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RESUMEN

La periodontitis (EP) es una condicién multifactorial ocasionada por
agentes microbianos y un proceso inflamatorio crénico provocado
por la respuesta inmunitaria del huésped, que progresa hasta ocasio-
nar la pérdida de tejidos de soporte del diente. En los ultimos afios,
el factor genético ha sido postulado como un aspecto fundamental
que puede contribuir al desarrollo de la periodontitis. En el presente
estudio se determiné la contribucién de ciertos genes con el fin de
identificar biomarcadores de riesgo que puedan ser empleados en
el diagndstico molecular de esta patologia. Los genes estudiados
fueron adiponectina (ADIPOQ) y T-caderina (CDH13), relacionados
con la inflamacién y el gen del receptor activador del proliferador de
peroxisomas gama (PPARG), vinculado al metabolismo 6seo. Para
ello, se estudiaron las diferencias de frecuencias (alélicas y geno-
tipicas) de tres polimorfismos tipo SNP en 31 individuos mestizos
mexicanos no relacionados genéticamente: 14 casos con periodon-
titis y 17 controles periodontalmente sanos. El material genético se
obtuvo a partir de células epiteliales de saliva y la genotipificacién se
realiz mediante PCR cuantitativa empleando sondas TagMan®. Los
resultados sugieren que el alelo A del gen CDH13 podria contribuir
al riesgo de periodontitis (OR = 2.15, o, IC = 1.05-4.43, p < 0.02).
Este hallazgo fue soportado por las frecuencias genotipicas, que
mostraron una mayor frecuencia del genotipo AA en los casos (80%)
que en los controles (50%). Por lo que se refiere a ADIPOQ, éste
mostré mayor proporcion del genotipo de riesgo reportado en otras
poblaciones (TT), que se present en el 7% de los casos y estuvo
ausente en los controles. Finalmente, PPARG no dejé ver disimilitu-
des entre los grupos estudiados. A pesar de que las diferencias no
fueron estadisticamente significativas, nuestros resultados revelan
tendencias interesantes que posiblemente hagan mas evidentes
estas distinciones al aumentar el tamano de la muestra.
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ABSTRACT

Periodontal disease (PD) is a complex condition caused by bacte-
rial infection and increased host immune response, deeply involved
in the loss of tooth supporting tissue. It is important to note that
genetics has been considered an important factor in the etiology of
periodontal disease. In the present study, we determined the contri-
bution of certain genes to identify genetic risk markers for its future
use in molecular PD diagnosis. The studied genes were adiponectin
(ADIPOQ) and T-cadherin (CDH13), related to inflammation, and
the gene that codes for peroxisome proliferator-activated receptor
gamma (PPARG), related to bone metabolism. In order to find
genetic risk markers, we analyzed allele and genotype frequency
differences in three SNP polymorphisms in 31 genetically unrelated
Mexican mestizos: 14 periodontitis cases and 17 periodontal healthy
controls. DNA was isolated from oral epithelial cells and polymor-
phisms were analyzed by TagMan® SNP genotyping assays. Our
results suggest that A allele on CDH13 gene may confer risk to PD
development (OR =2.15, ., Cl = 1.05-4.43, p < 0.02). In agreement
with this finding, the homozygous genotype for this allele (AA) was
more frequent among cases (80%) than controls (50%). Regarding
ADIPOQ, it showed a higher proportion of risk genotypes reported
in other populations (TT), where this genotype was more frequent
in cases (7%) than in controls (absent). Finally, PPARG did not
show any difference between both studied groups. Although the
differences found in this study were not statistically significant, our
results reveal interesting trends that may become evident with a
higher sample size.

Key words: Periodontal disease, population genetics, polymor-
phisms, ADIPOQ, PPARG, CDH13, Mexican mestizo.

INTRODUCCION

La periodontitis es una afeccién inflamatoria multi-
factorial y genéticamente heterogénea caracterizada
por la pérdida de insercién y de tejido éseo.! Esta
patologia surge de la acumulacién y organizacién de
bacterias que inducen una respuesta inmune en el
huésped, piedra angular en la progresion y severidad
de esta enfermedad.? A medida que esta condicién
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progresa, se promueve un estado de inflamacién
cronica que afecta el aparato de insercién del diente,
ocasionando la pérdida de los tejidos de soporte.?

De acuerdo con los reportes de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), la periodontitis se
presenta en el 11% de la poblacién mundial. Sin
embargo, se ha reportado una variabilidad entre
regiones geograficas, en donde las poblaciones lati-
noamericanas presentan tasas de prevalencia altas.*
En México, las cifras son aun inconsistentes, pero
se ha llegado a estimar que entre el 30 y 50% de la
poblacién padece algtin grado de periodontitis.*? Es-
tos datos epidemiolégicos impactan econémicamente
al sistema de salud publica de nuestro pais debido
a que la periodontitis se presenta en comorbilidad
con enfermedades no transmisibles, como las enfer-
medades cardiovasculares y diabetes, en las que el
proceso inflamatorio tiene un papel fundamental.6-®
Aunado a este hecho, los elevados costos del trata-
miento periodontal y la pérdida de dias laborales
secundarios al tratamiento también impactan la
economia del pais.910

Anteriormente, la periodontitis se relacionaba
principalmente con la presencia de placa dental
bacteriana, la que si bien es un punto critico que
coadyuva a su desarrollo, por si sola es incapaz de
contribuir al establecimiento y pérdida del soporte
6seo.1 Consecuentemente, en los tltimos afios, la
periodontitis ha sido considerada de origen multi-
factorial, en donde la interaccion entre los agentes
bacterianos y los mecanismos inmunolégicos del
huésped tienen un papel fundamental que actta
en conjunto con factores ambientales y en donde
todos ellos contribuyen a su desarrollo.'>!? De tal
forma, los estudios para estimar la heredabilidad
(h) realizados en gemelos mono- y dicigéticos han
revelado que la herencia tiene un papel fundamental
en el desarrollo de la periodontitis, estimando para
esta condicién una heredabilidad superior al 50%.14
Si bien los datos epidemiolégicos relacionados con
la periodontitis son escasos en nuestro pais, los
estudios relacionados con la busqueda de biomar-
cadores que contribuyan al diagnoéstico molecular
de esta patologia son ausentes. No obstante, el alto
componente genético de esta condicién incita a la
realizaciéon de estudios de asociacion genética (EAG).
Este tipo de trabajos tienen como objetivo la bus-
queda de variantes alélicas y genotipicas en genes
candidato que participen en los procesos etiopatol6-
gicos, determinando asi patrones de susceptibilidad

que puedan ser empleados como biomarcadores de
riesgo.!® Para tales fines, se analizan mutaciones
comunes en el genoma, que se encuentran presentes
en al menos el 1% de la poblacion (polimorfismos).
Estos polimorfismos pueden participar de manera si-
nérgica con factores ambientales contribuyendo a la
generacion de un fenotipo patoldgico (en este caso, la
periodontitis). Los polimorfismos mas cominmente
utilizados son los de un solo nucleétido (por sus siglas
en inglés, SNPs, single nucleotide polymorphisms),
cuya frecuencia es muy alta (uno cada 300 pares de
bases) y tienen la capacidad de producir isoformas
protéicas que pueden alterar algunos procesos bio-
l6gicos.!® En este sentido, 1a periodontitis involucra
la participacion de multiples procesos, entre los
que destaca un proceso inflamatorio de bajo grado
caracterizado por una desregulacién en el patrén de
citocinas, que se distingue por una disminucién de
la adiponectina (ADIPOQ, que tiene funciones an-
tiinflamatorias) y la interaccién con sus receptores
(adipoR1, adipoR2 y T-caderina). La disminucién en
los niveles plasmaticos de la ADIPOQ le confiere al
huésped una susceptibilidad al efecto bacteriano,
denotando su participacion en el desarrollo de la
periodontitis. Por otro lado, el metabolismo éseo
tiene un papel fundamental para que los procesos
inflamatorios y la acumulacién bacteriana causen
estragos en el mecanismo de inserciéon del diente;
asi, el receptor activador del proliferador de peroxi-
somas gama (PPARYy) tiene una gran relevancia en
el estudio de la génesis de la periodontitis.!” En este
tenor, los EAG han relacionado variantes alélicas
y genotipicas presentes en los genes que codifican
para la adiponectina (ADIPOQ), la T-caderina
(CDH13) y el PPARG con la periodontitis. Dichos
estudios, realizados en su mayoria en poblaciones
asiaticas, relacionan a algunas variantes genéticas
con el riesgo de padecer periodontitis.!®20 Los re-
sultados de estas investigaciones sugieren que los
polimorfismos en estos genes pueden ser buenos
candidatos en el diagnéstico molecular temprano;
es decir, pueden fungir como biomarcadores que
permitan al periodontista medir el riesgo de cada
individuo a padecer periodontitis y seleccionar el
tratamiento mas efectivo segin la severidad del
riesgo inherente de cada paciente. Sin embargo, los
estudios en otras poblaciones no son extrapolables a
la poblacién mestiza mexicana, por lo que el objetivo
de esta investigacion fue determinar las diferencias
de frecuencia entre un grupo de casos y un grupo
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de controles con el fin de identificar biomarcadores
de riesgo en genes candidatos (ADIPOQ, CDH13,
PPARG) relacionados con la respuesta inmune y la
inflamacion en sujetos mestizos mexicanos.

MATERIAL Y METODOS

En este estudio piloto de casos y controles participa-
ron 31 pacientes mestizos mexicanos no relaciona-
dos genéticamente. Los individuos fueron captados
de la Clinica de la Facultad de Odontologia de la
Universidad Intercontinental (UIC) en la Ciudad
de México. El diagnéstico periodontal fue realizado
mediante el analisis de la serie radiografica comple-
ta, la evaluacién de los niveles clinicos de insercién
y la profundidad sondable. Posteriormente, los
sujetos se clasificaron como casos (diagnosticados
con periodontitis crénica generalizada, n = 14) o
controles (periodontalmente sanos, n = 17). Las co-
variables como edad, peso, enfermedades sistémicas
y tabaquismo fueron evaluadas por medio de un
cuestionario. Todos los participantes firmaron una
carta de consentimiento informado.

ANALISIS MOLECULAR

El material genético se obtuvo a partir de células
epiteliales de saliva utilizando un kit comercial
basado en un método de precipitacién salina (Jena,
Bioscience, Alemania). La genotipificacion de los tres
polimorfismos tipo SNP se llevo a cabo mediante en-
sayos TagMan®5’exonucleasa (Applied Biosystems,
Carlsbad, CA, USA) usando sondas de hibridacién
al DNA marcadas con los fluorocromos VIC y FAM
(Cuadro I). Aproximadamente 10 ng de DNA se
amplificaron de acuerdo con las instrucciones del
fabricante; las condiciones de la PCR consistieron
en un periodo de preincubacion de 10 minutos a 95
°C, seguidos de 40 ciclos de 15 segundos de desnatu-
ralizacién a 95 °C y 90 segundos de alineamiento a
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60 °C. El termociclador C1000 (Bio-Rad, Richmond,
CA) fue utilizado para la adquisicién de datos.

ANALISIS ESTADISTICOS

Las frecuencias alélicas y genotipicas, asi como el
desequilibrio de ligamiento, se calcularon mediante
el software Arlequin v. 3.5.2! El equilibrio de Hardy
Weinberg se obtuvo por medio del analisis estadis-
tico F'de Weir y Cockerham, empleando el software
Genétix v. 4.05.2.22 Para las diferencias entre las
frecuencias genotipicas entre casos y controles, se
utilizé el andlisis estadistico T-Student, U de Mann-
Whitney y exacto de Fisher con el software STATA
MP v. 13.

REsuLTADOS

Las caracteristicas generales de las poblaciones de
casos y controles se describen en el cuadro II. Las
medidas antropométricas (peso y talla), el género
de los participantes y el habito de fumar fue similar
en ambos grupos (p > 0.05). Por lo que respecta a la
edad, esta se distribuyé como sigue: casos (rango de
46 a 56, promedio 50 + 10.3) y controles (rango de
36 a 46, promedio 41 + 9.8). Consiguientemente, se
encontr6 una diferencia significativa entre ambos
grupos (p < 0.02), en donde los casos mostraron
mayor edad con respecto a los controles.

Con respecto a las distribuciones de las frecuen-
cias alélicas y genotipicas de los marcadores anali-
zados, se observaron tendencias diferentes en ambos
grupos (Cuadro III). Los analisis de comparacion se
llevaron a cabo tomando como referencia los alelos y
genotipos de riesgo reportados previamente en otras
poblaciones.?? Para el gen ADIPOQ), el alelo de riesgo
fue T y su genotipo homocigoto (TT). En cuanto a
los genes CDH13 y PPARG, los alelos fueron A y
G, respectivamente, con sus respectivos genotipos
homocigotos.

Cuadro I. Secuencia de las sondas de hibridacion al DNA.

Gen SNP Sonda [V/F]
ADIPOQ rs864265 TTAAATTTGACAGAATTGAGTATTG[G/TITGAGGATATAGAGAAATGGGCACTC
CDH13 rs3865188 AGGCTACTGAAGGTTGTACATAGAT[A/TICCACAAAGACCAGGGACAAACTTGC

PPARG rs1801282

AACTCTGGGAGATTCTCCTATTGACIC/G]CAGAAAGCGATTCCTTCACTGATAC
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En lo referente a los genes relacionados con la
inflamaciéon (ADIPOQ y CDH13), estos presentaron
frecuencias alélicas muy similares a las reportadas
en otras poblaciones.?* Con respecto a ADIPOQ, el
alelo T no mostré diferencias entre los grupos; no
obstante, el genotipo TT estuvo presente en el 7%
de los casos y ausente en los controles. Por lo que
se refiere al gen CDH13, el alelo A estuvo presente
en el 86% de los casos y en el 74% de los controles,
haciendo patente una importante diferencia signifi-
cativa (p <0.02) y sugiriendo una posible asociaciéon

con la periodontitis, ya que mostré una razon de
momios (OR) de 2.15, con un intervalo de confianza
(950, 1C) de 1.05 a 4.43. En relacién con el genotipo
homocigoto de riesgo, éste se presentd en el 79%
de los casos y 53% de los controles; sin embargo,
estas diferencias no fueron significativas (p > 0.40).
Finalmente, los resultados con respecto a PPARG
mostraron que no hay diferencias significativas
entre los casos y los controles con respecto a las
frecuencias alélicas y genotipicas (p > 0.20). Cabe
destacar que las frecuencias alélicas de estos tres

Cuadro Il. Caracteristicas generales de la poblacion.

Caracteristicas Casos Controles Valor de p*
Edad (media) 50.14 + 2.76 41.23 +2.39 0.024
Estatura (cm) 1.62 + 0.021 1.63 + 0.028 0.681
Peso (kg) 75.64 £2.94 70.70 + 2.91 0.246
IMC (kg/m?) 28.73 +1.09 26.41 £1.07 0.142
Género (F/M) 77 14/3 0.063
Fumadores (%) 29.4 35.7 0.709

* Prueba de T Student.

Cuadro lll. Analisis de comparacion entre las frecuencias genéticas de las poblaciones.

Gen-polimorfismo Genotipo Casos Controles Valor de p*
ADIPOQ-rs864265 GG 0.79 0.71 0.412
GT 0.14 0.29
TT 0.07 0
G 0.86 0.85
T 0.14 0.15
CDH13-rs3865188 AA 0.79 0.583 0.221
AT 0.14 0.41
TT 0.07 0.06
A 0.86 0.74
T 0.14 0.26
PPARG-rs1801282 CC 0.857 0.882 0.662
CG 0.142 0.117
GG 0 0
C 0.93 0.94
G 0.07 0.06

* Prueba de exacto de Fisher.
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Cuadro IV. Equilibrio con respecto a la ecuacion de Hardy-Weinberg en las poblaciones.

Poblaciones de estudio
Casos Controles
Gen-polimorfismo i p s p
ADIPOQ-rs864265 0.446 0.24 0.01 1
CDH13-rs3865188 0.446 0.229 -0.02 0.757
PPARG-rs1801282 -0.04 1 -0.03 1
Total 0.343 0.06 -0.06 0.836

Bonferroni p > 0.01.

marcadores fueron muy similares a los datos de la
poblacién mexicana (Hernandez-Tobias EA, datos
no publicados), lo que valida nuestros hallazgos.
Asi mismo, todas las poblaciones se encontraron
en equilibrio con respecto a la ecuaciéon de Hardy-
Weinberg (Cuadro IV). Sin embargo, la poblacién de
casos present6 un importante exceso de homocigotos
(F,,=0.34), mientras que en los controles se observé
un sutil exceso de heterocigotos (¥, = -0.06). Con
respecto al desequilibrio de ligamiento, todos los loci
estudiados no mostraron tendencia en la segregacion
dependiente (p > 0.01).

Discusion

Los estudios de asociacién genética (EAG) en con-
diciones periodontales han ido en aumento en los
ultimos afos. Estos estudios han reportado varian-
tes genéticas de riesgo que pueden contribuir de
forma importante al desarrollo de la periodontitis,
sobre todo en genes relacionados con los procesos
de inflamacién crénica y metabolismo 6seo. En este
sentido, la adiponectina y uno de sus receptores (T-
caderina), asi como el PPARy han sido el blanco de
los EAG debido a que estos procesos confluyen en la
génesis de la periodontitis a través de los procesos
antiinflamatorios y de la génesis de osteoclastos,
respectivamente.7-20

En el presente estudio, analizamos las frecuen-
cias alélicas y genotipicas de marcadores relaciona-
dos con la inflamacién y el metabolismo éseo en dos
poblaciones mestizas mexicanas (casos y controles).
Con respecto a los marcadores relacionados a infla-

maciéon, ADIPOQ mostr6 sutiles diferencias en la
distribucién del genotipo TT de ADIPOQ, que fue
mas frecuente entre los casos que en los controles.
Estos hallazgos concuerdan con reportes previos
en poblaciones asidticas, en donde relacionan al
alelo T con una reduccién del 40% en los niveles de
expresién de la adiponectina sérica.2® Por su parte,
CDH13 mostré mayor frecuencia del alelo A en
los casos (86%) versus controles (74%), sugiriendo
que la presencia de este alelo aumenta hasta dos
veces el riesgo de periodontitis. Estas diferencias
se mantienen en las frecuencias genotipicas (AA),
pero el tamano de la muestra impide mantener la
significancia estadistica. No obstante, estudios in
vitro soportan nuestros hallazgos, relacionando
al alelo A con la disminucion de la expresién de
T-caderina y, por consiguiente, con los niveles de
adiponectina sérica. Las diferencias encontradas
en ambos marcadores genéticos relacionados con
inflamacion coinciden con los estudios clinicos que
vinculan a la disminucién de los niveles de adiponec-
tina en enfermedades caracterizadas por un cuadro
de inflamacién crénica como la periodontitis.26-28
Por otra parte, PPARG, relacionado al metabolis-
mo 6seo, mostro distribuciones alélicas y genotipicas
similares entre casos y controles. Estos resultados
son congruentes con los obtenidos en poblaciones cau-
casicas.?? Contrario a estos hallazgos, las poblaciones
asiaticas (Japon) sustentan una posible asociacion
del alelo G-PPARG con la periodontitis, de manera
dependiente de la densidad mineral ésea (DMO)!8
y de los niveles de proteina C reactiva.l”® Estas dis-
crepancias reflejan la necesidad de realizar trabajos
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con ajustes de variables confusoras relacionadas
sobre todo en poblaciones con arquitectura genética
compleja, como la mestiza mexicana.??

Finalmente, nuestra investigacioén soporta la con-
tribucién genética en el desarrollo de la periodontitis,
sugiriendo que los marcadores polimérficos pueden
ser una herramienta til para ser usados como bio-
marcadores de diagnéstico temprano. Sin embargo,
es importante tomar los resultados obtenidos con
cautela debido al bajo poder estadistico alcanzado
por el reducido tamano de muestra de este estudio
piloto. Asi mismo, y aunque las frecuencias genéti-
cas se compararon con reportes previos en nuestra
poblacién, no se realizaron ajustes por estratificacion
poblacional, lo que podria llevar a resultados espurios.
Por lo anterior, y con el fin de darle un mayor soporte
a este tipo de investigaciones, es indispensable repetir
el estudio con un mayor niimero de muestra, lo cual
permitira aumentar el poder estadistico. Ademas,
se sugiere realizar analisis de genotipos multiloci
que permitiran determinar la confluencia de alelos
de riesgo en la susceptibilidad a padecer periodon-
titis. Estos trabajos deberan considerar un analisis
de chi cuadrada (¥?) condicional a la estratificacién
poblacional para soportar estadisticamente que las
asociaciones encontradas estén relacionadas con la
periodontitis y no estén retratando un rasgo de algin
subgrupo de la poblacion.

CONCLUSIONES

Encontramos que los alelos de riesgo rs3865188-
A del gen CDH13 y rs864265-T del gen ADIPOQ
podrian contribuir al riesgo de periodontitis en
adultos mestizos mexicanos. En este sentido los
marcadores pueden ser utilizados como herra-
mientas de diagnoéstico molecular en pacientes
con periodontitis, acompafiados de un diagnéstico
clinico pertinente. Sin embargo, los datos deben ser
tomados con cautela debido al reducido niimero de
muestra. Los resultados encontrados en el presente
estudio incitan a continuar con las investigaciones
acerca de estos marcadores para permitir fortalecer
los hallazgos.
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