoddnticas” y “deformidades o condiciones desarrolladas o adquiridas”

(Armitage 1999).

En la clasificacion vigente, se establece que las caracteristicas clinicas principales de la

periodontitis crénica son:




e Mayor prevalencia en adultos, pero puede presentarse en nifios y adolescentes.

e Ladestruccién es constante en presencia de factores locales.

¢ Se encuentra calculo subgingival con frecuencia.

e Se presenta generalmente con periodos relativamente prolongados de progresion lenta o
moderada, y pueden darse periodos de rapida progresion.

¢ Puede estar asociada a factores de predisposicion locales.

¢ Puede ser modificada por o estar asociada a enfermedades sistémicas.

e Puede modificarse su presentacion de acuerdo con factores exdgenos como el tabaquismo,
estrés emocional, drogas, etc.
Por otra parte, se establece que las caracteristicas clinicas principales de la periodontitis

agresiva son:

Excepto por la presencia de periodontitis, los pacientes son clinicamente sanos.
e Pérdida de insercion y destruccion Osea.
¢ Predisposicion familiar.
e Cantidades de depdsitos microbianos inconsistentes con la severidad de la destruccion 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 la clasificacion vigente de las enfermedades periodontales procura
establecer las bases para separar a los dos tipos principales de enfermedad periodontal
(periodontitis crénica y agresiva), el traslape de estos dos grupos en la préctica clinica, sigue

siendo un problema importante. Esto es debido a que al evaluar a un adulto, es imposible




determinar si la destruccién observada es el resultado de un cuadro agresivo o de un cuadro
cronico. Es necesario enfatizar que este tipo de clasificacion 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 destruccion periodontal que se evalta en un adulto sea
resultado de una destruccion rapida o de lenta progresion, ni tampoco si la misma sucedio en la

juventud o en la etapa adulta del individuo.

Patogenia de las enfermedades periodontales

Las enfermedades periodontales destructivas se consideran como patologias
multifactoriales (Haffajee et al. 1988). Los procesos que llevan a la destruccion de los tejidos de
soporte del diente, son iniciados por la colonizacion subgingival de microorganismos especificos
tales como Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia y Treponema denticola (Haffajee et al.
2004, Haffajee et al. 1998, Socransky & Haffajee 2005, Socransky et al. 1998, Ximenez-Fyvie et

al. 2006a, Ximenez-Fyvie et al. 2006b, Ximenez-Fyvie et al. 2000).

La acumulacion local de productos bacterianos, tales como lipopolisacaridos (LPS) y &cidos
teicoicos en los tejidos periodontales, estimula a las células del sistema inmunoldgico innato a
producir una gama de citocinas inflamatorias y otros factores humorales para proteger los tejidos
del hospedero de la invasion microbioldgica (Hart & Kornman 1997, Kornman & di Giovine 1998,
Page 1991). La produccion de dichas citocinas proinflamatorias induce a otras lineas celulares
como células endoteliales y fibroblastos a producir metaloproteasas de la matriz, prostaglandinas
y otras citocinas, lo cual lleva en Ultima instancia a la destruccion de tejido conectivo y hueso por

accion directa de dichas proteinas o bien por la activacion de osteoclastos, pudiendo este proceso




culminar en evidencias clinicas de enfermedad periodontal tales como la profundidad de bolsay la

pérdida de la insercion.

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

destruccion de tejidos, hasta poder llegar a perder por completo la insercion del diente.

Papel de la interleucina 1(IL-1)

Al conjunto de pequefias proteinas solubles secretadas por una célula que pueden modificar
el comportamiento o las propiedades de la célula misma y/o de otras células se les conoce como
citocinas. Las citocinas pueden actuar sobre las células que las producen (accion autocrina), sobre
otras células inmediatas (accion pardcrina) o sobre células a distancia (accion enddcrina) después
de haber sido transportadas en la sangre u otros liquidos tisulares. Estas proteinas son liberadas
por diversas células ademas de las células del sistema inmune (Hart & Kornman 1997, Kornman et
al. 1997a, Kornman et al. 1997b) y cada una actla sobre receptores celulares especificos. Las
citocinas producidas por linfocitos frecuentemente son llamadas linfocinas pero ésta
nomenclatura puede ser confusa debido a que existen linfocinas que también son secretadas por
células no-linfoides; ademés de que a la mayoria de las citocinas producidas por células T se les
conoce como interleucinas (IL). Las IL son mediadoras de la inflamacion y pueden también regular

los componentes de la matriz extracelular y del hueso (Hart & Kornman 1997).
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Algunas de las citocinas involucradas en los procesos inflamatorios y de metabolismo 6seo
durante la enfermedad periodontal, incluyen al factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), TNFB, IL-
la, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 y al antagonista del receptor de la IL-1 (IL-1ra) (Dinarello 2006,
Galbraith et al. 1997, Gonzales et al. 2001, Honig et al. 1989, Kjeldsen et al. 1995, McFarlane et
al. 1990, Page 1991, Silva et al. 2007, Stashenko et al. 1991a, Stashenko et al. 1991b, Wilson

1995).

La familia de citocinas de IL-1, consiste de al menos tres polipéptidos relacionados
estructuralmente conocidos como IL-1a, IL-1B e IL-1ra. Originalmente en los afios cuarenta se
describi6 a IL-1 como una proteina termolabil presente en el fluido de exudados granulociticos en
animales y humanos con fiebre, por tal motivo fue considerada como un enddgeno pirégeno con
un peso molecular entre 10 y 20 Kd y un punto isoeléctrico de 7.1 (Dinarello 1991). Por una parte,
IL-1a e IL-1B son dos citocinas pleiotropicas que presentan un 26% de homologia y poseen un
amplio espectro de actividades inflamatorias, metabdlicas, hematopoyéticas e inmunoldgicas.
Estas dos formas de IL-1 son bioquimicamente distintas y se codifican por distintos genes
localizados en el cromosoma humano 2 (chr2g14) cada uno con 7 exones (Hart & Kornman 1997,

Lafage et al. 1989).

Por otro lado, IL-1ra es un antagonista natural de las actividades tanto de IL-1a como de IL-
1B (Guasch et al. 1996, Lennard 1995). Dicha citocina esté codificada por un gen de 16.124 Kb que
cuenta con 7 exones y se localiza en el cromosoma 2 (chr2gql14.2). Esta citocina fue aislada por
primera vez de la orina de pacientes con leucemia monocitica, y se determind que blogueaba las
acciones de IL-1 sin afectar la funcién del TNF. Esta molécula posee una similitud de 19% en su

composicion de aminodcidos con IL-1a y de 26% con IL-1f (Brett et al. 2005, Buchs et al. 2001,




Chen et al. 2006, D'Aiuto et al. 2004, Dinarello 1984, Dinarello 1991, Duff 2006, Galbraith et al.

1997, Lopez et al. 2005, Silva et al. 2007).

Se han descrito dos tipos de receptores para IL-1. La proteina p80 llamada IL-1RI (receptor
tipo 11) y la proteina p68 llamada IL-1RII (receptor tipo 11). Ambos receptores se localizan en las
superficies de células. Las diferencias entre estos dos receptores, no sélo radican en que son
productos de genes distintos, sino también en que varia su afinidad con IL-1, el tipo de sefial que

transducen y su capacidad de ser internalizados (Dinarello 2002, Kornman 2006, Silva et al. 2007).

IL-1 pertenece a un grupo de citocinas que tienen efectos que se superponen con aquellos
de otras citocinas como TNF e IL-6. Los tres tipos de IL-1 muestran habilidad para estimular a los
linfocitos T y B, aumentar la proliferacion celular, e inducir o suprimir la expresion de diferentes
genes (Dinarello 1991, Dinarello 2002). Los niveles circulantes de IL-1 se elevan bajo una variedad
de situaciones clinicas, y junto con la elevacién de los niveles de TNF e IL-6 se correlacionan con la
severidad de diferentes patologias. IL-1 se considera como el prototipo de las citocinas
inflamatorias, y es capaz de inducir la sintesis de varias proteinas que producen cambios en la
inflamacion aguda y cronica (Dinarello 2002, Kornman 2006). Se ha demostrado la capacidad de
sintesis de esta molécula por parte de células como los monocitos, macrofagos tisulares, células
endoteliales, células de masculo liso, fibroblastos, linfocitos T, linfocitos B y células “natural-killer”
(NK), entre otras. Su produccién puede ser inducida por una variedad de antigenos y posee un
efecto tanto local como sistémico sobre células inmunocompetentes que participan en reacciones

inflamatorias (Kornman 2006, Silva et al. 2007).

Actualmente se sabe que el desarrollo de la periodontitis esta fuertemente asociado a la

progresion del infiltrado celular inflamatorio dentro de los tejidos periodontales. Por lo tanto, las




citocinas que se localizan tanto en el tejido gingival como en el fluido crevicular tienen un papel
importante en la patogenia de la enfermedad periodontal. La presencia de concentraciones
elevadas de citocinas inflamatorias como la IL-1, estimula la migracion de células leucociticas hacia
tejidos especificos y su activacion para desencadenar cascadas bioguimicas y eventos celulares.
Una vez que los leucocitos alcanzan el sitio local, las citocinas permiten la comunicacion entre
células y la orquestacion de una serie de eventos que tienen como finalidad la erradicacion de

antigenos y la reparacion de los tejidos (Dinarello 2002, Kornman 2006, Silva et al. 2007).

Cuando existe respuesta ante la estimulacién por IL-1, los fibroblastos gingivales proliferan,
liberando prostaglandina E, (PGE;), aumentando la sintesis de colagena y la actividad de la
hialuronidato-sintetasa, y en dltima instancia estimulando la resorcion del hueso alveolar (Kamma
et al. 2004, Silva et al. 2007, Tsai et al. 1995). Estos mecanismos llevan a la destruccion de tejido
conectivo y hueso tanto por accién directa de las citocinas como por la activacion de células. Se ha
reportado que en pacientes con enfermedad periodontal, es posible detectar niveles elevados de
factor de activacion de osteoclastos en sitios positivos para IL-1a (56%) e IL-1B (87%) (Kamma et

al. 2004, Masada et al. 1990, Silva et al. 2007).

Factores de riesgo
La presentacion clinica de las enfermedades periodontales, incluyendo su extension,
severidad y ritmo de progresion, es variable entre individuos. Diversos estudios han demostrado
que las diferencias microbioldgicas son solo discretas entre individuos que presentan distintos
tipos de enfermedad periodontal (Haffajee et al. 1998, Ximenez-Fyvie et al. 2006a, Ximenez-Fyvie
et al. 2006b). Por lo tanto, en la actualidad se considera que las diferentes presentaciones clinicas
de la enfermedad periodontal se deben a factores de riesgo predominantemente no-

microbiolégicos (no-etioldgicos) que determinan la susceptibilidad particular de individuos asi




como su respuesta a la terapia periodontal. En este sentido, se reconocen como principales
determinantes de riesgo aquellos factores exdgenos (modificables) y enddgenos (no-modificables)
del hospedero, capaces de acentuar la respuesta inmunoldgica y la produccion de citocinas
inflamatorias (Albandar 2002, Cullinan et al. 2001, Haber 1994, Hassell & Harris 1995, Kamma et

al. 2004, Kornman & di Giovine 1998, Laine et al. 2001, Meisel et al. 2002, Meisel et al. 2003).

Los principales factores exdgenos de riesgo a las enfermedades periodontales son el
tabaquismo, la nutricion, el consumo de alcohol, el estado socioecondmico y los niveles de estrés
(Genco 1996, Meisel et al. 2003). La diabetes mellitus tipo 2 se considera también como un factor
modificable de riesgo debido a que se ha observado una relacion entre el control deficiente de la
glicemia y los parametros clinicos de la enfermedad periodontal (Albandar 2002, Genco 1996,
Miller et al. 1992, Van Dyke & Sheilesh 2005). Asi mismo, se ha demostrado que los individuos
sometidos a niveles altos de estrés durante periodos relativamente prolongados, son mas
susceptibles a desarrollar enfermedad periodontal y tienen mayor riesgo de presentar pérdida de

hueso alveolar (Kinane & Hart 2003, Van Dyke & Sheilesh 2005).

Dentro de los factores enddgenos de riesgo a las enfermedades periodontales, se incluyen
la respuesta inmune del hospedero, la osteoporosis y la presencia de variaciones (polimorfismos)
en los genes que codifican para citocinas inflamatorias (Albandar 2002, Haber 1994, Meisel et al.
2003, Van Dyke & Sheilesh 2005). Algunos estudios han sugerido que mas del 50% de las
diferencias observadas entre individuos en la presentacion clinica de las enfermedades
periodontales se deben a la presencia de tales variaciones genéticas (Michalowicz 1993,

Michalowicz 1994).




Influencia de las variaciones genéticas

El genoma humano esté conformado por aproximadamente 3,150 millones de nucle6tidos,
dentro de los cuales se calcula que existen alrededor de 30,000 genes. La secuencia de cerca del
99.9% de los nucleétidos que constituyen el genoma, es idéntica en todos los seres humanos. Sin
embargo, la presencia de variaciones genéticas (antes denominadas polimorfismos), se considera
como un evento comun. De las variaciones actualmente identificadas, las de tipo SNP (single
nucleotide polymorphism), o de un solo nucle6tido parecen ser las mas frecuentes, habiéndose
descrito a la fecha entre 7 y 10 millones de variaciones de este tipo en el genoma humano (Hinds

et al. 2005).

Aunque algunas variaciones genéticas tienen consecuencias en la funcion, estructura o
composicion de la proteina sintetizada, no todas las variaciones dan como resultado cambios
funcionales. En realidad, la relacion entre la secuencia de las bases y el fenotipo, para la mayoria
de estas variaciones, es poco clara o se desconoce. Se ha calculado que el 1% de los genes que
codifican para proteinas en el genoma humano, comprende genes polimdrficos (variantes), sin
embargo, se cree que muy pocas variaciones se traducen en alteraciones en las proteinas
sintetizadas (Terwilliger & Goring 2000). Es importante sefialar, sin embargo, que las secuencias
especificas de nucleétidos de los diferentes genes, determinan no sélo la composicion de los
amino&cidos en la proteina, sino que también determinan su patrén de expresion; es decir, el
ritmo y frecuencia de su produccion o sintesis. De ahi que, se cree que la mayoria de las
variaciones genéticas, a pesar de no influir sobre la composicién o estructura de la proteina,

afectan sus patrones de expresion.

El genotipo de un individuo incluye todas las instrucciones que heredd de cada uno de sus

padres, las cuales se cargan conjuntamente en el genoma. Sin embargo, el término genotipo se
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aplica no solo a la informacion contenida en el genoma completo de un individuo sino que
también a aquella de cada gen en particular. Los diferentes rearreglos de nucleétidos para un
mismo gen, dentro de un determinado locus cromosémico, se denominan “alelos” y en el ser
humano, cada gen estd conformado por 2 alelos. Dichos alelos pueden ser idénticos o diferir el
uno del otro, de ahi que el genotipo de cada gen puede ser A/A (homocigoto, ambos alelos que
conforman el gen son del tipo “A”), A/a (heterocigoto, un alelo del gen es del tipo “A” y el otro del
tipo “a”) o a/a (homocigoto, ambos alelos del gen son del tipo “a”). En el contexto de las
variaciones genéticas, los alelos de tipo “A” y “a” de la explicacion anterior, representarian
respectivamente, al alelo sin variacion (ancestral, “normal”, de referencia) y al alelo que presenta
una variacion determinada. De ahi que, los organismos de una misma especie pueden presentar
distintos genotipos para genes especificos por lo que, los organismos fenotipicamente iguales
pueden presentar habilidades, susceptibilidades o comportamientos diferentes (Griffiths &

Wessler 2000).

Los desordenes poligénicos y/o multifactoriales son aquellos que resultan de la accién
combinada de los alelos de méas de un gen. Aunque este tipo de padecimientos son hereditarios,
dependen de la presencia simultdnea de alelos especificos en multiples genes, ademés estos
patrones usualmente son mas complejos que los que involucran a un solo gen. Cuando la
susceptibilidad a padecer ciertas enfermedades esta basada en la herencia de un solo gen en
particular, se refiere a herencia mendeliana (autosémica). Dichas enfermedades se presentan
generalmente en la infancia y se presentan independientemente de otros factores ambientales o
exdgenos. En contraste, las enfermedades complejas y multifactoriales, como la periodontitis o la

enfermedad cardiovascular, se consideran como el resultado de la accion de una gama de genes
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con alteraciones sutiles en combinacion con la forma en la que interactian durante periodos

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

Los variaciones genéticas en el grupo de genes de la IL-1 han sido propuestos como
marcadores genéticos de diversas enfermedades inflamatorias, infecciosas y autoinmunes,
incluyendo artritis reumatoide (Buchs et al. 2001, Crusius et al. 1995, Jouvenne et al. 1999),
esquizofrenia (Katila 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). Algunas variaciones en este grupo de genes han sido
también propuestas como potenciales marcadores genéticos de la susceptibilidad y riesgo de
individuos a padecer enfermedades periodontales (Huynh-Ba et al. 2007, Kornman et al. 19974,
Kornman & di Giovine 1998, Lopez et al. 2005, McDevitt et al. 2000, Taba et al. 2005, Wilson

1995).

En la actualidad, existen evidencias cientificas crecientes de que la presencia de variaciones
en diversos genes que codifican para citocinas inflamatorias, principalmente IL-1, IL-6 y TNFa,
determinan la susceptibilidad de los individuos a padecer enfermedad periodontal. Las evidencias
sugieren que dichas variaciones pueden determinar no solo el riesgo, sino que también la
severidad, extension, tipo de enfermedad y respuesta al tratamiento (Kornman 2006, Lin et al.
2003, Lopez et al. 2005, Moreira et al. 2007b, Nibali et al. 2009, Schulz et al. 2008, Silva et al.
2007, Trevilatto et al. 2003). Algunos estudios han reportado que en pacientes con enfermedad
periodontal severa, los incrementos en los niveles de IL-1 estdn asociados con la presencia de
alelos especificos de las variaciones IL1A:c.-949C>T (rs1800587), TNF: c.-488G>A (rs1800629) e IL-

6:¢.-237C>G (rs1800795). Asi mismo, el aumento de proteina C reactiva ha sido asociado con la




presencia las variaciones IL1A:c.-949C>T e IL-6:¢.-237C>G, después de considerar otros factores

como la edad, indice de masa corporal, género, etnia y habito de tabaquismo (D'Aiuto et al. 2004).

Diagnostico genético de las enfermedades periodontales

El concepto de que los andlisis genéticos pueden ser de utilidad como herramientas de uso
clinico para efectuar valoraciones del riesgo y susceptibilidad individual de pacientes a presentar
determinadas enfermedades no es nuevo. Sin embargo, el uso de diagndsticos genéticos en el

campo de la odontologia clinica continGia representando una idea relativamente novedosa.

Comercialmente, existe una sola prueba genética patentada, llamada PST™ (Periodontal
Susceptibility Test, Interleukin Genetics Inc.), promocionada como auxiliar en el diagnostico de las
enfermedades periodontales. Dicha prueba se basa en la deteccion de alelos combinados de las
variaciones genéticas IL1A:c.-949C>T e IL1B:c.315C>T (rs1143634) (Kornman et al. 1997a). Los
disefiadores de dicha prueba sugieren que los individuos no-fumadores portadores tanto del alelo
IL1A:c.[-949T] como del alelo IL1B:c.[315T], a los que se les refiere como portadores del “genotipo-
compuesto de susceptibilidad a la enfermedad periodontal”, tienen méas de 6 veces el riesgo de
padecer formas severas de enfermedad periodontal y de rechazar implantes dentales, que los no-
portadores (Kornman et al. 1997a). 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 caucésica del norte de Europa, y a la fecha, existen evidencias
cientificas de que la utilidad de dicha prueba es limitada o nula para otras poblaciones y grupos
étnicos en el mundo (Armitage et al. 2000, Arregui et al. 2000, Caffesse et al. 2002a, Perez-Soria

et al. 2006, Walker et al. 2000).




En el Laboratorio de Genética Molecular de la Facultad de Odontologia de la UNAM, se
realizo un estudio en el que fueron evaluados genéticamente un total de 118 sujetos mexicanos:
66 con periodontitis cronica 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 asociacion con diferentes
estados de salud periodontal (Perez-Soria et al. 2006). En resumen, se detectaron portadores
tanto homocigoticos como heterocig6ticos 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%
(variacion IL1A:c.-949C>T) de los sujetos con PCG, PAG y SP, respectivamente, fueron portadores
homocig6ticos de los alelos IL1B:c.[315C] y IL1A:c.[-949C]. 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 mediante la prueba exacta de Fisher y
el marcador careci6 de habilidad para separar a los grupos con enfermedad periodontal entre si o
del grupo control (SP). Por lo tanto, se concluyé que la presencia de los alelos IL1A:c.[-949T] e
IL1B:c.[315T], no pudo ser considerada como un marcador genético predictivo util de la

susceptibilidad a la periodontitis en la poblacion mexicana.

En otro estudio similar se reportd que Unicamente el 8% de una poblacion de sujetos
afroamericanos con periodontitis severa eran portadores del “genotipo-compuesto de
susceptibilidad a la enfermedad periodontal”, y que en dicha poblacién 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 poblacién de 300 sujetos chinos y se encontrd que Unicamente el

2.3% de los individuos con periodontitis severa eran portadores del genotipo mencionado




(Armitage et al. 2000). En dicho estudio, tampoco se encontraron asociaciones con la enfermedad
periodontal severa. Dos estudios realizados en poblaciones “hispanicas” reportaron que el
porcentaje de sujetos con periodontitis severa portadores del “genotipo-PST” fue del 23% y 43%
(Arregui et al. 2000, Caffesse et al. 2002b). 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
pudieron deberse, por lo menos en parte, a la ambigua definicién de las poblaciones de estudio

como “hispanicas”.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

En la actualidad, nos encontramos en la era de la medicina gendmica donde uno de los
mayores logros ha sido la determinacion de la secuencia del genoma humano. Gracias a ello y al
desarrollo de métodos eficientes y de bajo costo para la genotipificacion de variaciones genéticas
de tipo SNP, en afios recientes, se ha identificado un namero elevado de dichas variaciones en el
genoma humano. Lo anterior ha conducido al vertiginoso desarrollo y publicacion de numerosos
estudios para determinar las asociaciones de dichas variaciones con enfermedades especificas
(Boyles et al. 2008, Frazer et al. 2009, Grimm et al. 2009, Johnsen et al. 2008, Kim et al. 2008,
Marcos et al. 2008, Nibali et al. 2009, Saenz-Lopez et al. 2008, Sanchez et al. 2008, Schulz et al.
2008, Steinbrugger et al. 2009, Unur et al. 2008, Vairaktaris et al. 2008, Wong et al. 2008, Yang

etal. 2009).

En el estudio de las enfermedades periodontales, numerosos grupos de investigacion se
encuentran procurando establecer las bases genéticas de este padecimiento para poder entender
los factores que determinan la susceptibilidad y predisposicion de individuos a los diferentes tipos

de periodontitis. Es claro que la identificacion de los factores genéticos que influyen sobre las




enfermedades periodontales, podria proporcionar las bases no solo para establecer mecanismos
para la adecuada clasificacion y diagnostico de este grupo de padecimientos; sino también para el
desarrollo y aplicacion de pruebas de susceptibilidad y el establecimiento nuevas estrategias

individualizadas de prevencién y tratamiento (Kinane & Hart 2003).

Estudios previos han reportado la distribucion de frecuencias alélicas y/o genotipicas de
diversas variaciones genéticas, incluyendo IL1A:c.-949C>T, IL1B:c.315C>T, IL1B:c.-583T>C e
ILIRN:c.215-516(86)[2_6], asi como su asociacion con las enfermedades periodontales en
poblaciones europeas, asiaticas y afroamericanas. Sin embargo, a la fecha, no existen estudios en
las que se reporte a la poblacion mexicana. Esta ampliamente demostrado que la distribucion de
variaciones genéticas muestra diferencias importantes entre poblaciones especificas del mundo,
por lo que el reporte de asociaciones, o de la ausencia de ellas, con enfermedades especificas en
unas poblaciones no puede ser extrapolado a otros grupos de distintas zonas geogréficas, razas o
etnias. Por lo tanto, es necesario determinar la distribucién de las frecuencias de tales variaciones,
y determinar su relacion con las enfermedades periodontales en la poblacion mexicana para poder
valorar el riesgo y la susceptibilidad de individuos a desarrollar formas severas de enfermedad

periodontal.

OBJETIVOS
1 Describir la distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas de las variaciones en
genes de la familia de IL-1 IL1A:c.-949C>T , IL1B:c.315C>T, IL1B:c.-583T>C e
ILIRN:c.215-516(86)[2_6] en sujetos mexicanos sistémicamente sanos con
periodontitis crénica generalizada (PCG), periodontitis agresiva generalizada (PAG) y

salud periodontal (SP).




Evaluar las asociaciones de alelos y genotipos individuales, asi como de haplotipos de
las variaciones genéticas descritas en el objetivo 1, con la PCG y PAG en sujetos
mexicanos.

Determinar la capacidad de alelos y genotipos individuales, asi como de haplotipos de
las variaciones genéticas descritas en el objetivo 1, para diagnosticar, marcar y
separar a individuos mexicanos con PCG, PAG y SP.

Determinar la eficacia del “genotipo-compuesto de susceptibilidad a la enfermedad
periodontal” (prueba PST™) para determinar la susceptibilidad y riesgo de individuos

mexicanos a padecer PCG y PAG.




Il. MATERIALES Y METODOS

DISENO EXPERIMENTAL
La presente investigacion consistié en un estudio de tipo transversal en el que se evaluaron
muestras de DNA provenientes de un total de 127 sujetos de estudio. Los sujetos fueron
examinados en una sola visita en la que se realiz6 una evaluacion de su estado de salud general y
periodontal, se registraron los datos clinicos y se recolecté la muestra, de acuerdo con los
procedimientos que se describen en los textos siguientes. El DNA se analizd para determinar la
presencia de alelos y genotipos especificos de las variaciones genéticas IL1A:c.-949C>T

IL1B:c.315C>T, IL1B:c.-583T>C, IL1RN:c.215-516(86)[2_6).

POBLACION DE ESTUDIO

La poblacion de estudio consisti6 de un total de 127 sujetos sistémicamente sanos sin
relacion familiar sanguinea (periodontitis cronica 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 poblacion de estudio. Cabe sefialar que ademéas 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), esto 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 atencion en la
clinica de Periodoncia de la Division de Estudios de Posgrado e Investigacion de la Facultad de
Odontologia de la Universidad Nacional Autonoma de México. Cada sujeto recibié informacion

sobre los objetivos del estudio, ademas se les entregd una copia de la forma de consentimiento




informado, aprobada por el Comité de Etica de la Dependencia, en la que se deline6
explicitamente el protocolo del estudio. Cada sujeto de estudio leyo y firmo la carta de

consentimiento informado, con lo que establecio 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
y no pertenecientes a alguna denominacion indigena mexicana. Se excluyeron del estudio todos
los sujetos que presentaron alguna condicion 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 PCG y PAG presentaron por lo menos 9 sitios con nivel de
insercion 25 mm. Todos aquellos incluidos en el SP presentaron menos de 4 sitios con nivel de
insercion de 3 a 4 mm y ningun sitio con nivel de insercion =5 mm. Los sujetos incluidos en el
grupo PCG tuvieron una edad =35 afios, aquellos incluidos en el grupo PAG tuvieron edades de 12

a 29 afos y los individuos del grupo SP tuvieron una edad >18 afios.

EVALUACION CLINICA
Cada sujeto de estudio recibié una evaluacion periodontal completa realizada por clinicos
calibrados para este propo6sito. 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 (méaximo 168 sitios por sujeto dependiendo del nimero de dientes faltantes) de

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




Los parametros clinicos evaluados y el orden de las mediciones se realizaron de la siguiente
manera: 1. Acumulacion de placa (0/1, ausente/presente), 2. Enrojecimiento gingival (0/1), 3.
Profundidad de bolsa (mm), 4. Nivel de insercion (mm), 5. Sangrado al sondeo (0/1) y 6.
Supuracion al sondeo (0/1). La profundidad de bolsay el nivel de insercion se tomaron 2 veces al
milimetro mas cercano utilizando una sonda periodontal “Carolina del Norte” de 15 mm de
longitud (North Carolina periodontal probe, Hu-Friedy, Chicago, IL, USA). El promedio de las dos
mediciones se utilizo para el analisis de los datos. Los pardmetros clinicos 1, 2, 5y 6 se evaluaron

una sola ocasion con mediciones dicotomicas de presencia (1) o ausencia (0).

EVALUACION GENETICA
Se evalud la presencia de las variaciones que se describen en las tablas 2 y 3, mediante las

técnicas que se resumen en la tabla 4.

Recoleccidén y procesamiento de muestras
Se obtuvo una muestra de cada sujeto de estudio mediante alguno de los dos métodos que

se describen a continuacion para extraer, purificar y analizar su DNA.

Muestras de sangre
Se recolectaron 3ml de sangre periférica total en un tubo vacutainer de 6 ml, que contenia
0.4 ml de solucion de citrato acido de dextrosa (ACD). De estas muestras se utilizaron 200 pl para
la obtencién de DNA gendmico, y el resto se alicuotd en crioviales y se almacen6 a —80°C. Las
alicuotas fueron procesadas inmediatamente para la extraccion y purificacion de DNA gendmico.
Esto se realiz6 utilizando el QlAamp™ DNA Blood Mini Kit (Qiagen Inc., Valencia, CA, USA)
siguiendo las instrucciones del fabricante. La cantidad y calidad del DNA obtenido se midio a partir

de 2 pl de cada muestra utilizando el espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher




Scientific Inc., Wilmington, DE, USA). El resto de la muestra de DNA purificado fue alicuotada y

almacenada a -20°C hasta su procesamiento para la identificacion 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, Clifton NJ, USA) 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 didmetro fue
tomado de la muestra para la deteccion de cada una de las 4 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 extraccion y purificacion de DNA genomico siguiendo

las instrucciones del fabricante.

Deteccidén de variaciones genéticas

Los alelos y genotipos de cada variacion se determinaron mediante 4 reacciones
individuales de PCR para cada sujeto de estudio utilizando las metodologias que se describen en la
tabla 4. Cada reaccion de PCR se realizé en un volumen final de 50 pl utilizando ~150 ng de DNA
gendmico purificado, 2.5 unidades de Taq DNA polimerasa (Biogénica, México, D.F.), 0.2 mM de
mezcla de dNTPs (Biogénica), 1 x Taq DNA polimerasa buffer (10 mM Tris-HCI (pH 9.0 a 25°C,), 50
mM KCI (Biogénica), 1.5 mM MgCI, (Biogénica), 0.01% gelatina y 1 uM de cada uno de los primers
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Todos los primers fueron disefiados in silico con base a las
secuencias de referencia de cada gen depositadas en las bases de datos del NCBI (National Center
for Biotechnology Information). Asi mismo, cada primer fue alineado in silico para comprobar su
especificidad, localizacion y el tamafio del fragmento resultante. Para cada corrida de PCR, se

incluyeron controles positivos utilizando DNA de sujetos previamente caracterizados mediante




secuenciacion como portadores de cada uno de los 3 posibles genotipos de cada variacién, y un

control negativo sin templado de DNA.

El andlisis de los fragmentos se llevé 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 | (Molecular Probes, Invitrogen, Eugene, Oregon, USA) para visualizar las bandas bajo
luz ultravioleta (UV Transilluminator 2000, BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA). Se obtuvieron
imagenes digitales de todos los geles utilizando el sistema de documentacion DigiDoc (BioRad). El
analisis del peso molecular de cada banda se realiz6 mediante la comparacion con estandares de

pesos moleculares conocidos (Invitrogen) utilizando el programa Quantity One (BioRad).

ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS

Los datos generados en el presente estudio fueron sometidos a analisis estadisticos
considerando las frecuencias de portadores de cada alelo y genotipo de las 4 variaciones genéticas
IL1A:c.-949C>T , IL1B:c.315C>T, IL1B:c.-583T>C e IL1RN:c.215-516(86)[2_6] en sujetos mexicanos
distribuidos de acuerdo con su estado de salud periodontal en 4 grupos (PCG: periodontitis cronica
generalizada, PAG: periodontitis agresiva generalizada, EP: grupo que incluye a todos los sujetos
con enfermedad periodontal tanto PCG como PAG, y SP: salud periodontal). Los resultados fueron
analizados mediante la utilizacién de un modelo matematico-estadistico, disefiado expresamente
para este proyecto, el cual permitio 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 propésito de no limitar la exploracién y analisis de datos Unicamente a las

posibles asociaciones de alelos y genotipos individuales, como se realiza més tradicionalmente en




estudios similares de variaciones genéticas relacionadas con padecimientos especificos. La figura 1
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 4 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 nimero de sujetos (n=) incluidos en cada grupo (i=/n=). Tres de las variaciones genéticas
analizadas fueron del tipo SNP, por lo que tuvieron la posibilidad de presentar Unicamente dos
alelos (ejemplo: Ay 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). Una de las variaciones evaluadas (IL1RN:c.215-516(86)[2_6]) fue del tipo VNTR (variable
number of tandem repeats), contando esta con 5 posibles alelos. Dado lo anterior, el total de
alelos y genotipos individuales reportados fue de 35: ((3 genotipos + 2 alelos) x 3 variaciones)=15 +
((15 genotipos +5 alelos) x 1 variacion)=20. El reporte de la distribucion de frecuencias incluyo el
numero y porcentaje de portadores de cada uno de los 35 alelos y genotipos individuales para los
sujetos de cada grupo de estudio, asi como el resultado de los célculos 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, cuando una poblacion se
encuentra en equilibrio genético, las frecuencias genotipicas observadas seran p®+2pg+g?,
considerando un locus con dos alelos Ay a, y con frecuencias alélicas de p y g, respectivamente;

donde p?= frecuencia AA, 2pg= frecuencia Aa y = frecuencia aa.




Con el objeto de saber si la distribucion de genotipos para cada variacién 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: Wx" =, WXn =y WXn =,
respectivamente. Se emple6 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 formul6 una hipotesis conservadora llamada hipétesis nula (Ho) 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
formul6 una hipétesis alterna (Hn) de que la diferencia era significativa, por lo que la distribucion
de genotipos en el grupo de estudio no se encontraba dentro del equilibrio de H-W. Considerando
las hipGtesis anteriores, la prueba x* H-W permiti6 determinar la probabilidad de que las

diferencias fueran o no debidas al azar. La ecuacién que se utilizo para determinar lo anterior, fue

Y(frecuencia genotipica observada—esperada)?
esperada

la siguiente: x? = . Se establecio un valor de p<0.05y

se calcularon los grados de libertad (GL) de acuerdo con la siguiente férmula: GL=k-m; donde k
representd el nimero de genotipos (para todas las variaciones de tipo SNP este valor fue =3) y m
representd el nimero de valores independientes en las frecuencias alélicas (para todas las
variaciones de tipo SNP este valor fue =2). Por lo tanto, los GL para tres de las cuatro variaciones
fueron =1. Para la variacion evaluada de tipo VNTR, se calcularon los GL como: 15-5=10, utilizando
la formula anteriormente descrita. Por lo tanto, los valores criticos considerados en la prueba X2 H-
W fueron 3.8415 para las tres variaciones de tipo SNP y 10.307 para la variacion de tipo VNTR. En
cualquiera de los casos, cuando se present6 un valor critico mayor al establecido, se consideré que

la distribucién 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) 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=35) 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 proporcion de portadores del alelo o

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

i=1 P . g
calculada como: %. La ESP represento la proporcion de no-portadores en el grupo control (%

. . i=0 . )
de verdaderos negativos, (i=0 con)) y fue calculada como: % La exactitud se tom6 como una
medida del grado de certeza o veracidad y se consideré como la proporcion del % de verdaderos

positivos y de verdaderos negativos. La EXC fue calculada como: Z2@®H=0con) | o yep o N,

n=exp+n=con

fueron definidos como la proporcion de no-portadores del alelo o genotipo en cuestion en el

grupo experimental (% de falsos positivos, (i=0 exp)) y proporcién de portadores en el grupo

. . T . i=1
control (falsos negativos, (i=1 con)). Los indices anteriores fueron calculados como: %
i=0 . s . .z
%, respectivamente. Por Gltimo, los VPP y VPN fueron considerados como la proporcion de




portadores del alelo o genotipo en cuestion, que padecian la condicion periodontal que se
deseaba marcar (la del grupo experimental) considerando al total de sujetos en los dos grupos de
la comparacion, y como la proporcion de portadores del alelo o genotipo en cuestion, que no
padecian el tipo de enfermedad periodontal que se deseaba marcar, considerando al total de

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

. (i=1exp) (i=0con)
COMO: — - - - )
(i=1exp+i=1con)”’ (i=0exp+i=0 con)

respectivamente.

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 consider6 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=1 exp)

grupo control (% de falsos positivos). EI RR fue calculado mediante la siguiente ecuacion: 222X

(i=1con)"*
(n=con)

La RM se consideré como la proporcion (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=1 exp)
(n=exp)—(i=1 exp)
(i=1con)
(n=con)—(i=1con)

calculada como sigue: . La significancia de la probabilidad de riesgo (RM) fue

determinada mediante la prueba de Mantel-Haenszel (M-H) para la razon de momios comun,

utilizando intervalos de confianza al 95% (IC95%).

Generacion de variables con alelos y genotipos combinados (haplotipos)
A partir de todos los alelos y genotipos individuales (n=35), se generaron variables

dicotomicas que identificaron a los portadores de todas las posibles combinaciones de 2, 3 y 4




genotipos y/o alelos individuales. Las variables generadas fueron de tres tipos: alélicas:
combinaciones que incluyeron en su composicion unicamente alelos, genotipicas: combinaciones
que incluyeron en su composicion Unicamente genotipos Yy, alélicas/genotipicas: combinaciones
que incluyeron en su composicién tanto alelos como genotipos. Se excluyeron de los analisis
posteriores Unicamente los haplotipos que no se detectaron en ninguno de los 127 sujetos de
estudio, asi como aquellos en los que la composicion de alelos y/o genotipos presentaba
redundancia o incoherencias. Se consideraron como redundancias aquellos haplotipos, por
ejemplo, cuya composicion incluia el genotipo heterocigoto [CG] de una variaciéon y también uno o
los dos alelos de la misma variacion incluidos en el genotipo [C] y [G]. Similarmente, se
consideraron como haplotipos incoherentes aquellos que presentaron combinaciones que no son
posibles en el ser humano; por ejemplo, una combinacién en la que se incluye el genotipo

homocigoto [CC] de una variacion y también el alelo [G] de la misma variacion.

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 proporcion de portadores en cada
grupo de estudio, como la Dma. Las frecuencias de portadores de cada combinacion 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 combinacion entre los
grupos fue calculada utilizando la prueba M-W. Asi mismo, se evalué la habilidad de cada
combinacion 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 combinacién con los grupos de estudio utilizando la prueba F y, se estimaron los indices y
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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 razon de momios

comdn, utilizando 1C95%.
Seleccién de haplotipos

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

EXC>0.5, IFN<0.3, 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 Dya>0.2.

Fase 2. En base a redundancias
En la segunda fase de seleccion, se llevo a cabo una discriminacion de combinaciones con
base a las redundancias entre unas combinaciones y otras. En esta fase de seleccién, 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 comdn de un alelo o genotipo individual, mismo que no

estuviera incluido en alguna de las demas combinaciones.

Propuesta de marcadores genéticos

Tomando en consideracion al conjunto de analisis estadisticos anteriores, se propusieron
como posibles marcadores genéticos aquellos haplotipos seleccionados 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 parametros
para los marcadores seleccionados estuvieron dentro de los limites aceptables para pruebas

diagndsticas.




Evaluacion del genotipo PST™

Adicionalmente, se realizaron evaluaciones de la eficacia del genotipo PST™ (Periodontal
Susceptibility Test, Interleukin Genetics Inc.) por sus siglas en inglés como marcador de la
periodontitis cronica y agresiva en la poblacién mexicana. Para dicha evaluacion se seleccionaron
especificamente a los haplotipos que presentaron en su composicion al alelo [T] (como alelo o
genotipo) tanto de la variacion IL1A:c.-949C>T como IL1B:c.315C>T, sin importar que presentaran
0 no alelos y/o genotipos de otras variaciones. Se realizd un andlisis de dichos haplotipos

utilizando las mismas pruebas y parametros descritos en los parrafos que anteceden.




1. RESULTADOS

Se evalud y comparo la distribucion de 4 variaciones genéticas, tres de ellas de tipo SNP
(IL1A:c.-949C>T, IL1B:c.315C>T e IL1B:c.-583T>C) y una de tipo VNTR (ILIRN:c.215-516(86)[2_6]).
Las evaluaciones se realizaron tanto de manera individual como en combinaciones (haplotipos),
utilizando el modelo de andlisis que se resume en la Figura 1. En total se incluyeron 127 sujetos

mexicanos sistémicamente sanos y sin relacion familiar que presentaban PCG, PAG o SP.

DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS ALELICAS Y GENOTIPICAS INDIVIDUALES
En las figuras 2a-d se presenta la distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas (i=) y la
proporcion de portadores (%) de cada una de las 4 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

célculos de heterocigocidad (Htr) y H-W x* para cada variacion en los diferentes grupos de estudio.

Se detectaron diferencias en la distribucion de alelos y genotipos entre grupos de estudio en
las 4 variaciones genéticas evaluadas. Las distribuciones de frecuencias en el grupo PAG tendieron
a ser las menos similares a las del resto de los grupos de estudio. Se detectd una frecuencia mayor
de portadores de los genotipos IL1A:c.[-949CC], IL1B:c.[-583TT], IL1RN:c.215-516(86)[2]+[2] e
IL1IRN:c.215-516(86)[2]+[4] en el grupo PAG que en el resto de los grupos de estudio. Exceptuando
el caso de la variacion IL1B:c.315C>T, en el que se detect6 una proporcion mayor de portadores de
los genotipos IL1B:c.[315CT] y IL1B:c.[315TT] en el grupo SP que en el resto de los grupos, la
distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas presentaron tendencias similares entre los

grupos PCG, SP y EP para todas las variaciones evaluadas.

Las diferencias en la distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas entre grupos de

estudio fueron estadisticamente significativas inicamente para el genotipo IL1B:c.[315CC] (p<0.05




M-W), presentandose en una proporcion significativamente mayor de individuos de los grupos
PCG y EP que en sujetos SP. Asi mismo, el grupo PAG presentd una proporcion significativamente
mayor de portadores del genotipo IL1B:c.[-583TT] (p<0.05 M-W) que el grupo SP (tablas 5a-d).
Interesantemente, todos los genotipos y alelos evaluados de las variaciones IL1A:c.-949C>T,
IL1B:c.315C>T e IL1B:c.-583T>C, fueron detectados en sujetos mexicanos tanto con PCG, PAG
como con SP. Sin embargo, en lo que respecta a la variacion IL1RN:c.215-516(86)[2_6], los alelos
ILIRN:c.215-516(86)[3] e IL1RN:c.215-516(86)[6], no fueron detectados en ningun sujeto de la

poblacion mexicana evaluada.

Un hallazgo interesante en cuanto a la distribucion de genotipos fue que para las
variaciones IL1A:c.-949C>T, IL1B:c.315C>T e IL1RN:c.215-516(86)[2_6], el genotipo mas
frecuentemente detectado en la poblacion mexicana fue el homocigoto del alelo
considerado como “ancestral” (alelo no-variante, “normal”, de referencia); de acuerdo
con la secuencia de referencia del genoma humano inscrita en las bases de datos del NCBI,
seguido por el genotipo heterocigoto y posteriormente por el genotipo homocigoto para
el alelo variante. En contraste, para la variacion IL1B:c.-583T>C, el genotipo mas

frecuentemente detectado fue el heterocigoto.

En la distribucion de genotipos de la variacion IL1A:c.-949C>T (Figuras 2a y 3) se observo
una proporcion muy alta (de 59.5% a 81.5%) de portadores del genotipo IL1A:c.[-949CC] en todos
los grupos de estudio. La proporcion de heterocigotos IL1A:c.[-949CT] vario entre 14.8% y 29.4%,
mientras que la proporcion de homocigotos IL1A:c.[-949TT] fue la més baja (3.4% a 4.8%). Para

esta variacion, todos los grupos se encontraron dentro del equilibrio de Hardy-Weinberg. Asi




mismo, se observo que existia una diferencia muy marcada en la proporcion de portadores del

alelo IL1A:c.[-949C] (entre 77.4%y 88.9%) y el alelo IL1A:c.[-949T] (entre 11.1%y 22.6%).

En el caso de la variacion IL1B:c.315C>T (Figuras 2b y 3) la diferencia en la proporcion de
portadores de cada uno de los 3 genotipos similar para los grupos PCG, PAG y EP, sin embargo, en
el grupo SP se detectd una disminuciébn en la proporcion de portadores del genotipo
IL1B:c.[315CC] y del alelo IL1B:c.[315C], en relacion a los otros grupos de estudio. Asi mismo, en
sujetos del grupo SP se encontrd una proporcion mayor de portadores del genotipo heterocigoto
IL1B:c.[315CT] y del alelo IL1B:c.[315T] que en los grupos de sujetos con enfermedad periodontal
tanto cronica como agresiva. La distribucion de genotipos para esta variacion, en todos los grupos

de estudio, se observé dentro del equilibrio de Hardy-Weinberg.

La variacion IL1B:c.-583T>C (Figuras 2c y 3) mostré una distribucion de genotipos
notablemente diferente a la observada para las 2 variaciones anteriormente mencionadas. En este
caso, se observé una proporcion mas elevada de portadores del genotipo heterocigoto IL1B:c.[-
583TC] en todos los grupos de estudio que de cualquiera de los otros dos genotipos (51.9% a
73.8%). Se detectaron también proporciones relativamente altas de portadores del genotipo
homocigoto IL1B:c.[-583TT] (entre 23.8% y 48.1%), mientras que para el genotipo IL1B:c.[-583CC],
la proporcion de portadores fue muy baja (0% a 5.2%). Es interesante que para esta variacion, la
distribucion de genotipos en los grupos de PCG, EP y SP no se observd dentro del equilibrio de

Hardy-Weinberg.

En el caso de la distribucion de los genotipos de la variacion genética IL1RN:c.215-
516(86)[2_6] (Figuras 2d y 3), los genotipos IL1RN:c.215-516(86)[2]+[3], IL1RN:c.215-

516(86)[2]+[6],  ILLRN:c.215-516(86)[3]+[3],  ILLRN:c.215-516(86)[3]+[4],  ILIRN:c.215-




516(86)[3]+[5],  ILIRN:c.215-516(86)[3]+[6],  IL1RN:c.215-516(86)[4]+[6],  ILIRN:c.215-
516(86)[5]+[5], ILIRN:c.215-516(86)[5]+[6] y ILLRN:c.215-516(86)[6]+[6], asi como los alelos
IL1IRN:c.215-516(86)[3] y IL1RN:c.215-516(86)[6], no fueron detectados en alguno de los sujetos
de estudio. La distribucion de frecuencias genotipicas y alélicas para esta variacion mostro
patrones muy variables entre los 4 grupos de estudio. La proporcion de portadores del genotipo
IL1IRN:c.215-516(86)[2]+[2] fue de entre 11.9% y 22.2%, mientras que para el genotipo
ILIRN:c.215-516(86)[2]+[4] la proporcion de portadores vario entre 36.2% y 51.9% y para el
genotipo IL1RN:c.215-516(86)[4]+[4] las proporciones de portadores detectadas en los diferentes
grupo de estudio fueron de 22.2% a 45.2%. Los genotipos menos frecuentes fueron ILIRN:c.215-
516(86)[2]+[5] y IL1RN:c.215-516(86)[4]+[5] con una proporcion de portadores de 0% a 3.7%.
Ningun sujeto de los grupo PAG y SP fueron portadores del genotipo IL1RN:c.215-516(86)[4]+[5], y
en el grupo SP tampoco se detectaron portadores del genotipo IL1RN:c.215-516(86)[2]+[5]. La
distribucion de genotipos en todos los grupos de estudio se observaron dentro del equilibrio de

Hardy-Weinberg.

En las figura 3 se pueden observar més detalladamente, las diferencias en la proporcién de
portadores de los genotipos homocigotos y heterocigotos entre las 4 variaciones genéticas
evaluadas, asi como la similitud en la tendencia de la distribucion en el grueso de la poblacion y las

diferencias puntuales entre grupos de estudio.

COMPARACION DE ALELOS Y GENOTIPOS INDIVIDUALES
En las tablas 5a-d se muestran los resultados de las pruebas estadisticas empleadas para
evaluar y comparar las frecuencias alélicas y genotipicas de las 4 variaciones genéticas entre cada
uno de los 4 pares de grupos de estudio. De los 35 alelos y genotipos individuales analizados,

Gnicamente 4 (IL1B:c.[315CC], IL1B:c.[315T], IL1B:c.[-583TT] e IL1B:c.[-583C]) 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 del genotipo IL1B:c.[315CC]
e IL1B:c.[315T] mostraron diferencias significativas entre los grupos experimental y control
(p<0.05); sin embargo, Unicamente el genotipo IL1B:c.[315CC] presentd una asociacion positiva
con los grupos experimentales (PCG vs. SP: RM=1.94, 1C95%=0.67-5.60. EP vs. SP: RM=2.36,

1C95%=1.06-5.26).

En la comparacion entre los grupos PAG y SP las frecuencias de IL1B:c.[-583TT] e IL1B:c.[-
583C] mostraron diferencias significativas entre el grupo experimental y el control (p<0.05); sin
embargo, Unicamente el genotipo IL1B:c.[-583TT] mostré una asociacion positiva con el grupo
experimental (RM=2.97, IC95%=1.05-8.38). En la comparacion PAG vs. PCG, ninguno de los alelos o
genotipos evaluados presentaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de
estudio. A pesar de lo anterior, se considerd que ninguno de los alelos o genotipos individuales
evaluados mostro suficiente capacidad para marcar a los grupos experimentales y separarlos de
sus controles para sugerir que alguno seria un marcador genético util. Esto se debié a que no
puede emplearse un solo dato estadistico para efectuar una interpretacion adecuada en el sentido
de la utilidad de algin alelo o genotipo como marcador de enfermedad, sino que deben
considerarse en conjunto diversos parametros estadisticos tales como la significancia de las
diferencias entre grupos y las estimaciones de riesgo, pero también la sensibilidad, especificidad,
exactitud, y los errores estimados por medio de los indices de falsos positivos y negativos (Kwee et

al. 2008, Leslie et al. 2008, Lin et al. 2008).

En la figura 4 se presenta un gréafico de burbuja en el que se presenta la distribucion de
alelos y genotipos de acuerdo con los valores calculados de exactitud (EXC) e indice de falsos

negativos (IFN), asi mismo, el tamafio de las burbujas refleja el valor calculado de la razén de




momios (RM). Se establecieron puntos de corte para cada uno de estos pardmetros para hacer
una evaluacion global de la capacidad diagndstica de alelos y genotipos individuales de la siguiente
manera: EXC20.5, IFN<0.5, RM>1.0. Unicamente, 4 alelos y 3 genotipos presentaron valores de
estos parametros dentro de los puntos de corte establecidos. Dichas variables genéticas
individuales se encuentran sefialadas por los recuadros punteados que se presentan en las tablas
5a-d y por el recuadro sombreado en el extremo superior derecho de la figura 4. En la figura 5, se
ilustran las comparaciones entre grupos para las cuales cada uno de los 7 alelos y genotipos que
cumplieron con los puntos de corte establecidos, fueron relevantes. Ninguna de las variables
individuales demostré ser relevante exclusivamente para alguna de las comparaciones. Sin
embargo, 3 alelos (IL1A:c.[-949C], IL1B:c.[315C] y IL1B:c.[-583T]) mostraron relevancia, de acuerdo
con los punto de corte, para las comparaciones PCG vs. SP y EP vs. SP. Dos de las variables
individuales (1 alelo: IL1RN:c.215-516(86)[2] y 1 genotipo: IL1RN:c.215-516(86)[2]+[4]), mostraron
relevancia para las comparaciones PAG vs. SP y PAG vs. PCG. Un genotipo (IL1B:c.[315CC]) fue
relevante en las comparaciones PCG vs. SP, PAG vs. SP y EP vs. SP, y un genotipo més (IL1A:c.[-

949CC]) mostro relevancia para marcar a los grupos experimentales en todas las comparaciones.

A pesar de lo anterior, es importante destacar que como se puede observar en las tablas 5a-
d, los alelos y genotipos sefialados presentan valores deficientes en otros parametros estadisticos
cOMO Dpax, ESP 0 SNS, IFP, M-W, F y RR, que deben ser también considerados en la interpretacion.
Ademas, cabe sefialar que mientras que los puntos de corte establecidos pueden ser adecuados
como parametros de exploracion, son demasiado permisivos para ser utilizados como

lineamientos para establecer una utilidad diagndéstica o predictiva.




GENERACION DE VARIABLES CON ALELOS Y GENOTIPOS COMBINADOS
(HAPLOTIPOQOS)

En la figura 6 se proporciona una descripcion de las variables generadas para identificar a
los portadores de combinaciones de los alelos y genotipos seleccionados (haplotipos). En total se
generaron 1,904 haplotipos de los cuales s6lo 1,147 fueron detectados en por lo menos 1 sujeto
de estudio. Los haplotipos estuvieron compuestos por 2 a 4 de los 35 genotipos y/o alelos
individuales. Como se puede observar en la figura citada, Los haplotipos considerados para el
analisis fueron de 3 tipos: alélicos: haplotipos que incluyeron en su composicion Gnicamente
alelos, genotipicos: haplotipos que incluyeron en su composicion Unicamente genotipos VY,
alélicos/genotipicos: haplotipos que incluyeron en su composicion tanto alelos como genotipos. En
total se incluyeron en los andlisis 83 haplotipos alélicos (28 con 2 alelos, 37 con 3 alelos y 18 con 4
alelos individuales), 159 haplotipos genotipicos (56 con 2 genotipos, 79 con 3 genotipos y 24 con 4
genotipos individuales), y 905 haplotipos alélicos/genotipicos (84 con 2 variables individuales, 375
con 3 variables individuales y 446 con 4 variables individuales). La composicion especifica de cada
haplotipo, asi como el nimero de veces que cada variable individual fue incluida en los diferentes
haplotipos se detallan en la figura 6. Asi mismo, en la figura 7 se muestran una grafica de burbuja
de los haplotipos detectados en la poblacion de estudio (n=1,147), distribuidos de acuerdo con su
exactitud (EXC) y el % de portadores en el grupo control (% i=1 control) para cada una de las 4
comparaciones entre grupos. Dicha figura refleja también los valores obtenidos para cada
haplotipo en cuanto a las diferencias detectadas en el porcentaje de portadores para cada uno de

ellos entre los grupos experimental y control (Dmax)-




COMPARACION DE HAPLOTIPOS ENTRE GRUPOS DE ESTUDIO

Los andlisis estadisticos empleados para evaluar y comparar a los 1,147 haplotipos
detectados en la poblacién de estudio, fueron los mismos utilizados para la evaluacion de alelos y
genotipos individuales. Las frecuencias de portadores de 15 de los 1,147 haplotipos mostraron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de estudio (M-H). Dichos haplotipos se
presentan en la figura 8. Los haplotipos consistieron en 3 combinaciones alélicas (2 con 3 alelos, y
1 con 4 alelos), una combinacion genotipica de 2 genotipos individuales y 11 combinaciones de
tipo alélica/genotipica (2 con 2 variables individuales, 6 con 3 variables y 3 con 4). De los 15
haplotipos mencionados, 14 de ellos fueron relevantes para distinguir especificamente al grupo
PAG de SP y/o de PCG, de los anteriores, un haplotipo mostré relevancia también para separar el
grupo EP de SP. Unicamente un haplotipo fue relevante de manera exclusiva en la comparacion
PAG vs. PCG. Ninguno de los haplotipos fue relevante para distinguir especificamente al grupo PCG

de SP.

La composicién de los haplotipos relevantes, incluyé Unicamente a 6 alelos y genotipos
individuales (4 alelos y 2 genotipos) de los 35 evaluados. Resulta interesante destacar que a pesar
de que en los analisis de alelos y genotipos individuales, Unicamente 2 presentaron frecuencias
significativamente diferentes entre los grupos PAG y SP, y de que ninguno de ellos demostré tener
una capacidad aceptable para marcar o separar o dichos grupos; en los analisis de haplotipos, el
mayor nimero de diferencias estadisticamente significativas se presentaron precisamente en la
comparacion entre los grupos mencionados. Aun mas, los valores calculados en cuanto a la
capacidad de haplotipos para marcar especificamente a los grupos experimentales y de separarlos
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. Esto indica que la evaluacion de la




asociacion de variaciones genéticas con determinadas enfermedades, abordada mediante
estrategias de analisis que consideran a los alelos y genotipos de diferentes variaciones de manera
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.

SELECCION DE HAPLOTIPOS
La seleccion de combinaciones se realiz6 mediante un procedimiento en 2 fases, de acuerdo

con la descripcion que se presento en la seccion de materiales y métodos.

Fase 1. En base a los analisis estadisticos

Los 15 haplotipos mencionados en los parrafos que anteceden, fueron seleccionados para
ser incluidos en los anélisis de datos posteriores debido a que, en adicion a presentar diferencias
significativas entre grupo experimental y control, presentaron EXC >0.65, % i=1 control <0.3, Dpax
>0.25, RM >3, Fisher p<0.05, Mantel-Haenszel p<0.05, % i=1 experimental >0.5, e IFN <0.5.Los 15

haplotipos mencionados (figuras 7y 8).

Fase 2. En base a redundancias

En la segunda fase de seleccion, se eliminaron las combinaciones redundantes utilizando el
método que se describe en la figura 9. Inicialmente, los haplotipos fueron agrupados en base a las
coincidencias en la presentacion de alelos o genotipos individuales en 4 grupos. Los haplotipos del
grupo 1 fueron aquellos que presentaron en su composicion al alelo IL1A:c.[-949C] (n=4), los del
grupo 2 al alelo IL1B:c.[315C] (n=3), los del grupo 4 al genotipo IL1A:c.[-949CC] (n=6), y los del

grupo 4 al genotipo IL1B:c.[315CC] (n=2). Se realiz6 una discriminacién intra-grupal en la que los




haplotipos redundantes fueron eliminados y Unicamente los de mayor tamafio fueron conservados
para los analisis posteriores. Lo anterior resulto en la seleccién de 5 haplotipos (2 del grupo 1,y
uno de cada uno de los grupos 2, 3,y 4). Posteriormente, se realizé una discriminacion inter-grupal
utilizando el mismo criterio que para la seleccion intra-grupal; es decir, se eliminaron los
haplotipos redundantes de menor tamafio, y se conservaron sélo aquellos con combinaciones
Unicas y de mayor tamafio. Al completar la secuencia de seleccidn se conservaron Unicamente 4
haplotipos, todos ellos conformados por combinaciones de 4 alelos o genotipos individuales. Tres

de los haplotipos seleccionados fueron de tipo alélico/genotipico y uno de tipo alélico.
Los haplotipos seleccionados se mencionan a continuacion:

1. IL1A:c.[-949C]+IL1B:c.[315C]+IL1B:c.[-583T]+IL1RN:c.215-516(86)[2]
2. IL1A:C.[-949C]+IL1B:c.[315CC]+IL1B:c.[-583T]+ILLRN:C.215-516(86)[2]
3. IL1A:C.[-949CC]+IL1B:c.[315C]+IL1B:c.[-583T]+ILLRN:C.215-516(86)[2]

4. IL1A:c.[-949CC]+IL1B:c.[315CC]+IL1B:C.[-583T]+ILLRN:C.215-516(86)[2]

En la Figura 10 se proporciona una descripcion de la composicion de los 4 haplotipos
seleccionados. Todos los haplotipos seleccionados fueron relevantes para marcar al grupo PAG y
separarlo de los grupos PCG y/o SP. Interesantemente, todas las variaciones genéticas evaluadas
estuvieron representadas en los haplotipos seleccionados, por o menos con un alelo o genotipo.
Cabe sefialar que todas las combinaciones que se conservaron después de esta uUltima fase de
seleccion exhibieron, en términos generales, una buena capacidad y potencia global para marcar
al grupo PAG. En la figura 11 se presentan las distribuciones de frecuencias en cada uno de los
grupos de estudio de los 4 haplotipos seleccionados. En todos los casos, el grupo PAG presento

una mayor proporcion de portadores que el resto de los grupos de estudio. La diferencia fue




particularmente grande para el cuarto haplotipo en comparaciéon al grupo SP, y para el tercer

haplotipo en comparacion al grupo PCG.

PROPUESTA DE MARCADORES GENETICOS

Las figuras 12a-d muestran la distribucion de cada uno de los 4 haplotipos seleccionados en
los diferentes grupos de estudio. Asimismo, se ilustra la separacion que cada uno de los haplotipos
proporciona entre los grupos experimental y control en cada una de las 4 comparaciones entre
grupos. En dichas figuras 12a-d se presentan ademas los resimenes de los andlisis estadisticos
empleados para evaluar a cada haplotipo en las diferentes comparaciones. Las figuras 12a y 12d
muestran, respectivamente, los datos correspondientes a las comparaciones PCG vs. SP y EP vs.
SP. Ninguno de los haplotipos seleccionados proporciond una separacion adecuada entre los
grupos control y experimental, 0 mostro relevancia para marcar de manera especifica a alguno de
los grupos experimentales. Por otra parte, en las figuras 12b y 12c se puede observar que los
cuatro haplotipos seleccionados proporcionan una buena separacion entre el grupo PAG y los

grupos SP y PCG.

Los haplotipos 2, 3y 4 (ver numeracion proporcionada en la seccién anterior), presentaron
diferencias estadisticamente significativas en la distribucion de frecuencias entre el grupo PAG y
SP (p<0.01 M-W). Sin embargo, la separacion méxima entre dichos grupos se obtuvo con el
haplotipo 4 (sefialado por el recuadro punteado en la figura 12b). La exactitud diagnostica de los 4
haplotipos varié entre 0.59 y 0.69, con indices de falsos negativos entre 0.29 y 0.40. Para los 4
haplotipos, la probabilidad de riesgo basada en la RM fue mayor a 2.5 (de2.6 a 4.6). En el caso de
los haplotipos 2, 3 y 4 la probabilidad de riesgo fue estadisticamente significativa (p<0.05,

haplotipos 2 y 3; p<0.01, haplotipo 4, M-H). En conjunto, los resultados de los andlisis indicaron




que el haplotipo 4 fue el que presento la mejor capacidad para marcar al grupo PAG y separarlo

del grupo SP, con la mayor potencia y menor error detectados.

Por otra parte, los haplotipos 1, 3 y 4, presentaron diferencias estadisticamente
significativas en la distribucién de frecuencias entre el grupo PAG y PCG (p<0.05, haplotipo 1;
p<0.01, haplotipos 3 y 4, M-W). La separacion méxima entre dichos grupos se obtuvo con el
haplotipo 3 (sefialado por el recuadro punteado en la figura 12c). La exactitud diagnostica de los 4
haplotipos varié entre 0.60 y 0.68, con indices de falsos negativos entre 0.29 y 0.40. Para los 4
haplotipos la probabilidad de riesgo basada en la RM fue mayor a 2.3 (de2.4 a 4.1). En el caso de
los haplotipos 1, 3 y 4 la probabilidad de riesgo fue estadisticamente significativa (p<0.05,
haplotipos 1y 4; p<0.01, haplotipo 3, M-H). En conjunto, los resultados de los analisis indicaron
que el haplotipo 3 fue el que presento la mejor capacidad para marcar al grupo PAG y separarlo

del grupo PCG, con la mayor potencia y menor error detectados.

La propuesta de marcadores genéticos se realizé considerando Unicamente a los haplotipos
que presentaron el mayor poder, menor error y mejor capacidad para separar y marcar
especificamente a los grupos experimentales en cada una de las 2 comparaciones PAG vs. SP y
PAG vs. PCG. Por lo tanto, se sugieren como marcadores de la PAG en la poblacién mexicana a los

haplotipos 3y 4.

EVALUACION DEL GENOTIPO PST™
Con respecto al genotipo PST™ el cual contiene combinaciones de los alelos IL1A:c.[-949T] e
IL1B:c.[315T], en el presente estudio se seleccionaron 218 haplotipos que contenian este genotipo
en cualquiera de los 4 grupos de estudio. De los anteriores, 9 presentaron diferencias significativas

(M-W) en el porcentaje de portadores como se muestra en la figuras 13. Dichos haplotipos fueron




significativos para las comparaciones PCG vs. SP y EP vs. SP. En la figura 14 se resumen los detalles
de las estadisticas para cada uno de los haplotipos mencionados. Es importante sefialar, que en
todos los casos los grupos control (SP) presentaron un mayor porcentaje de dichos haplotipos que
los grupos experimentales. De ahi que las diferencias no se consideraron relevantes como

marcadores de la enfermedad.

Dado que los haplotipos seleccionados inicialmente para evaluar al genotipo PST™,
consideraron ademas la incorporacion de alelos y/o genotipos de otras variaciones genéticas, se
realizé un segundo anélisis en el que fueron considerados unicamente aquellos haplotipos con el
genotipo PST™ “puro”, es decir, en los que no se tomd en consideracion la presencia de otras
variaciones, sino exclusivamente los alelos relacionados con el genotipo en cuestion. La figura 15,
ilustra la distribucion de frecuencias de los 9 haplotipos que incluyen al genotipo PST™ “puro” en
los 4 grupos de estudio. En 6 de los 9 haplotipos, el grupo SP present6é una mayor proporcion de
portadores que cualquiera de los grupos con enfermedad periodontal, y en los 3 haplotipos
restantes, las frecuencias de portadores fueron demasiado bajas para poder establecer
asociaciones con la periodontitis. Los resultados de los andlisis estadisticos relacionados con la
evaluacion de haplotipos con genotipo PST™ “puro” se presentan en la figura 16. En todos los
casos el grupo control SP presentd un mayor porcentaje de portadores que los 3 grupos de sujetos

con enfermedad periodontal.
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IV. DISCUSION

En el presente estudio se mostraron las asociaciones que existian entre combinaciones
(haplotipos) de los diferentes alelos y genotipos especificos en los genes de la familia de la

interleucina 1, y su relacion con la periodontitis agresiva generalizada en sujetos mexicanos.

En la actualidad es necesario buscar nuevas alternativas para el odont6logo que permitan
un mejor y adecuado diagnostico periodontal, con pruebas que sean precisas, de bajo costo y de
facil aplicacion dentro de la préctica privada, es por esta razon que nos encontramos en un
momento donde la secuenciacion del genoma humano ha facilitado la identificacion de algunas
variaciones que pueden estar involucradas en la predisposicion a padecer ciertas enfermedades.
Se ha calculado que dentro del genoma existen entre 25,000-50,000 genes constituidos de 3
billones de nucleotidos, en los cuales existen entre 7 y 10 millones de variaciones de tipo SNP
(Hinds et al. 2006, Kinane & Hart 2003) lo cual hace que cada vez sea mas complejo buscar un
modelo que sea lo suficientemente preciso para poder procesar e interpretar esta cantidad de
datos, por esta razon una de las mayores dificultades para la interpretacion adecuada de los datos
obtenidos en las variaciones genéticas y la asociacion que guardan con enfermedades, es
relacionar la informacion de la combinacién de multiples alelos y genotipos en un gran nimero de
variaciones y asociarlos no sélo con la patologia sino con los efectos funcionales que poseen estos

genotipos complejos.

En el caso de la enfermedad periodontal donde se sabe que existen diversos factores que
favorecen la progresion de la enfermedad periodontal, actualmente existe evidencia de que los
genes tienen un papel importante en la predisposicion y la progresion de las enfermedades

periodontales (Kinane & Hart 2003, Kornman 2006). Los individuos pueden responder de forma
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diferente a los cambios en el medio, y esta respuesta diferencial se ve influenciada por los perfiles
genéticos individuales, es decir, por las variantes alélicas que tienen un efecto en la estructura de
los tejidos (inmunidad innata), respuesta a anticuerpos (inmunidad adaptativa) y a mediadores
inflamatorios (inflamacion no especifica) (D'Aiuto et al. 2004, Galbraith et al. 1998, Mark et al.

2000).

Actualmente se sabe que las enfermedades pueden transmitirse de manera hereditaria y a
diferencia de las mutaciones donde se puede eliminar el producto del gen o cambiar la proteina
del producto hace que se interrumpan otros procesos biolGgicos, pero a diferencia de las
variaciones genéticas que son importantes en enfermedades complejas, se ha visto que son poco
obstaculizadas y usualmente trabajan dentro del rango normal de la funcion. Esto refleja el hecho
de que dichas variantes son comunes en la poblacion. Muchas de las enfermedades asociadas a
una variacion génica son comunes y pueden presentar una frecuencia alélica mayor de 20% en la
poblacion, pero esto no es un indicio para afirmar que el hecho de portar un alelo sea suficiente
para desencadenar la enfermedad, pero se ha observado que la presencia del alelo variante en las
variaciones genéticas IL1A:c.-949C>T e IL1B:c.315C>T han sido asociadas a diversas enfermedades
como: artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico, colitis ulcerativa, miastenia grave,
alopecia y ciertas formas de diabetes (Frazer et al. 2009, Kinane & Hart 2003, Sakellari et al.
2003). De hecho, la presencia de algunos alelos asociados a una enfermedad en una proporcion
significativa de la poblacion en general que no esté afectada refleja que, mientras estos alelos
pueden influenciar el riesgo de enfermedad estos no son determinantes en la mayoria de los
casos. Por esta razon, ciertas medidas de especificidad y sensibilidad de un alelo asociado a una
enfermedad son una herramienta Util que permite predecir si la misma es deseable (Kinane &

Hart 2003).




La mayoria de las enfermedades craneofaciales que estan asociadas a los genes y que
muestran patrones de herencia Mendeliana como: la amelogenesis imperfecta, Sindrome de
Crouzon, y la displasia cleidocraneana, se ha reportado que este tipo de enfermedades es
dominada por los componentes genéticos y la interaccion entre genes y factores ambientales de
riesgo o microorganismos son poco significativos. En el caso de la enfermedad periodontal donde
es considerada multifactorial, se hereda el riesgo de desarrollar la enfermedad pero no la certeza
de presentarla, por tal motivo la interaccion entre los genes y los factores ambientales de riesgo o
microorganismos en la periodontitis es compleja y discreta y por tal motivo la enfermedad

periodontal no posee una herencia de tipo Mendeliana (Hinds et al. 2006, Kinane & Hart 2003).

Existen reportes de la fuerte evidencia de la influencia que tienen los factores genéticos en
la susceptibilidad y progresion de la enfermedad periodontal, ya que la presencia de dichos
factores han sido vinculados a la herencia familiar en la distribucion de la periodontitis en
particular de su forma agresiva (Costa et al. 2008). La periodontitis agresiva, a diferencia de la
periodontitis crénica, generalmente exhibe una desproporcién entre la severidad de la destruccion
de los tejidos periodontales y la cantidad de depdsitos bacterianos, sugiriendo una elevada
susceptibilidad del hospedero. Las variaciones genéticas pueden ser una de las explicaciones en la

prevalencia, severidad y la extension de la destruccidn periodontal.

Dada la gran diversidad poblacional que existe a nivel mundial ello ha provocado que exista
un mayor interés en el campo de la investigacion, en especifico del &rea odontoldgica, ya que los
datos que se arrojan de estudios realizados entre poblaciones nos permite realizar mapas de
asociacion donde se pueda encontrar una relacién de las variaciones genéticas con la
predisposicion, etiologia y los factores ambientales de riesgo de ciertas enfermedades en

diferentes poblaciones. Es importante remarcar que la poblacion que conformé este estudio
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fueron pacientes que pertenecian a la “poblacién mexicana”, es decir, que solo se incorporaban al
estudio aquellos que cumplieran con los criterios de inclusién, es decir, mexicanos por
nacionalidad y por nacimiento que sus padres y por lo menos 2 de sus abuelos también fueran
mexicanos; y que ninguno perteneciera a alguna entidad indigena, a la raza negra, asiatica o
caucasica. Los sujetos incluidos en el estudio provenian del Distrito Federal y de la Zona
Metropolitana lo cual hace que nuestro estudio tenga mayor especificidad porque realizamos

nuestra investigacion en grupo homogéneo perteneciente a la “poblacion mexicana”.

En el caso de las variaciones genéticas pertenecientes a la familia de la interleucina 1, estas
han sido estudiada en la poblacion Hispana, Afroamericana, Griega, Brasilefia, Arabe y Europea. En
particular, la presencia de las variaciones genéticas IL1A:c.-949C>T e IL1B:c:315C>T, ha recibido
gran atencion porque se ha sugerido que existe una relacion entre ellas y la susceptibilidad a las
enfermedades periodontales en pacientes fumadores y no fumadores (Caffesse et al. 2002a). Los
alelos combinados de estas variaciones en los que se presentan tanto IL1A:c.[-949T] como
IL1B:c:[315T], son considerados como el “genotipo compuesto de susceptibilidad a la enfermedad
periodontal” en individuos no fumadores (Kornman et al. 1997a). Se ha reportado que los
portadores de dicho genotipo presentan 6 veces mas riesgo de padecer formas severas de
enfermedad periodontal que aquellos que no son portadores. En la actualidad, sélo existe una
prueba en el mercado auxiliar en el diagnostico de las enfermedades periodontales; la prueba
PST™ la cual ha sido considerada como un marcador genético predictivo del riesgo a padecer

formas severas de periodontitis.

Diversos estudios se han realizados en poblaciones del mundo sobre la distribucion de las
frecuencias alélicas y genotipicas para las variaciones genéticas de IL-1. En el caso de la poblacion

caucasica del Norte de Europa con periodontitis cronica severa se evaluaron 134 sujetos
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destacdndose que el 30% fueron positivos a la presencia de los alelos IL1A:c.[-949T] e
IL1B:c.[315T], 60% eran fumadores y 30% presentaba una periodontitis menos severa. En el 29.1%
de los cosas se detectaron ambos alelos, determinado que se trataba de un “genotipo compuesto”
el cual es reconocido como un marcador para la severidad de le enfermedad periodontal (Huynh-
Ba et al. 2007, Kornman et al. 1997a, Kornman & di Giovine 1998, Lang et al. 2000). Para el caso
de la poblacién suiza se realiz6 un estudio donde se reportd que el 35.3% de la poblacion
presentaba este genotipo compuesto (Lang et al. 2000). Otro estudio realizado en la poblacion
mexicana encontré que un 26% de la poblacion era portadora de dicho genotipo ya que se ha
propuesto que la frecuencia de periodontitis es elevada en la poblacion Hispana (Caffesse et al.
2002b, Gonzales et al. 2003). Para el caso de Afroamericanos y poblaciones Chinas la frecuencia
de portadores de este genotipo ha sido reportada alrededor del 3.3% (Armitage et al. 2000,
Caffesse et al. 2002b, Sakellari et al. 2003, Wagner et al. 2007), mientras que en la poblacién

Griega se determino que el 44% del la poblacion era positiva (Sakellari et al. 2003).

En el caso particular de nuestro investigacion realizada en una poblacion de mestizos
mexicanos incluidos en este estudio, se encontrd que el genotipo més frecuente detectado para la
variacion IL1A:c.-949C>T , independientemente del grupo de estudio, fue IL1A:c.[-949CC] (59.5% a
81.5%), seguido por el genotipo heterocigoto (14.8% a36.2%) y el homocigoto IL1A:c.[-949TT]
(3.4% a 4.8%). Para dicha variacion, el alelo detectado con menor frecuencia fue IL1A:c.[-949T]
(11.1 a 22.6%). Asi mismo, para la variacion IL1B:c.315C>T, fue IL1B:c.[315CC] (59.5% a 79.3%)
seguido por su genotipo heterocigoto IL1B:c.[315CT] (59.3% a 79.3%), seguido por el genotipo
heterocigoto (17.2% a 33.3%) y el homocigoto IL1B:c.[315TT] (3.4% a 7.1%) y en el caso de esta
variacion el alelo menos frecuente fue IL1B:c.[315T] (12.1% a 23.8%). Asi mismo para las

variaciones IL1B:c.-583T>C e IL1RN:c.215-516(86)2_6 se encontrd que los genotipos mas comunes




fueron IL1B:c.[-583TC] (51.9% a 73.8%) e IL1RN:c.215-516(86)[2]+[4] (36.2% a 51.9%),
respectivamente. Para estas variaciones los genotipos homocigotos siguieron a los genotipos

anteriores en el porcentaje de portadores.

La deteccidn de variaciones genéticas especificas en la actualidad puede servir como una
herramienta diagnostica y predictiva muy util dentro de la practica clinica para el manejo de
enfermedades multifactoriales comunes. Se tiene conocimiento de que una amplia gama de
variaciones en diversos genes que codifican para citocinas inflamatorias han sido propuestas como
buenos marcadores de predisposicion y riesgo a diversas enfermedades y para el caso en
especifico de el gen de IL1 en enfermedades como la espondilitis anquilosante (Maksymowych et
al. 2006), oclusion de la arteria retiniana (Steinbrugger et al. 2009), queratocono (Kim et al.
2008), cancer de seno (Grimm et al. 2009, Hefler et al. 2005), enfermedad coronaria (Arman et al.
2008), gastritis (Melo Barbosa et al. 2009), cancer de ovario (Sehouli et al. 2003), cancer de
prostata (Lindmark et al. 2005, Saenz-Lopez et al. 2008), lupus eritematoso,(Barksby et al. 2007,
Parks et al. 2004), artritis (Barksby et al. 2007, Johnsen et al. 2008) y cancer de pulmon (Engels

etal. 2007).

En las diversas variaciones de los genes pertenecientes a la IL1 se ha observado que en
diferentes estudios las asociaciones entre alelos y genotipos presentes en las variaciones de esta
interleucina, se muestra cierta relacion a padecer diversos grupos de enfermedades sistémicas ya
que algunas de estas variaciones génicas han sido asociadas con enfermedades cardiovasculares,
indicando que las alteraciones en la genética del sistema inflamatorio pueden modificar el riesgo a
padecer estas enfermedades. Se ha reportado en la literatura la importancia que posee IL-1 en la
sobrevivencia celular, proliferacion y angiogénesis en las células cancerigenas, y su secrecion esta

asociada con formas mas agresivas de cancer de mama (Grimm et al. 2009, Hefler et al. 2005).




Para las variaciones de IL1A existen estudios que demuestran la asociacion entre las
variantes y el riesgo a padecer enfermedad de Alzheimer (Maksymowych et al. 2006). Mientras
que para enfermedades inflamatorias autoinmunes como la artritis reumatoide se realizé un
estudio en sujetos con descendencia Europea quienes presentaban la enfermedad donde se
buscaba determinar si las variaciones genéticas IL1B:c.315C>T, ILIB:c.-583T>C e IL1B:c-949 C>T
estaban asociadas con formas mas severas o erosivas de la enfermedad, pero no se encontro
ninguna asociacion con la presencia de estos alelos en el riesgo y severidad de la artritis
reumatoide (Johnsen et al. 2008). En estudios similares para determinar si el alelo IL1A:c.[-949T]
tenia un efecto con él un incremento en los niveles de citocinas proinflamatorias y quimiocinas y
que a su vez estas estuvieran asociadas con un aumento en el riesgo de cancer de prostata no se
encontrd asociacion, mientras que para otros tipos de cdncer como el géstrico y de las variaciones
geneéticas IL1B:c.315C>T, ILIB:c.-583T>C si estan asociadas a un incremento en el riesgo (Saenz-
Lopez et al. 2008). Para el caso de otra de las enfermedades inflamatorias como el Lupus
Eritematoso Sistémico se realiz un estudio en la poblacion Afroamericana donde se encontré un
incremento en el riesgo a padecer Lupus en los sujetos homocigotos del genotipo IL1A:c.[-949CC]
comparados con aquellos que eran portadores del alelo IL1A:c.[-949T] que mostraron poca

asociacion (Parks et al. 2004).

Para las variantes de IL 1B que han sido asociadas con un incremento en el riesgo de
padecer diversos tipos de cancer tal como: cancer gastrico, cancer de pulmén y otras
enfermedades neurodegenerativas como enfermedad de Parkinson; en el caso de cancer de
pulmon se realizo un estudio en una poblacién no Hispana de Caucasicos en individuos de edad
mayor, fumadores en el cual se determino que los sujetos homocigotos IL1B:c.[315TT] y

heterocigotos IL1B:c.[315CT], para el alelo variante presentaban un incremento en el riesgo de
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padecer cancer de pulmén, una explicacion de esto puede deberse a que la variante IL1B:c.315C>T
en asociacion con otro variacion génica puede afectar la expresion de IL1B en la enfermedad
pulmonar, ya que presentaban elevados niveles de proteina C reactiva, que es una proteina
secretada por el higado durante la inflamacion aguda. En el caso del Lupus Eritematoso Sistémico
en la poblacion Afroamericana se mostro una asociacion significativa de riesgo en los pacientes
gue eran portadores del genotipo IL1B:c.[315CT] comparados con los homocigotos del genotipo
IL1B:c.[315CC] y portadores del alelo IL1B:c.[315T] en los cuales también se report6 la asociacion
con un incremento en el riesgo de lupus (Parks et al. 2004). Para la variacion IL1B:c.[-583 T>C] esta
fuertemente asociada con el riesgo de padecer cancer en mujeres Caucasicas y su presencia esta
ligada al estadio del tumor y a la participacion de nédulos linfaticos en estos pacientes (Hefler et
al. 2005). Se ha reportado que IL 1 tiene un papel importante en la ateroesclerosis y que diversas
variaciones genéticas pertenecientes a la familia de esta interleucina estdn asociadas con
enfermedades vasculares como la enfermedad arterial coronaria, donde en un estudio realizado
en la poblacidn italiana no se encontré riesgo para con el hecho de ser portador de la variacion
IL1B:c.[315 C>T] y no existieron diferencias en la distribucion de alelos IL1B:c.[315C], IL1B:c.[315T]
y en los genotipos I1L1B:c.[315 CT] IL1B:c.[315 CC] IL1B:c.[315TT] entre los casos y los controles. Los
resultados de este estudio no mostraron diferencia en la distribucion de esta variacion de acuerdo
al nimero de vasos afectados en pacientes con reciente infarto al miocardio. A diferencia de la
variacién que estaba asociada con el riesgo a presentar un infarto al miocardio en pacientes
jovenes, lo cual sugiere el posible papel de la variaciéon IL1B:c.[315 C>T] en el riesgo de trombosis

mas que en el desarrollo de la ateroesclerosis (Vohnout et al. 2003).

Para IL1-RN especificamente en su alelo variante, ha sido relacionado con diabetes mellitus

tipo 1, psoriasis, colitis ulcerativa, lupus eritematosos sistémico, fracturas por osteoporosis,




nefropatia diabética, esclerosis multiple, hipertension y sindrome de déficit de atencion

(Maksymowych et al. 2006) .

La mayoria de las enfermedades autoinmunes muestra una importante participacion de las
variaciones genicas de IL ILLRN:c.215-516(86)2_6, ya que se ha reportado que el alelo ILLRN:c.215-
516(86)[2] esta asociado con enfermedades tales como: lupus eritematoso, y esclerosis multiple.
En pacientes femeninas Caucasicas el hecho de ser portador del alelo ILIRN:c.215-516(86)[2]+[2]
ha sido asociado con el acortamiento de la enfermedad y la sobrevivencia (Grimm et al. 2009). En
el caso del alelo IL1RN:c.215-516(86)[2] ha sido detectado en pacientes con ulceras géstricas y
adenocarcinoma, se sabe que los pacientes portadores de este alelo poseen mayor riesgo de
desarrollar Ulcera péptica y adenocarcinoma géstrico, asi como, un alto grado de inflamacion y

actividad neutrofilica en la mucosa gastrica en la poblacién brasilefia (Melo Barbosa et al. 2009).

En la mayoria de los estudios que se han realizado en relacién a las enfermedades
periodontales, se han enfocado en las variaciones genéticas propias de la IL-1. Esto debido, a la
amplia difusion que se le ha dado respecto a los resultados de los estudios que sustentan la
colocacion de la prueba PST™ en el mercado que ha sido descrita previamente en la parte
introductoria de este texto. Pero desafortunadamente alin no existe una clara comprension del
efecto que los factores genéticos tienen sobre los mecanismos fisiolégicos de destruccion
periodontal. Actualmente se sabe que el factor inflamatorio es esencial para el desarrollo y la
severidad de esta enfermedad, con lo cual podemos establecer una pauta respecto a que el factor
inflamatorio propio de otras enfermedades comunes como la artritis reumatoide, espondilitis
anquilosante, lupus eritematoso, Sindrome de Sjogren entre otras. Dentro de lo que
anteriormente reportamos respecto a lo que actualmente existe en la literatura, podemos

establecer que la gran mayoria de estas variaciones del gen de IL-1 estan relacionadas con alguna




enfermedad sistémica, y de aqui que se desprenda el hecho, de que si la patogenia de dichas
enfermedades es similar a la de las enfermedades periodontales, los determinantes de genéticos
de predisposicion y riesgo, también pueden serlo y se han publicado nuevos estudios donde se

contempla esta posibilidad.

A la fecha existen diversos estudios donde se reporta la prevalencia y la asociacion de las
variaciones IL1B:c.[315 C>T] IL1A:c.[-949] IL1B:c.[-583T>C] e IL1RN:c.215-516(86)2_6 y los
diferentes estados de salud periodontal en sujetos de diversas poblaciones. Donde la mayoria de
estos estudios se demuestra que el ser positivo al genotipo compuesto IL1A:c.[-949T] +
IL1B:c.[315T] incrementa el riesgo en la progresion y severidad de la periodontitis crénica
(Greenstein & Hart 2002, Kornman 2006). Hoy en dia sabemos que las variaciones en ciertos
genes de IL-1, son responsables de provocar la sobreproduccion de esta proteina al exponer al
individuo a una carga bacteriana. En otro estudio se observo que el presentar una variacion génica
donde el alelo 2 esta presente en el locus del gen de IL-1, en su posicion -949 est4 asociado a un
incremento en los niveles de la proteina IL-1A . Este incremento de la proteina en pacientes con
periodontitis severa es aproximadamente cuatro veces mayor de lo normal. Las diferencias son
mas claras en el estudio realizado por (Kornman et al. 1997a) en sujetos no fumadores del Norte
de Europa con las variantes genéticas IL1A:c.[-949C>T] e IL1B:c.[-583T>C] (genotipo compuesto), y
observaron que la variacion era significativamente méas frecuente en sujetos con periodontitis
avanzada(67%), que en sujetos con periodontitis leve o sin enfermedad periodontal (22%). Este
estudio sugiere que el ser portador del alelo 2, tanto en forma homocigota como heterocigota en
ambos locus, predispone en mayor medida a estos individuos a desarrollar enfermedad

periodontal en su estado severo (Kornman et al. 1997a).




En un estudio realizado en la poblacién Chilena en 330 sujetos donde se reportd que la
prevalencia de heterocigotos de IL1A:c.[-949CT] y de IL1B:c.[-583 TC] fue significativamente
elevada en relacion a su asociacion con la periodontitis, mientras que los sujetos homocigotos
para el alelo 1 de IL1B:c.[-583 TT] fue un factor protector para la enfermedad periodontal. La
prevalencia del un genotipo compuesto fue significativamente alta (26.06%) que en los controles
(9.9%) y estuvo significativamente asociada con la periodontitis y sin tener en cuenta si eran
fumadores y la severidad de su estado periodontal (Lopez et al. 2005). Similarmente en otro
estudio en la poblacion adulta Europea se determing si el alelo IL1B:c.[-583C] est& asociado con un
incremento en la susceptibilidad y severidad en la enfermedad periodontal asi como un aumento

en el sangrado durante el mantenimiento periodontal (Cullinan et al. 2001).

En un estudio realizado en la poblacion Brasilefia donde la variacion genética IL1B:c.[-583
T>C] del gen de IL-1B se ha mostrado que afecta los niveles de esta citocina y la relacion que tiene
con el establecimiento de las enfermedades inflamatorias incluyendo a la enfermedad
periodontal. El objetivo de este estudio era determinar la asociacion de esta variacion genética y la
ocurrencia de las diferentes formas clinicas de periodontitis en esta poblacion donde se encontro
que el grupo de periodontitis cronica mostraron un elevado porcentaje del alelo IL1B:c.[-583T]
(28%) comparado con los del grupo de periodontitis agresiva (10.7%) y el grupo control (8.7%)
donde se sugiere que la variacion genética IL1B:c.[-583T>C] del gen de IL1B puede ser un factor de

riesgo para la periodontitis crénica en sujetos Brasilefios (Moreira et al. 2007a) .

La asociacion de la variacion génica de IL1RN:c.215-516(86)2_6 ha sido poco estudiada en
diversas enfermedades y del mismo modo para la enfermedad periodontal donde existe un
estudio en sujetos de una poblacion Turca donde se buscaba determinar si el ser portador del

alelo IL1RN:c.215-516(86)[2] tenia relacion con la periodontitis donde la distribucion en la




presencia de este alelo fue elevado en el grupo de Periodontitis agresiva y el grupo control
(Berdeli et al. 2006). Sin embargo, en la poblacion Brasilefia también se observé que el alelo
ILIRN:c.215-516(86)[2] estd asociado con la severidad de periodontitis crénica (Ferreira et al.

2008).

En el presente estudio realizado en sujetos mexicanos los alelos y genotipos de la variacion
fueron analizados de manera individual, y se determiné que ninguno de estos puede ser
considerado un buen estimador de riesgo (RM < 3.0) en la enfermedad periodontal. A diferencia
de lo reportado por (Kornman et al. 1997a) en el que se determiné que la presencia del genotipo
compuesto IL1A:c.[-949T] + IL1B:c.[315T] favorece que se tenga 6 veces mayor riesgo de presentar
periodontitis. A diferencia de nuestro estudio, Kornmann realiz6 su estudio en sujetos no
fumadores del Norte de Europa para marcar especificamente periodontitis en su forma crénica y
en nuestra poblacion teniamos como objetivo determinar si el genotipo PST es un marcador
adecuado en la poblacion mexicana pero para el grupo de periodontitis agresiva. Los resultados
muestran que el genotipo PST no es buen marcador de enfermedad periodontal dentro de la
poblacion Mexicana, sin embargo, la combinacion de haplotipos (alelos y genotipos) pueden
considerarse buenos marcadores de riesgo (RM>3.0). Por lo que cual se determind que los sujetos
portadores de los haplotipos que contenian al genotipo PST presentan un aumento en el riesgo a
padecer periodontitis en su forma agresiva, ya que la combinacion IL1A:c.[-
949CC]+IL1B:c.[315CC]+IL1B:C.[-583T]+ILIRN:C.215-516(86)[2] presentd una RM de 4.655 en el
grupo PAG vs. SP y en para el grupo PAG vs. PCG la combinacion IL1A:c.[-
949CC]+IL1B:c.[315C]+IL1B:c.[-583T] + ILIRN:c.215-516(86)[2] tuvo una RM de 4.100 siendo estos
combinaciones las que presentan una buena separacion con el grupo experimental PAG y el grupo

control como se observa en las estadisticas y figuras 12a-c con lo cual se determino que de las 4




combinaciones seleccionadas que contienen el genotipo PST son buenos marcadores de riesgo

para el grupo de PAG.

Muchos de los estudios publicados relacionados con la enfermedad periodontal y la
susceptibilidad genética se basan en los resultados reportados basados en estadisticas,
especificamente por los valores que reportan en las razones de momios y la significancia de
pruebas comparativas entre los casos y los controles. Los valores de estas pruebas no son del todo
precisas para determinar la habilidad de las variaciones genéticas para marcar diversas
enfermedades, pero en nuestro estudio no solo se consideraron estos valores porque suelen ser
insuficientes e inexactas , sino en la necesidad de incluir indicadores que comprendan,
sensibilidad, especificidad, exactitud, indice de falsos positivos y negativos, riesgo relativo, valores
predictivos positivos y negativos, asi como indicadores como el porcentaje entre los casos y los
controles. En este estudio estos marcadores se consideraron en las evaluaciones de alelos y
genotipos individuales asi como de haplotipos. En el caso de esta investigacion los genotipos y
alelos evaluados de forma individual no mostraron razones de momios significativas, por lo cual no
puede ser considerado un buen marcador, a diferencia de las que se presentaron en la evaluacion
de haplotipos, las cuales mostraron una razon de momio relativamente alta y donde se
presentaron diferencias significativas entre casos y controles exhibiendo una mejor habilidad
diagndstica y predictiva de la enfermedad periodontal. Las cifras para uno de los haplotipos que
mejor marcaron y separararon al grupo PAG para separarlo del grupo SP con SNS=0.60%,
ESP=0.77%, EXC=0.70%, IFP=0.24%, IFN=0.41%, VPP=0.61%, VPN=0.74%, M-W p=0.003, Fisher
p=0.005, RR= 2.49% y RM =4.65, considerando el que mostr6 mejores valores para poder ser

contemplados como buen marcador de para PAG.




Los resultados arrojados en nuestro estudio nos permiten dilucidar que de acuerdo a todos
los estudios reportados en este trabajo asociados con el genotipo PST™ y su asociacion con la
susceptibilidad de riesgo a padecer enfermedad periodontal en diversas poblaciones del mundo,
se contraponen con lo encontrado en nuestra investigacion, ya que el ser portador del genotipo
PST “puro” no es una determinante en si para presentar periodontitis, ya que en la poblacion
Mexicana este genotipo como tal, no puede ser un buen marcador, ya que solo la presencia del
genotipo PST mas otra combinacion puede ser considerado un buen estimador de riesgo, aunque

sus valores estadisticos no son los mejores ni ideales para considerarse un buen marcador de PAG.
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V. CONCLUSIONES

En este estudio se presentaron las distribuciones alélicas y genotipicas de 4 variaciones
pertenecientes al gen de interleucina 1 IL1A:c.-949C>T, IL1B:c.315C>T, IL1B:c.-583T>C,
ILIRN:c.215-516(86)[2_6]. Se evaluaron sujetos mexicanos con periodontitis cronica generalizada,
periodontitis cronica agresiva y salud periodontal. Cuando fueron evaluados los alelos y genotipos
de forma individual, mostraron poca relevancia para marcar a los grupos con enfermedad, a
diferencia de la evaluacién que se realizo de los haplotipos en la que 4 combinaciones fueron
seleccionadas, las cuales mostraron ser buenos estimadores de riesgo para marcar
especificamente al grupo PAG y separarlo de los grupos PCG y SP. De acuerdo a nuestros
resultados se puede concluir que la presencia del genotipo PST en su forma pura no es
considerado un buen marcador de riesgo en la poblaciébn mexicana., ya que es necesaria la
presencia de otra combinacion para que pueda ser considerado un buen estimador de riesgo de

acuerdo a los valores estadisticos que arrojo nuestro estudio.

Si nuestros resultados pueden ser confirmados por medio de estudios inmunoldgicos que
determinen y cuantifiquen la produccién de citocinas en los sujetos que sean portadores de estos
haplotipos, podria tener una gran relevancia en el manejo de los pacientes con enfermedad
periodontal, para poder en un futuro estandarizar pruebas que sean de bajo costo, y de uso facil
gue permitan detectar susceptibilidad o riesgo de presentar periodontitis en su forma agresiva, o

bien ofrecer a los pacientes un tratamiento y mejorar el pronostico de las terapias periodontales.
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VIIl. TABLAS

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

PCG n=58 PAG n =27
Media + EEM Rango Media £ EEM

EP (n=85)
Media + EEM

SP n=42
Media + EEM

Rango Rango Rango

Edad (afios) * T 8 £ 476 £1.2 35 -75 22.7 £0.9 12 - 29 39.7 £15 12 - 75 275+ 11 18 - 60
Género (% mujeres) 51.7 815 61.2 54.8

Numero de dientes faltantes * § £ 3.7 +03 0-8 14 £04 0-7 3.0+03 0-8 15 +03 0-6

% fumadores actuales 27.6 222 25.9 23.8

Profundidad de bolsa promedio (mm) * 1 £ 404 +£0.13 230 - 7.37 436 +£0.27 258 - 7.77 414 £ 012 230 - 7.77 2.05 +0.03 1.68 - 2.57
Nivel de insercion promedio (NI, mm) * £ £ 453 +0.16 2.66 - 9.04 446 £ 0.28 264 - 8.23 451 +£0.14 264 - 9.04 193 +£0.04 092 - 230
Numero de sitios con NI 25 mm * £ £ 55.8 + 3.7 11 - 118 56.9 £ 7.9 9 - 156 56.2 + 3.6 9 - 156 00 0-0

% sitios con:

Acumulacion de placa * T £ 431 +43 0 - 100 39.0 £ 6.9 0-96.4 41.8 + 3.7 0 - 100 173 £ 3.2 0-720
Enrojecimiento gingival * 1 £ 178 £ 34 0 - 100 305 £ 6.3 0 - 100 218 £ 31 0 - 100 45 15 0-423
Sangrado al sondeo * f £ 448 + 2.8 49 - 100 508 £+50 131 -974 46.7 £ 25 49 - 100 51+12 0-381
Supuracion * 1 £ 53 +1.0 0 -37.0 83 +24 0 - 613 6.2 £+1.0 0 - 613 00 0-0
* p<0.001 PCG vs. SP. T 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
cronica 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 2. Descripcion de las variaciones genéticas evaluadas.

ILIRN:¢.215-516ATCCTGGGGAAAGTCAGGGAAATATGGACATCACATGG

LA 9490T L1BC3150T 1B 5837
: : : ARCAACATCCAGGAGACTCAGGCCTCTAGGAGTARCTGGGTAGTGTGC(2 6)

D de referenciaen NCBI
1800587 1143634 16944 2234663
dbSHP (54 15180058 15114363 rs169 rs

D delLab. G UNAM en g 104807662 104831320 NA
NCBI doSNP (ss#)

NM_000576.2:0.31565T
NT 022135.15:9.2298312G54
NP_000567.L:p FLOSF

NM_000575. 3949057
NT 022135.15:92250883G5%

NM_000576.2:c-583T>C ~ NM _173841.1:c.215-516ATCCTGGOGAAAGTGAGGGARATATGGACATCACA
NT_022135.15:0.2302790A°G TGGAACAACATCCAGGAGACTCAGGCCTCTAGGAGTAACTGGGTAGTGTGC(2_6)

L1 -94905T IL1B:c.3150T 156375 ILIRN:c.215-516ATCCTCEGGAAAGTGAGGGAAATATGGACATCACATGG
L1 225088364 IL1B:9.2298312G>A 1892302790856 AACAACATCCAGGAGACTCAGGCCTCTAGGAGTAACTGGGTAGTGTGC(2_6)
IL1B:p F105F ILIRN:c.215-516(86)[2_6]
ILIRNint2
IL1A-889 :E:ﬁg:z |L1B-511 ILIRN STR (int2)
ILIRN (86bp WTR)
SNP SNP SNP VNTR
No-codificante Codificante (Sindnima) No-codificante No-codificante
. . . Intr6n 2 (isoforma 1
Exdn 1 (5'UTR) Exon 5 (+14) 5'cercana al gen nén Eiso forma 2;
Posicion en cromosoma  ENALFKI] 113,306,861 113311338 113,604,577
Posicion en contig 2,250,883 2298313 2302,7190 2,596,029
Posicion en mRNA 402 NA NA
Posicion en coddn 3 NA NA
Posicion en protefna 105 NA NA
Aminodcidos Phe>Phe NA NA
AAATTCTTTAATAATAGTAA  TGTGCTCCAC ATTTCAGAAC  CAGAGGCTCC TGCAATTGAC

Secuencia' (30pb) GCAACACTCC TATTGACCTG GAGCACAGGT

CCAGGCAACA CTATCTTCTT AGAGAGCTCC

(ATCCTCOGGAMAGTGAGGGAAATATCGACATCACATGCAACAACATCCAGGAGACT

G2 ©1 ©D () CAGGCCTCTAGGAGTANCTGGTAGTGTG) 2 2 6 repeticones (360p)

CATTGAAGGC TCATATGTAA  GACACATGGG ATAACGAGGC  GAGGCAGAGA ACAGCACCCA

ATCCTGGGGA AAGTGAGGGA AATATGGACA
ARATCCATGC TTATGTGCAC AGGTAGAGAC CLTGCECARGTCAGCG oK

Secuencia3" (30ph)

ID: ndmero de identificacion. NCBI: National Center for Biotechnology Information. Lab. GM UNAM: Laboratorio de Genética Molecular, Facultad de
Odontologia, Universidad Nacional Auténoma de México. SNP: single nucleotide polymorphism (variacion génica de un solo nucledtido). VNTR:
variable number of tancem repeats (nimero variable de Secuencias repetitivas continuas). NA: no aplica. pb: pares de bases.




Tabla 3. Descripcion de los genes en los que se localizan las variaciones evaluadas.

ILIRN:¢.215-516ATCCTGGGGAAAGTGAGGGAAATATGGACATC
IL1A:C-049C>T IL1B:c.315C>T IL1B:c-583T>C ACATGGAACAACATCCAGGAGACTCAGGCCTCTAGGAGTAACTGGG

TAGTGTGC(2.6)

IDenNCBI 3552 3553 3553 3557
Veersion (Build) 3.3 363 3.3 363
Simbolo ILIA IL1B IL1B ILLRN

Nombre oficial Interleucina 1, alfa Interleucina 1, beta Interleucina 1, beta Interleucina 1, antagonista del receptor (isoforma 1, precursor)

Tipo Codificador de proteina Codificador de proteina Codificador de proteina Codificador de proteina
Localizacion chr2ql4 chr2q14 chr2gl4 chr2q14.2

Posicion de inicio 113247963 113303808 113303808 113591941

WO E RGN 113259442 113310827 113310827 113608064

WO RO 113257818 113310277 113310277 113606919

Tamafio (kpb) 1148 102 102 1612

ID: nimero de identificacion. NCBI: National Center for Biotechnology Information. kpb: pares de kilobases.



Tabla 4. Descripcion de los métodos empleados para la deteccion de variaciones genéticas.

IL1RN:c.215-516ATCCTGGGGAAAGTGAGGGAAATATGGACATCAC
IL1AC.-949CT IL1B:c.3150>T IL1B:¢.-5831>C ATGGAACAACATCCAGGAGACTCAGGCCTCTAGGAGTAACTGGGTAG
TGTGC(2_6)

RFLP

SN ER G RS (S0 S ACTAGGCTGGCCACAGGAATT (62.2) GTTGTCATCAGACTTTGACC (52.8) TGGCATTGATCTGGTTCATC (59.5) CTCAGCAACACTCCTAT (45.5)
SN ER G 0 R (UAS6) GTAGAAGAAGGTGTGTGCAAGCC (624)  TTCAGTTCATATGGACCAGA (539) GTTTAGGAATCTTCCCACTT (52.5) TCCTGGTCTGCAGGTAA (531)
Temp. de alineamiento (C°) K] 55 5 54

Tamafio del producto (pb) 190 250 305 42

GTTGTCATCAGACTTTGACCytatatgctcaggtgt TOGCATIGATCTGGTCATCtgegetgcta CTCAGCAACACTCCTATtgacctggageacaggtateetggggaaagtgagggaaatat
gotaacageacctygtcttgeagggtigtotoagcttatet

ACTAGGCTGGCCACAGGAATTataaaagctgagaa cetecaagaaatcaaattttqeegectogectcacgagge R gyacatcacatggaacaacatccaggagacteaggcctotaggagtaactgggtagtytacate

attctttaataatagtaaccaggcaacaccattgaaggetca ctgecctictyatttatacctasacaacatgtyctecacat atagggtaf . cccga cizagaaag Icaatgm ctggggaaagigaggaaatatggacatcacatqgaacaacatccaggagactcaggeetcta

Secuencia del producto tatgtaaaaatccatgecttcctttcteceaatctocattecea ticagaacctatettettcgacacatgggataacgaggctt JELICeecaycaageasty geagtaactggotagtytocateetggggaaagigagggaaatatygacatcacatggaacaa

ctecteagaggetcetycaattgacagagagetcetyagy
totgcatect I
aacttagecactggettctagetoaggccttacgeatacctes atgtgcacgatycacctytacgatcactgaactycacget S catecaggagactcaggectotaggagtaactyggtagtotocateetygggasagtyaggga

tggacatcacat i tetaggagtaactggotagtot
0ggGGCTTGCACACACCTICTTCTAC E;gﬁ:ﬁ;f:ggc::aaaagmggtgaIgTCTGGTC A A—— asttta gtg;;:é;ccal ;ﬁiccaca;gtcc;gigcag:g éiggcc ctaggagtaactggotagt
A tgMCTOCOMGATTCCTAME O
Localizacion cromos6mica chr2:113259305-113259494 chr2:113306748-113306997 chr2:113311225-113311529 chr2:113604543+113604954
Enzima de resticién 3UBsh [37°C3h 3UTaq 165°C 3 3U Ava 137°C 3h A
inactivacion 65°C 20m inactivacion 80°C 20m inactivacion 80°C 20m
e et Alelo C: 85+105 Alelo C: 136+114 Alelo T: 305 2 repeticiones: 240, 3 repeticiones: 326, 4 repeticiones: 412,
J p Alelo T: 190 AleloT: 250 Alelo C: 190+115 5 repeticiones: 498, 6 repeticiones: 584
SECUENCIACION
SR RS (RS0 I TTTATTATTTTTTAGAGATGGGGG (57.0)  TCCAGTGTTCTTAGCCACCC (60.1) GGTAACAGCACCTGGTCTTGC (62.0) ACTCCTATTGACCTGGAGCACAGGT (85.5)
SR TR (8861 CGGGAGGTATGCGTAAGG (59.1) CAGGATGTTTCCATTTACCTTG (585) GCACATACTTTTCTTCATTCACTTC (58.5)  TTGGTTTAATCTTCTATTTACCTGC (57.3)
Tamafio del producto (pb) 387 31 306 304

TTTATTATTTTTTAGAGATGGGGGcttcactatytt
geccacactggactaaaactetggecteaagtyattytect
gecteagectectyaatagetgggactacaggggeatqeca
teacaccagttcatttoctetatttaraatatacatogcttaa
acfccaactgggaacceaaaacatteatttgctaagagtcty
gtgttctaccacctyaactaggetygecacaggaattatasa
agctgagaaattctitaataatagtaaccaggeaacaccatt
gaaggetcatatytaaaaatcatgecttcctttctocaate
tecatteccasacttageeactqgetictogetgaggCCTTA
CGCATACCTCCCG

Localizacion cromos6mica chr2:113259329-113259715 chr2:113306692-113307042 chr2:113311189- 113311494 chr2:113604552+113604%45

TCCAGTGTTCTTAGCCACCCeactcecagcttcate GGTAACAGCACCTGGTCTTGCagggttototyag

cetactggtottgteatcagactttgaceqtatatycteagy cttatctocagggttgecccaacteegtcaggagectgaa ACTCCTATTGACCTGGAGCACAGGTatectygggaaagtyagygaaatatggacate
totecteeaagaaateaaatttteegecteqectcacgag coctgeataccgtatgtictotgecccagecaagaaagqt acatggaacaacatceaggagactcaggectetaggagtaactygotagtotocateetygg
gectgeccttetgattttatacctaracaacatgtocteeac caattttctoctcagaggetoctqcaattgacagagaget aaagtgagggaaatatygacateacatogaacaacatccaggagacteaggectetaggagta
aftteagaacctatettettcgacacatgggataacgagge cotgaggeagagaacageacceaaggtagagacceaca actgggtagtotacateetygggaaagtoagggaaatatygacatcacatggaacaacateca
ttatgtocacgatgcacctgtacgateactgaactgcacqe cocteaatacagacagggagggetattogeectcattyt ggagactcaggectetaggagtaactygotagtotocateetygogaaagtoagggaaataty
tecgggactcacageaaaaaagettogtoatytetgtee. acceatttatecatotgtaagtyggaagattectaaactta gacatcacatggaacaacatoeaggagacteaggectetaggagtaactgggtagtoteTiG
atatgaactgaaagetetocacctoeagggacaggataty agtacaaaGAAGTGAATGAAGAAAAGTATGT GTTTAATCTTCTATTTACCTGC

0agcaaCAAGGTAAATGGAAACATCCTG  GC

Secuencia del producto

RFLP: restriction fragment length polymorphism (longitud polimorfica de fragmentos de restriccion). m.t.. melting temperatura (temperatura de fusion). ph: pares
de bases. NA: no aplica.




Tabla 5a. Estadisticas de alelos y genotipos individuales de las 4 variaciones genéticas evaluadas,
comparando los grupos PCG (n=58) y SP (n=42).
PCG vs. SP
Dmax SNS ESP EXC IFP IFN VPP MEWEEISHEE

(=) (=)

ILLA:C.[-949CC]
ILLA:C.[-949CT]
ILLA:C.[-949TT]
ILLA:C.[-949C]
ILLA:C.[-949T]
IL1B:c.[315CC]
IL1B:c.[315CT]
IL1B:c.[315TT]
IL1B:c.[315C]
IL1B:c.[315T]
IL1B:c.[-583TT]
IL1B:c.[-583TC]
IL1B:c.[-583CC]
IL1B:c.[-583T]
IL1B:c.[-583C]
ILIRN:c.215-516(86)[2]+[2]
ILIRN:c.215-516(86)[2]+[4]
ILIRN:c.215-516(86)[2]+[5]
ILLRN:c.215-516(86)[4]+[4]
ILLRN:c.215-516(86)[4]+[5]
ILLRN:c.215-516(86)[2] .03 0.36 0.67 0.49 0.33 0.64 0.60 0.43 O. 2.26 0.97
)

ILIRN:c.215-516(86)[4] . . . . . . . . . 1.81 0.35

ILLRN:c.215-516(86)[5] .02 0.02 1.00 0.43 0.00 0.98 1.00 0.42 O. NA NA

Los recuadros punteados sefialan alelos y genotipos individuales que cumplieron con los puntos de corte
establecidos en el analisis exploratorio en cuanto a EXC (=0.5), IFN (<0.5) y RM (=1) para evaluar la capacidad
diagndstica y predictiva de los alelos y genotipos individuales. Los valores sombreados destacan los datos
especificos que fueron considerados en la evaluacion. Los genotipos [2]+[3], [2]+[6], [3]+[3]. [3]+[4], [3]+[5].
[3]1+[6], [4]+][6], [5]+[5], [5]+[6] y [6]+[6], asi como los alelos [3] y[6], de la variacion IL1RN:c.215-516(86) no
fueron detectados en alguno de los sujetos de estudio. PCG: periodontitis crénica 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. 1C95%: intervalo de confianza al
95% para la razon de momios. M-H: prueba de Mantel-Haenszel para la raz6n de momios. NA: no aplica.




Tabla 5b. Estadisticas de alelos y genotipos individuales de las 4 variaciones genéticas evaluadas,
comparando los grupos PAG (n=27) y SP (n=42).

PAG vs. SP
M-W Fisher

Dmax SNS ESP EXC IFP IFN VPP RM  1C95%
e (=) (p=)

IL1A:C.[-949CC]
IL1A:c.[-949CT]
IL1A:C.[-949TT]
IL1A:c.[-949C]
IL1A:c.[-949T]
IL1B:c.[315CC]
IL1B:c.[315CT]
IL1B:c.[315TT]
IL1B:c.[315C]
IL1B:c.[315T]
IL1B:C.[-583TT]
IL1B:c.[-583TC]
IL1B:c.[-583CC]
IL1B:c.[-583T]
IL1B:c.[-583C]
ILLRN:c.215-516(86)[2]+[2]
ILLRN:c.215-516(86)[2]+[4]
ILLRN:c.215-516(86)[2]+[5]
ILLRN:c.215-516(86)[4]+[4]
ILLRN:c.215-516(86)[4]+[5]
ILLRN:c.215-516(86)[2]

)

ILLRN:c.215-516(86)[4]

ILLRN:c.215-516(86)[5]

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 seleccion en la
comparacion entre estos 2 grupos de estudio en particular. Los valores sombreados destacan los datos
especificos que fueron considerados en la seleccion. Los genotipos [2]+[3], [2]+[6], [3]+[3], [3]+[4], [3]1+[5],
[31+[6], [4]+][6], [5]+[5], [5]+[6] y [6]+[6], asi como los alelos [3] y[6], de la variacion IL1RN:c.215-516(86) no
fueron detectados en alguno de los sujetos de estudio. PAG: periodontitis agresiva 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: razon de momios. 1C95%: intervalo de confianza al
95% para la razon de momios. M-H: prueba de Mantel-Haenszel para la razon de momios. NA: no aplica.




Tabla 5c. Estadisticas de alelos y genotipos individuales de las 4 variaciones genéticas evaluadas,
comparando los grupos PAG (n=27) y PCG (n=58).

PAG vs. PCG
Dmax SNS ESP EXC IFP IFN VPP

M-W Fisher
(P=) (p=)

ILLA:C.[-949CC]
ILLA:C.[-949CT]
ILLA:C.[-949TT]
ILLA:C.[-949C]
IL1A:C.[-949T]
IL1B:c.[315CC]
IL1B:c.[315CT]
IL1B:c.[315TT]
IL1B:c.[315C]
IL1B:c.[315T]
IL1B:c.[-583TT]
IL1B:c.[-583TC]
IL1B:c.[-583CC]
IL1B:c.[-583T]
IL1B:c.[-583C]
ILIRN:c.215-516(86)[2]+[2]
ILIRN:c.215-516(86)[2]+[4]
ILLRN:c.215-516(86)[2]+[5]
ILLRN:c.215-516(86)[4]+[4]

)

)

)

ILIRN:c.215-516(86)[4]+[5]

IL1RN:c.215-516(86)[2]

IL1RN:c.215-516(86)[4]

IL1RN:c.215-516(86)[5]

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 seleccion en la
comparacion entre estos 2 grupos de estudio en particular. Los valores sombreados destacan los datos
especificos que fueron considerados en la seleccion. Los genotipos [2]+[3], [2]+[6], [3]+[3], [3]+[4], [3]+[5],
[31+[6], [4]+][6], [5]+[5], [5]+[6] y [6]+[6], asi como los alelos [3] y[6], de la variacion IL1RN:c.215-516(86) no
fueron detectados en alguno de los sujetos de estudio. PAG: periodontitis agresiva generalizada. PCG:
periodontitis cronica generalizada. Dmax: diferencia en el porcentaje de portadores entre el grupo experimental
(PCG) vy 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: razon 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.




Tabla 5d. Estadisticas de alelos y genotipos individuales de las 4 variaciones genéticas evaluadas,
comparando los grupos EP (n=85) y SP (n=42).

EPvs. SP
M-W Fisher
Dmax SNS ESP EXC IFP IFN VPP =) (0=)
IL1A:c.[-949CC]
IL1A:c.[-949CT]
IL1A:c.[-949TT]
IL1A:c.[-949C]
IL1A:c.[-949T]
IL1B:c.[315CC]
IL1B:c.[315CT]
IL1B:c.[315TT]
IL1B:c.[315C]
IL1B:c.[315T]
IL1B:c.[-583TT]
IL1B:c.[-583TC]
IL1B:c.[-583CC]
IL1B:c.[-583T]
IL1B:c.[-583C]
IL1RN:c.215-516(86)[2]+[2]
IL1RN:c.215-516(86)[2]+[4]
IL1RN:c.215-516(86)[2]+[5]
IL1RN:c.215-516(86)[4]+[4]
IL1RN:c.215-516(86)[4]+[5]
IL1RN:c.215-516(86)[2] . . . . . . . . . 2.90 0.41
)

ILIRN:c.215-516(86)[4] . . . . . . . . . 1.47 0.21

ILLRN:c.215-516(86)[5] .02 0.02 1.00 0.34 0.00 0.98 1.00 0.33 0. NA NA

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 seleccion en la
comparacion entre estos 2 grupos de estudio en particular. Los valores sombreados destacan los datos
especificos que fueron considerados en la seleccion. Los genotipos [2]+[3], [2]+][6], [3]+[3], [3]+[4], [3]+[5],
[3]+[6], [4]+[6], [51+[5]. [5]+[6€] v [6]+[6], asi como los alelos [3] y[6], de la variacion IL1RN:c.215-516(86) no
fueron detectados en alguno de los sujetos de estudio. EP: enfermedad periodontal (incluye a los sujetos de los
grupos PCG y PAG). 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 razon de momios. M-H: prueba de Mantel-Haenszel para la razén
de momios. NA: no aplica.
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Figura 1. Esquema de la secuencia de pasos seguidos para la realizacion de los andlisis de datos. PCG: periodontitis crénica generalizada. PAG: periodontitis
agresiva generalizada. EP: enfermedad periodontal (incluye a los grupos PCG y PAG). SP: salud periodontal. Dmax: diferencia en el % de portadores entre los
grupos 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: razon de momios. IC95%: intervalo de confianza al 95% para la raz6n de momios. ale y/o gen indiv.:

alelos y/o0 genotipos individuales. % (i=1) exp: % de portadores en el grupo experimental. % (i=1) con: % de portadores en el grupo control. 21 comparaciones:
en una o mas de las 4 comparaciones entre grupos.
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IL1A:Cc.-949C>T

[CT] (TT]

Genotipo

Genotipo

[CT]

i= % iz % i= i= %

35(60.3) 21 (36.2) 2(3.4) | 91(78.4) 25 (21.6)|0.36 0.29
22 (815) 4 (148) 1(37) | 48(88.9) 6 (11.1)|0.15 1.69
57 (67.1) 25 (29.4) 3 (3.5) | 139 (81.8) 31 (18.2) |0.29 0.02
25 (59.5) 15 (35.7) 2 (4.8) | 65(77.4) 19 (22.6) |0.36 0.02

Distribucién
Htr H-W x?

Figura 2a. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas de la variacion IL1A:c.-949C>T en
sujetos mexicanos (n=127) 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. i=: nUmero de portadores.
%=: porcentaje de portadores. Htr: heterocigocidad. H-W x2: chi-cuadrada bajo el principio de Hardy-

Weinberg.




IL1B:c.315C>T

(o]
(@]

(o]
(@]

SN
o

=
S
(%]
[
S
(@)
e}
©
d
S
(@)
[a

N
o

[CC] [CT]

Genotipo

Genotipo Distribucién

[CT] Htr H-W x?

i= % iz % i= i= %

46 (79.3) 10 (17.2) 2 (3.4) | 102 (87.9) 14 (12.1)|0.17 2.04
20 (74.1) 6 (222) 1(37) | 46(852) 8 (14.8)|0.22 0.39
66 (77.6) 16 (18.8) 3 (3.5) | 148 (87.1) 22 (12.9)|0.19 2.30
25 (59.5) 14 (33.3) 3 (7.1) | 64 (76.2) 20 (23.8)|0.33 0.28

Figura 2b. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas de la variacion IL1B:c.315C>T en
sujetos mexicanos (n=127) 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. i=: nUmero de portadores.

%=: porcentaje de portadores. Htr: heterocigocidad. H-W x2: chi-cuadrada bajo el principio de Hardy-
Weinberg.
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30 (35.3) 52 (61.2) 3 (3.5) | 112 (65.9) 58 (34.1) | 0.61
10 (23.8) 31 (73.8) 1 (2.4) | 51 (60.7) 33(39.3)|0.74

Distribucioén
Htr H-W x?

Figura 2c. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas de la variacion IL1B:c.-583T>C en
sujetos mexicanos (n=127) con diferente condicién periodontal. PCG: periodontitis crénica
generalizada. Los valor sombreados en rojo, corresponden a resultados de H-W x2 que estan fuera de
equilibrio de acuerdo con la distribucion de Hardy-Weinberg. PAG: periodontitis agresiva generalizada.
EP: enfermedad periodontal (incluye grupos PCG y PAG). SP: salud periodontal. n=: niimero total de

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




ILIRN:c.215-516ATCCTGGGGAAAGTGAGGGAAATATGGACATCACATGG
AACAACATCCAGGAGACTCAGGCCTCTAGGAGTAACTGGGTAGTGTGC(2_6)
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eIl i= % i= % i= % i= % i= % |i= % i= % i= %
Soel Gl 10 (17.2) 21(36.2) 1 (1.7) 25(43.1) 1 (1.7)|42(36.2) 72 (62.1) 2 (1.7)/0.40 221
SN Rl 6 (22.2) 14 (51.9) 1(3.7) 6(22.2) 0(0.0)|27 (50.0) 26 (48.1) 1(1.9)/0.56 1.15
=2 16 (18.8) 35 (41.2) 2 (2.4) 31(36.5) 1 (1.2)|69 (40.6) 98 (57.6) 3 (1.8)|0.45 1.94
Sg PR 5(11.9) 18 (42.9) 0 (0.0) 19 (45.2) 0 (0.0) | 28 (33.3) 56 (66.7) 0 (0.0)|0.43 0.05

Figura 2d. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas de la variacion IL1RN:c.215-
516ATCCTGGGGAAAGTGAGGGAAATATGGACATCACATGGAACAACATCCAGGAGACTCAGGCCTCTAGGAG
TAACTGGGTAGTGTGC(2_6) (IL1RN:c.215-516(86)[2_6]) en sujetos mexicanos (n=125) con diferente
condicién periodontal. Los genotipos [2]+[3], [2]+[6], [3]+[3]1, [3]+[4], [3]1+[5], [3]+[6]. [4]1+[6], [5]+[5].
[5]+[6]y [6]+[6]. asi como los alelos [3] y[6], no fueron detectados en alguno de los sujetos de estudio.
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.
i=: nimero de portadores. %=: porcentaje de portadores. Htr: heterocigocidad. H-W x2: chi-cuadrada
bajo el principio de Hardy-Weinberg.
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Figura 3. Gréficas de mosaico que ilustran las diferencias en la proporcion de portadores de los diferentes genotipos en cada grupo de estudio para las
variaciones genéticas evaluadas (a. IL1A:c.-949C>T, b. IL1B:¢c.315C>T, c. IL1B:c.-583T>C, d. IL1RN:c.215-516(86)[2_6]). Para las variaciones presentadas en a.,
b., y c. los segmentos azules corresponden a los portadores homocigotos para el alelo “ancestral”, los rojos a los heterocigotos y los verdes a los homocigotos
para los alelos variantes. En el caso de la variacion que se presenta en d., los segmentos azul y morado representan a los portadores homocigotos y el resto de




los colores a portadores heterocigotos de los alelos que se describen en la figura. Los genotipos [2]+[3], [2]+[6], [3]*[3], [3]*[4], [3]+(5], [3]*+[6], [4]+[6],
[5]+[5], [5]+[6] y [6]+[6] e la variacién ILLRN:c.215-516(86)[2_6], no fueron detectados en alguno de los sujetos de estudio.
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Figura 4. Grafica de burbuja de los alelos y genotipos individuales de las 4 variaciones genéticas evaluadas (n=35) en el espacio de “exactitud (EXC) vs. indice
de falsos negativos (IFN)". EI tamafio de las burbujas representa la razon de momios (RM, probabilidad de riesgo de padecer la condicion 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 (20.5) e IFN (<0.5)
para explorar a capacidad diagndstica y predictiva de alelos y genotipos individuales en una o mas de las 4 comparaciones entre grupos. De los 35 alelos y
genotipos individuales evaluados, 23 fueron detectados en la poblacion de estudio, y (inicamente 7 (4 alelos y 3 genotipos) cumplieron con los puntos de corte
establecidos en el analisis exploratorio. PCG: periodontitis cronica generalizada. PAG: periodontitis agresiva generalizada. EP: enfermedad periodontal
(incluye PCG y PAG). SP: salud periodontal. RM: razén de momios.
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Figura 5. Diagrama de Venn que presenta el universo de los 7 alelos y genotipos individuales que cumplieron con los puntos de corte establecidos para el
analisis exploratorio de su capacidad diagnostica y predictiva. Ninguna de las variables individuales demostro ser relevante exclusivamente para alguna de las
comparaciones. Sin embargo, 3 alelos (interseccion azul-verde) mostraron relevancia, de acuerdo con los punto de corte, para las comparaciones PCG vs. SPy
EP vs. SP. Dos de las variables individuales (interseccion roja-morada), mostraron relevancia para las comparaciones PAG vs. SP'y PAG vs. PCG. Un genotipo
(interseccion roja-azul-verde) fue relevante en las comparaciones PCG vs. SP, PAG vs. SP'y EP vs. SP, y un genotipo més (interseccion roja-azul-verde-morada)
mostrd relevancia para marcar a los grupos experimentales en todas las comparaciones. PCG. periodontitis cronica generalizada. PAG: periodontitis agresiva
generalizacla. EP: enfermedad periodontal (incluye PCG y PAG). SP: salud periodontal.
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Total de combinaciones generadas

Combinaciones detectadas en la poblacién

Tipode No. de alelos y/o No. de Tipo de No. de alelos y/o No. de
combinacion ~ genotiposindividuales  combinaciones combinacion ~ genotipos individuales  combinaciones Alelosy genotipos No. de
individuales combinaciones
238
192
IL1B:c[315C] Il
IL1B:c 315T] 178
IL1B:¢.[5837] ol
IL1B:c.[583C] 0
IL1RNc215-516(86) 2 18
IL1RN:c.215-516(86) 4] 19
Total genotipicas Total genotipicas LIRN:c215-516(86)5) “
7 7 pall
(Laleloy 1 genotipo) “ (L aleloy 1 genotipo) b 1(7)3
y ) 204 ? . 163 IL1B::[315¢C] 0
(2alelosy 1 genotipo) (2alelosy 1 genotipo) LB 31T 15
3 16 i 21 LBz 315T] 115
(Laleloy 2 genotipos) (L aleloy 2 genotipos) 12 563TT] 19
4 | 153 4 | W0 IL1B:c.[-583TC] 215
(3alelosy 1 genotipo) (3alelosy 1 genotipo) IL1B:c.[-583CC] o
4 4 ILIRN:c.215-516(86)[2]4(2] il
(2alelosy 2 genatipos) 4 (2alelosy 2 genotipos) L IL1RN:c.215-516(86)[2]+{4] m
I 1 ILIRNc.215-516(86)[2J4[5] u
(Lalelo y 3 genotipos) il (Lalelo y 3 genatipos) iz LIRN:c215-516(86)T+{A 165
Total alélicas/genotipicas 1459 Total alélicas/genatipicas 905 LN 215 SL6B6 5] %
Total 1,904 Total 1147

Figura 6. Descripcion de las 1,904 variables combinadas (haplotipos) generadas en base a los 35 alelos y genotipos individuales de las 4 variaciones genéticas
evaluadas (izquierda). 1,147 haplotipos fueron detectados en por lo menos un sujeto de estudio. En el cuadro central y derecho se detalla la composicion
especifica de cada uno de los 1,147 haplotipos seleccionados, asi como el nimero de veces que cada una de las variables individuales fue incluida en los
diferentes haplotipos.
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Figura 7. Gréfica de burbuja de los haplotipos detectados en la poblacién de estudio (n=1,147) en el espacio de “exactitud (EXC) vs. % de portadores en el
grupo control (% i=1 control)". EI tamafio de las burbujas representa la diferencia entre el grupo experimental y control en cuanto al porcentaje de
portadores (Dmay). LS 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
aquellos haplotipos que presentaron EXC >0.65 y % i=1 control <0.3, de los cuales, 15 presentaron adicionalmente Drax >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 >05, y un indice de
falsos negativos en el grupo experimental <0.5. Dichos haplotipos fueron seleccionados para los anélisis posteriores, PCG: periodontitis cronica generalizada.
PAG: periodontitis agresiva generalizada. EP: enfermedad periodontal (incluye grupos PCG y PAG). SP: salud periodontal.



Combinaciones seleccionadas (n=15)

Comparaciones
relevantes

LA [949C]ALIBC [BI5CHLIBC [ SEITFLIRNC 215516(86))]  PAGs.PCG 3 2
IL1AC[-9490CHILIB:C 3150C) PAG V5. 5P 4 L
LB BL5OCHHLIRN 215 516(36)2] PAGYs 5P Tote allas 3
IL1A:e [ 949C]HLIBC[3I5CCIHLIRN:c.215-516(86)12) PAG s, P
IL1B:c [315CC)IL1B:c [ 83THLIRNC 215-516(86)2) PAG s, P L !
LA [S40C}LIB [3S0ALIBE [SBTHLIAN G215 51666)2]  PAG USSP Toegeotficas !
IL1A:c [ 949CC LIB:c [3L5CC]HLIB: [583T] PAG s, Py EP s, P )
ILLAce [ S49CTHLIBC [S83THHLIRN c.215-516(86)2] PAG s, SPy PAG vs. PCG RT—
IL1B:c[315C]HIL1B:c -583T]#IL1RN:c.215-516(86)[2 PAG s SPy PAG v, PCG ]
ILLAe [ 949CCHLIRNC215-5161(86)12) PAG s SPy PAG v, PCG (alelosy L et
IL1Ac [ 949CCTHILIB:C [315C]HL1RN:c.215-516(86)[2] PAG s 5Py PAG v, PCG 3
ILLAce [ 949CC]HIL1B:C [ 583T]HL1RN:c.215-516(86)[2 PAG s SPy PAG v, PCG (1akloy 2 genciioy
IL1A:c [ 949CC HLIB:c [3L5CC]HLIRN c.215-516(86)[2] PAG s SPy PAG v, PCG s
IL1A:c.[-949CCTHLLB:c.[315C]HL1B:c.[-583TTHLIRN:c.215-516(86)[2] PAG vs. SPy PAG vs. PCG (3alelosy 1 genotipo)
ILLAe [949CCHLIBC[315CCLIBC [ SO3TILIRNC 215516(86)2]  PAGvs. 5Py PAG 5. PCG 4

(2alelosy 2 genotipos)

Total alglicas/genotipicas 1

Total 15

PLGIS.SP
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PAGYS. 5P
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f=t
PAGYs.PCG

foro S

10

Tipo de No. de alelos y/o No. de
combinacion  genotiposindividuales  combinaciones

Alelos y genatipos No. de
individuales combinaciones

Figura 8. Descripcion de los 15 haplotipos que mostraron diferencias significativas entre los grupos control y experimental. En el recuadro superior izquierdo
se proporciona un listado de los haplotipos asi como las comparaciones entre grupos para las cuales mostraron relevancia. En el diagrama de Venn, se ilustra la
distribucion de los 15 haplotipos de acuerdo con su relevancia en cada una de las comparaciones entre grupos. En el recuadro superior derecho se resume la
composicion de cada haplotipo, asi como el nimero de alelos /o genotipos individuales incluidos en cada uno. Adicionalmente, el nimero de ocasiones en las
que cada uno de los alelos y genotipos individuales fueron incluidos en alguno de los 15 haplotipos se describe en el recuadro inferior derecho.



No. alelos /o
genotiposindiv.
ILLA [-949CTHLIB:c [315CCTHLIRN:c.215-516(86)[2] 3
ILLA [-949C]HLLB:c.[-983TJHIL1RN:c.215-516(86) 2] 3
ILLA [-949C]HLLB:c [315CCTHLIB:c.[-583T]HLIRN:c.215-516(86) 2 4
ILLA [-949CTHLIB:c [315CHLLB:. [ SBTIHLIRN:C. 2155 16(86)[2] 4
IL1B:c [315C[HLLB.[-S83T]HLIRN:e.215-516186) 2] 3
ILLA [-9490C}L1B:c [3L5CTHLIRN:c.215-516(86)[2] 3
IL1A [-9490C}IL1B:c [315CTHLIB:c.[-583T]ALLRN:c.215-516(86) 2] 4
IL1Ac [ 49CCTHLIRN:c.215:516(86)[2 2
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L [ SUSECLLBe RISCCRL RN 2155160862

L [ UL IB [SISCCL B SESTHLIRNE 2155166 ]
LB BCCHLIRNE 20551685

LB BICCHLB [S83TALIRN: 0551638 ]

> >= >< > > >= >< ><

Combinaciongs n=5) g:?o?pem (LA [49C) LB [315C] IL0Aw[490C] IL0Be[3150C] MLBe[S63T) ILORNC.215516(66)2) electionada
LA U9C}HLLB 315CCT LB SB3THHLIRN:c 15-5L6(86) ] ! [ X X X X X
LA U013 15CIHL LB SB3T]LIRN e 215:51686)1 ! X X X X X
L UOCCJHLBc (LB SRTTLLRN ¢ 215516(86) ! ! X X X X X
LA AOCCPHLLBc [B6CCHHL B SB3THHLIRN e 21551686)2) ! 3 I I I X X
LB [3L50C] LB [ B3T]ALIRN . 2155L6(86) 3 ! X X X
T 2 ! ! 3 b b !

Figura 9. Descripcion de los pasos sequidos para seleccionar haplotipos en base a discriminaciones secuenciales de redundancias. En primera
instancia se realizd una discriminacion intra-grupal, sequida por una inter-grupal de las redundancias. En todos los casos se conservaron
(nicamente los haplotipos con combinaciones (inicas de mayor tamafio. En total fueron seleccionados 4 haplotipos, todos ellos conformados por
combinaciones de 4 alelos o genotipos individuales. Tres de los haplotipos seleccionados fueron de tipo alélico/genotipico y uno de tipo alélico.
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Combinaciones seleccionadas (n=4) Comparaciones relevantes

IL1AC[-Q49CHLIB CB15C]HLIBC[S8TLIRNC 21551606)2) PGS, PCG
IL1AC[-949C]LIB C [B15CC]H LB [S3THILIRN C215516(86) 7]  PAGs. P
IL1AC[-9490C LI [3I5CHHILIBC [S83TJHILIRN.C.215516(86)(2]  PAGS. SP & PAG s, PCG
IL1AC[-9490C]ILIB:C [3I5CCTHLIB e [SB3THLIRNC.215-516(86)[2]  PAGS. SP & PAG s, PCG

Tipo de No. de alelos y/o No. de
combinacion ~ genotiposindividuales  combinaciones

Alelos y genotipos No. de
individuales combinaciones

4
Total alélicas 1 IL1AC.[-949C]
IL1B:c.[315C]
4 ) IL1B:c.[-583T]
(3alelosy 1 genotipo) IL1RN:c.215-516(86)[2]
4 1
(2alelosy 2 genotipos) ILLAC.[-949CC]
Total alélicas/genotipicas 3 IL1B:c.[315CC]
Total 4

Figura 10. Descripcion de los 4 haplotipos seleccionados. En el recuadro superior se proporciona un listado de los haplotipos asi como las
comparaciones entre grupos para las cuales mostraron relevancia. En el recuadro inferior izquierdo se resume la composicion de cada haplotipo, asi
como el nimero de alelos y/o genotipos individuales incluidos en cada uno. Adicionalmente, el nimero de ocasiones en las que cada uno de los alelos y
genotipos individuales fueron incluidos en alguno de los 4 haplotipos s describe en el recuadro inferior de la derecha
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|L1B:c.[-583T]+ IL1B:c.[-583T]+ IL1B:c.[-583T]+ IL1B:c.[-583T]+
L1RN:c.215-516(86)[2] ~ ILIRN:c.215-516(86)[2]  ILIRN:c.215-516(86)[2]  ILIRN:c.215-516(86)[2]

Haplotipo 1 Haplotipo 2 Haplotipo 3 Haplotipo 4

Figura 11. Distribucion de las frecuencias de los 4 haplotipos seleccionados que mostraron capacidad para marcar especificamente al grupo PAG, y
separarlo de los grupos SP y PCG. PCG: periodontitis cronica generalizada. PAG: periodontitis agresiva generalizada. EP: enfermedad periodontal
(incluye grupos PCG y PAG). SP: salud periodontal.
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Figura 12a. Grafica que muestra la Separacion que se produce entre los grupos de estudio PCG y SP con cada uno de los 4 haplotipos seleccionados. Puede
observarse que la separacion entre 10s grupos es pobre y no significativa para cualquiera de los haplotipos. EI recuadro del lado derecho Sintetiza las
estadisticas de evaluacion relativas a cada uno de los 4 haplotipos en cuanto a su habilidad para marcar especificamente a los grupos de estudio. PCG:
periodontitis crnica generalizada. SP: salud periodontal. Exp n=: nimero de sujetos incluidos en el grupo experimental. Exp i=: ndmero de portadores en el
grupo experimental. Exp %-=: porcentaje de portadores en el grupo experimental. Con n=: nimero de sujetos incluidos en el grupo control. Con i=: ndmero
de portadores en el grupo control. Con %=: porcentaje de portadores en el grupo control. Day: 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. M-W: prueba U de Mann-Whitney. Fisher: prueba exacta de Fisher. RR: riesgo relativo. RM: razon de
momios. IC95%: intervalo de confianza para la razén de momios. M-H: prueba de Mantel-Haenszel
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Figura 12h. Grafica que muestra la separacion que se produce entre los grupos de estudio PAG y SP con cada uno de los 4 haplotipos seleccionados. Puede
observarse que la separacion entre los grupos es buena y altamente significativa para cualquiera de los haplotipos. El recuadro del lado derecho sintetiza las
estadisticas de evaluacion relativas a cada uno de los 4 haplotipos en cuanto a su habilidad para marcar especificamente a los grupos de estudio. El recuadro
punteado sefala al haplotipo que demostr6 la mejor habilidad para marcar al grupo experimental. PCG. periodontitis cronica generalizada. SP: salud
periodontal. Exp n=; nimero de sujetos incluidos en el grupo experimental. Exp i=: nimero de portadores en el grupo experimental. Exp %=: porcentaje de
portadores en el grupo experimental. Con n=: nimero de sujetos incluidos en el grupo control. Con i=: nimero de portadores en el grupo control. Con %=
porcentaje de portadores en el grupo control. Dma: 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. M-
Wi prueba U de Mann-Whitney. Fisher: prueba exacta de Fisher. RR: riesgo relativo. RM: razén de momios. 1C95%: intervalo de confianza para la razon de
momios. M-H: prueba de Mantel-Haenszel.
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Figura 12c. Grafica que muestra la separacion que se produce entre los grupos de estudio PAG y PCG con cada uno de los 4 haplotipos seleccionados. Puede
observarse que la separacion entre los grupos es buena y significativa para cualquiera de los haplotipos. EI recuadro del lado derecho Sintetiza las estadisticas
de evaluacion relativas a caa uno de los 4 haplotipos en cuanto a su habilidad para marcar especificamente a los grupos de estudio. El recuadro punteado
sefiala al haplotipo que demostrd la mejor habilidad para marcar al grupo experimental. PCG: periodontitis cronica generalizada. SP: salud periodontal. Exp
n=: numero de sujetos incluidos en el grupo experimental. Exp i=: nimero de portadores en el grupo experimental. Exp %-=: porcentaje de portadores en el
grupo experimental. Con n=: nimero de sujetos incluidos en el grupo control. Con i=: nimero de portadores en el grupo control. Con %=: porcentaje de
portadores en el grupo control. Dma: 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. M-W: prueba U
de Mann-Whitney. Fisher: prueba exacta de Fisher, RR: riesqo relativo. RM: razén de momios. 1C95%: intervalo de confianza para la razon de momios. M-H:
prueba de Mantel-Haenszel.
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Figura 12d. Gréfica que muestra la separacion que se produce entre los grupos de estudio EP y SPcon cada uno de los 4 haplotipos seleccionados. Puede
observarse que la separacion entre 10s grupos es pobre y no significativa para cualquiera de los haplotipos. EI recuadro del lado derecho Sintetiza las
estadisticas de evaluacion relativas a cada uno de los 4 haplotipos en cuanto a su habilidad para marcar especificamente a los grupos de estudio. PCG:
periodontitis cronica generalizada. SP: salud periodontal. Exp n=: nimero de sujetos incluidos en el grupo experimental. Exp i=: ndmero de portadores en el
grupo experimental. Exp %-=: porcentaje de portadores en el grupo experimental. Con n=: nimero de sujetos incluidos en el grupo control. Con i=: ndmero
de portadores en el grupo control. Con %=: porcentaje de portadores en el grupo control. Dyay: 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. M-W: prueba U de Mann-Whitney. Fisher: prueba exacta de Fisher. RR: riesgo relativo. RM: razon de
momios. IC95%: intervalo de confianza para la razén de momios. M-H: prueba de Mantel-Haenszel



Combinacionescon ~ PCGvs. SP PAGvs. P PAGvs. PCG  EPvs. P
genotipoPST (n=218)  Rango Rango Rango Rango

Exp % 0 - 15.5% 0-148%  0-148%  0-153%
Con% 0-214% 0-214%  0-155%  0-214%
D ey 94% - 17% -10.3% - 53% -2.7% - 6.2% -9.7% - 2.4%
NS 0- 0155 0-0148 0-0148  0-0153
ESP 0.786 - 1 0786-1  0845-1 0786 -1
0390 - 0440 0522 - 0623 0.624 - 0.694 0.307 - 0378
0-0214 0-0214  0-0155  0-0214
0845 -1 0852-1  082-1  0847-1
0-1 0-1 0-1 0-1
0393 - 0424 0579 - 0.623 0.676 - 0.697 0.306 - 0.336
0- 1448 0-3111  0-429%  0-1976
0 - 1464 0-3280  0-45%0  0-20%

No. combinaciones con:

M-W (p<0.05) 1 0 0 9
Fisher (p <0.05) 0 0 0 0
M-H (p <0.05) 0 0 0 0

Figura 13. El cuadro muestra las estadisticas de todas las combinaciones (n=218) que presentaron el genotipo PST™ en cada una de las 4 comparaciones
entre 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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PCGvs. SP Exp% Con% Dpg SNS ESP EXC IFP IRN VPP VPN M-W(p=)

LA [ S49CTIHILIB:C [5CT]ILLB:c [ 583TT] 0 48% 48% 0 09520400 0048 1 0 0408 009%
LA [ 49CTHILIB:C [3ITTIHILLRN:c.215-516(86)[ 4} 4] 0 4% 48% 0 09520400 0048 1 0 0408 0095
LA [-949T]HILLB:C [3I5TT]#ILIRN:c.215-516(86)414] 0 4% 48% 0 09520400 0048 1 0 0408 0005
LA [ 49CTHLIB:C [3I5THILIB:[583TT] 0 T0% 70% 0 099030 0070 1 0 0402 0040
LA [ 949T]#ILLB:c [315TT]HLIB:c.[583THHLIRN c.215-516(86)[4} 4] 0 4% 48% 0 09520400 0048 1 0 0408 009%
LA - 949CTIHILIB:C [LSTHLLB: [ S83TT]HILLRN 0. 215-516(86)[2] 0 4% 48% 0 09520400 0048 1 0 0408 009%
LA - 949CTIHILIB:c [L5THLLB: [ S83TT]HILLRN . 215-516(86)4] 0 4% 48% 0 09520400 0048 1 0 0408 009%
LA [ 949CTIHILIB:c [315CT]IL1B:c [ S83TTJHLIRN:c.215-516(86)[2] 0 4% 48% 0 09520400 0048 1 0 0408 0005
I e MR R R S TR N 0 %% 48% 0 0952 0400 0048 1 0 0408 0095
EP s, SP Expth Conth D SNS ESP EXC PP N VPP VAN MAW(pe)
1A [ 941CTJHLIB:C [3L5CT]HLIB:c[-583TT] 0 4% 4% 0 0952035008 L 0 030 0043
ILLAcc [ 941CT]L1B:c [315TT]HILIRNc 215-516(86)[41+4] 0 4% 4% 0 0952035008 L 0 030 0043
LA [ 41T HIL1B:C [3I5TT]HILIRN ¢ 215-516(86)[41+4] 0 4% 4% 0 0952035008 L 0 030 0043
IL1B:c [315TJHILIAC [94LCTHLLB:C [ 583TT] 0 0% 7% 0 099 0307 0070 L 0 035 0013
TR R PR IR SR 0 48% -48% 0 0852 0350048 1 0 030 008
L1B:c 3L5THLIRN c.215-516(86)[2)+ILLAvc [ 41CT] 1L 1B:c [583TT] 0 4% 4% 0 0952035008 L 0 030 0043
L1B:c 3L5THLIRN:c.215-516(86)[ 4} ILLAc [ 41CT 1L 1B:c [583TT] 0 4% 4% 0 0952035008 L 0 030 0043
IL1RN:0.215-516(86)[2JILLAC [ S41CTHLIB G [315CT]HLIB:c [583TT] 0 4% 4% 0 0952035008 1 0 030 0043
R e SR oy N S RGO N A 0 48% -48% 0 0852 03150048 1 0 030 0043

Figura 14. Resumen de las estadisticas de evaluacion de 9 haplotipos que incluyen al genotipo PST™ para las comparaciones entre grupos PCG vs. SPy EP s,
SP. Los valores sombreados representan diferencias estadisticamente significativas entre grupos de estudio. PCG: periodontitis cronica generalizada. EP:
enfermedad periodontal 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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Figura 15. Distribucion de las frecuencias de 9 haplotipos que presentaron el genotipo PST “puro”; es decir, aquellos en los que no se consideraron
alelos /0 genotipos de otras variaciones genéticas en cada uno de los grupos de estudio. PCG: periodontitis cronica generalizada. PAG: periodontitis
agresiva generalizada. EP: enfermedad periodontal (incluye grupos PCG y PAG). SP: salud periodontal.



Combinaciones PCGvs. P PAGvs. P PAGws. PCG  EPvs. SP
genotipo PST (n=9) Rango Rango Rango Rango

e e—— 0-155%  0-148% 0-148% 0-153%
R (L 0-21%  0-2L4  0-155% 0.2
Do T6%-1T% A0 -3 27 - 206 85k - 24%
IS ET SIRER R I 1550 148% 1534 21.4% g0k 0L 0-0M D0
T RTARERT 0 B 139% 148% 14.1% 16.7% i bl 000
- - 0-040  0-063  0-0682  0-030
TR Rl 17% 0 12% 48% Lud L 0. 0.0
TR KT TR O 13.8% 11.0% 12.9% 21.4% om0 - 0. 0
TR KRN o B 12.0% 11.0% 118 16.7% - - Lo 0
TR IS 1% 0 1% 48% o 0B 0.0 0.0
R L7% 37 24% 0 oms om0 0087
Ryl 17% 37 2% 0 L 0 0. 0.0
LA [940mTL1Be 315TT] [ R -
No. combinaciones con:
MW (p<0.05) 0 0 0 0
Fisher (p<0.05) 0 0 0 0
MEH (p<0.05) 0 0 0 0

Figura 16. Estadisticas realizadas para la evaluacion de haplotipos con el genotipo PST™ “puro”. En el recuadro del lado izquierdo se presentan los
porcentajes de portadores de cada haplotipo en los diferentes grupos de estudio. El recuadro del lado derecho presenta el resumen de los rangos de los
diferentes indicadores estadisticos para cada comparacion entre grupos de estudio. PCG: periodontitis cronica generalizada. PAG: periodontitis agresiva
generalizada. EP: enfermedad periodontal (incluye grupos PCG y PAG). SP: salud periodontal. SNS: sensibilidad. ESP: especificidad. EXC: exactitud. IFP;
indice de falsos positivos. IFN: indice e falsos negativos. VPP: valor predictivo positivo. VPN: valor predictivo negativo.
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IX. 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 Méarquez C
Dra. Jazmin Yunuen Moreno Borjas
Dra. Dolores Carrasco Ortiz

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

TELEFONO: 5622-5565 (horas y dias habiles)

TITULO DEL PROYECTO: Efectos inmunoldgicos y clinicos de variaciones genéticas genéticos

relacionados con las enfermedades periodontales en México (DGAPA # IN213006-3).

INVITACION A PARTICIPAR: Usted esta invitado a participar en un estudio de investigacion
que analiza las bacterias de la boca asi como las caracteristicas genéticas y del sistema de defensa

de las personas que padecen enfermedades de las encias.

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

del sistema de defensa entre personas con y sin enfermedades de las encias.

PROCEDIMIENTOS: Usted debe entender que para participar en el estudio debe haber
nacido en la Republica Mexicana, no debe padecer ninguna enfermedad sistémica a excepcion de
diabetes, debe tener por lo menos 20 dientes naturales en la boca, no puede haber recibido

ningun tipo de tratamiento periodontal en el pasado, no puede haber recibido una limpieza dental

108



profesional en el Ultimo mes y no puede haber tomado ningun tipo de antibiético en los ultimos 3

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

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

mas de los siguientes procedimientos:

e La realizacion de una evaluacién periodontal completa, la cual consistira 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. Ademas de
lo anterior, se le realizara una evaluacion general de la salud de sus encias para saber si
sangran, si estan inflamadas, si estan enrojecidas, etc.

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

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

e Latoma 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 diagnostico clinico acreditados.
Dicho procedimiento consiste en colocar una liga gruesa ligeramente apretada alrededor de

su brazo para facilitar la visualizacion de sus venas. Posteriormente, se introduce una aguja




a una vena de alguno de sus brazos y se deposita la sangre en uno o dos tubos de vidrio
conforme sale de la vena. La liga y aguja seran retiradas y el sitio de puncién sera cubierto
con un curita una vez que el clinico determine que ha dejado de sangrar. Este
procedimiento puede causarle dolor o molestias principalmente en el sitio de la puncién.

e La toma de 1 muestra de células epiteliales de la mucosa bucal, lo cual se realizard
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 sera colocada sobre una tarjeta de papel especial.

Usted debe entender que todos los procedimientos seréan realizados en una sola visita que
tendra 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 participacion en este
estudio son minimos. La evaluacion 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 puncion.

Debe entender que todos los procedimientos seran realizados por profesionales calificados

y con experiencia, utilizando procedimientos de seguridad aceptados para la préctica clinica. Todo
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el personal que le atenderd utilizara guantes desechables, bata y cubrebocas para su propia
proteccién y la de usted. Todos los materiales e instrumental que serén utilizados seran

desechables y/o estaran esterilizados para su proteccion.

BENEFICIOS: Usted debe entender que su participacion no le proporcionara ningun
beneficio inmediato ni directo. Sin embargo, gracias a su participacion, se obtendra informacion
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 poblacion.

COMPENSACIONES: Usted debe entender que no existe ninguna compensacion monetaria

por su participacion pero que tampoco incurrira en ningun gasto adicional.

CONFIDENCIALIDAD: Usted debe entender que toda la informacion que sea obtenida tanto
en sus historiales clinicos como en el andlisis de sus muestras sera mantenida en estricta
confidencialidad. Asi mismo, si cualquier publicacion resultara de esta investigacion, no se le

identificara jaméas por nombre.

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

creyeran conveniente.
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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 investigacion o sobre sus derechos como sujeto de estudio, puede contactar a
cualquiera de los responsables llamando al nimero de teléfono que se encuentra en la parte

superior de la primera pagina de esta forma.

ACUERDO: Al firmar en los espacios provistos a continuacion usted constata que ha leido y
entendido esta forma de consentimiento y que esta de acuerdo con su participacion en este

estudio. Al terminar la visita recibird 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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